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Resumen

La pandemia por SARS-CoV-2 constituyd uno de los mayores retos sanitarios del siglo XXI,
con impacto clinico y socioecondmico global. En este contexto, la respuesta inmune innata
desempefié un papel decisivo en la evolucién clinica de los pacientes, destacando las células
asesinas naturales (NK) como elementos centrales en el control inicial de la infeccion y la
modulacion de la inflamacion. Sin embargo, la evidencia cientifica sobre su participacion en
la infeccion por COVID-19 era aln limitada, particularmente en poblaciones
latinoamericanas. El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar los fenotipos y
funciones de las células NK en pacientes hospitalizados por COVID-19 en Panama, y evaluar
su asociacion con la severidad clinica de la enfermedad. Se realiz6 un disefio analitico
exploratorio de datos secundarios provenientes de protocolos aprobados por el Comité
Nacional de Bioética de Investigacion. La cohorte incluyd pacientes hospitalizados en el
Hospital Santo Tomas y hospitales de la Caja de Seguro Social, de quienes se obtuvieron
muestras de sangre periférica para el aislamiento de PBMC, la medicion de citocinas y la
caracterizacion inmunofenotipica mediante citometria de flujo multicolor. Los resultados
revelaron alteraciones fenotipicas significativas en las subpoblaciones NK CD56bright y
CD56dim, con cambios en la expresion de receptores activadores (como NKG2D/CD314+)
asi como en marcadores asociados a citotoxicidad y apoptosis (CD95*, CD57%). Estas
modificaciones se correlacionaron con perfiles clinicos de severidad y con niveles elevados
de citocinas proinflamatorias, entre ellas IL-6 e IL-8.

En conclusion, la investigacion aporta evidencia de que las células NK constituyen un
biomarcador potencial de evolucion clinica en pacientes hospitalizados con COVID-19, cuyo
fenotipo puede reflejar tanto mecanismos de proteccion como de disfuncién inmunolégica.
Estos hallazgos contribuyen a comprender mejor la inmunopatogénesis del SARS-CoV-2 en
la poblacion panamefia y podrian orientar futuras estrategias terapéuticas y predictivas
basadas en la inmunidad innata.



Abstract

The COVID-19 pandemic posed a major global health challenge with severe clinical and
socioeconomic impacts. Innate immunity, particularly natural killer (NK) cells, plays a
crucial role in early viral control and inflammatory modulation, yet their contribution to
SARS-CoV-2 infection remains poorly described in Latin American populations. This study
aimed to characterize NK cell phenotypes and functions in hospitalized COVID-19 patients
in Panama and assess their association with disease severity. An exploratory analytical design
was conducted using secondary data from approved clinical protocols. Peripheral blood
samples from patients admitted to Hospital Santo Tomas and Social Security hospitals were
analyzed. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated, cytokines measured,
and NK subsets immunophenotyped by multicolor flow cytometry. Results showed marked
alterations in NK CD56bright and CD56dim subsets, including changes in activating
receptors (NKG2D/CD314%) and cytotoxic/apoptotic markers (CD95%, CD57%). These
immune changes correlated with severity and elevated pro-inflammatory cytokines, notably
IL-6 and IL-8. In conclusion, NK cells emerge as potential biomarkers of COVID-19
progression, reflecting both protective and dysfunctional responses. These findings improve
understanding of SARS-CoV-2 immunopathogenesis in Panama and may inform future
predictive and therapeutic strategies targeting innate immunity.



Introduccion

A finales del afio 2019 surgi6 un nuevo coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo
asociado a neumonia causado por un beta-coronavirus, SARS-CoV-2, en Wuhan, China
(Hou et al., 2020). EI SARS-CoV-2 fue identificado como la causa patogénica de la
enfermedad inducida por Coronavirus SARS-CoV-2, COVID-19, caracterizado por su
propagacion réapida, y ha representado grandes cambios en la salud y a nivel socioecondémico
(Wu et al., 2020) comparandose con SARS-CoV-1 en el 2003 y MERS en el 2012 (Coutard
et al., 2020). La infeccién por COVID-19 provoca una compleja respuesta inmunoldgica
innata, en la que tanto las alteraciones de citocinas proinflamatorias como las alteraciones
de las células NK juegan un papel crucial en el avance de la enfermedad. Estos elementos
no solo estdn vinculados, sino que su analisis conjunto es crucial para comprender los
procesos que subyacen a la variabilidad en la susceptibilidad y severidad del COVID-19. A
pesar de los progresos, todavia existen elementos por aclarar, particularmente en como estas
modificaciones inmunologicas afectan los diferentes fenotipos de la enfermedad.

La variabilidad en la susceptibilidad al COVID-19 y la gravedad de la enfermedad dependen
de factores tanto virales como del huésped, incluyendo caracteristicas inmunologicas y
epigenéticas (Ovsyannikova et al., 2020). La estructura del SARS-CoV-2 y sus mecanismos
patogénicos como la tormenta de citocinas y el sindrome de dificultad respiratoria aguda
explican su rapida propagacion y severidad (X. Li et al., 2024). EI sistema inmunoldgico,
influenciado por factores ambientales y modificaciones epigenéticas, juega un papel central
en la respuesta al virus. Alteraciones en este equilibrio pueden llevar a una inflamacion
descontrolada o a una mayor susceptibilidad a infecciones. Citoquinas como IL-6, IL-17 e

IL-23 son clave en la coordinacién de la inmunidad innata y adaptativa (Ruth, 2024), y su
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desregulacién contribuye a los fenotipos clinicos heterogéneos del COVID-19 (Ruth, 2024).
El desarrollo de la enfermedad en cada paciente es distinto, los cambios entre la mayoria de
los parametros clinicos estudiados varian entre cada uno de ellos. En un estudio publicado
por Huang, C. et al., 2020; describid las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas y de
laboratorios en pacientes ingresados en el hospital donde los recuentos sanguineos de los
pacientes al ingreso mostraron leucopenia (recuento de glébulos blancos menor de 4 x 10°/
L; 10 [25%] de 40 pacientes) y linfopenia. (recuento de linfocitos <1 - 0 x 10°/ L; 26 [63%]
pacientes) (Huang et al., 2020). El Desarrollo de la enfermedad en cada paciente es diferente,
las variaciones entre la mayoria de los pardmetros clinicos analizados difieren entre cada
uno. La respuesta inmunitaria del huésped al SARS-CoV-2 parece desempefiar un papel
clave en la patogénesis de la enfermedad y las manifestaciones clinicas, y los linfocitos
asesinos naturales (NK) se encuentran entre los objetivos de la regulacion inducida por el
virus y las citocinas. Esto destaca la importancia de entender mejor como las células NK
responden durante la infeccion inicial y como pueden influir en el curso de la enfermedad
en pacientes con SARS-CoV-2 (Tan et al., 2020). Las células NK son inhibidas y activadas
por receptores que reconocen distintos tipos de proteina, como por ejemplo las moléculas de
MHC de clase | expresadas por células sanas, y generalmente estan protegidas de lisis (Ben-
Shmuel et al., 2022; Smyth et al., 2005).

Como las células NK impactan la respuesta inmune asociada a la progresion de la
enfermedad en los pacientes hospitalizados por SARS-COV- 2. El objetivo es caracterizar
el fenotipo y la funcion de las células NK, y su regulacion, en pacientes hospitalizados por
COVID-19 en los principales hospitales de la Ciudad de Panam4, para evaluar su asociacion

con la severidad de la enfermedad. Panama, como parte de los paises afectados por la
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pandemia de COVID-19, presentd una tasa de pruebas por habitante elevada y, en
consecuencia, se reportd un nimero méas elevado de casos detectados (Loaiza et al., 2020).
Sin embargo, las investigaciones a nivel nacional fueron limitadas en el contexto clinico y
epidemioldgico, y no se ha descrito la respuesta inmune innata y el rol de las células NK en
la infeccion por SARS-CoV-2 en pacientes infectados.

A nivel nacional, no existen estudios que abordan la respuesta inmunolégica innata en
pacientes con COVID-19, especialmente el papel de las células NK, y no poseen una
descripcion clinica exhaustiva. Esta brecha restringe el entendimiento de cémo estos
procesos afectan la evolucion de la enfermedad y la diversidad de los resultados clinicos.
Por lo tanto, este trabajo de investigacion se enfoca en esclarecer el rol de las células NK y
su relacion con otros elementos de la inmunidad innata (como las citocinas) en pacientes
infectados por SARS-CoV-2, con la finalidad de proporcionar pruebas clinicas significativas

para la gestion y prediccion de la patologia.
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Capitulo 1. Planteamiento del problema
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1.1 Aspectos generales

El SARS-CoV-2, coronavirus humano de origen zoonoético detectado en Wuhan (China) a
finales de 2019, provocé la pandemia de COVID-19. A pesar de que se presume gue su
transmision inicial tuvo lugar desde un reservorio animal, la cadena precisa de contagio hacia
el ser humano aun no ha sido revelada (Pagani et al., 2020). El 30 de enero de 2020, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 una emergencia de salud publica
internacional debido a su elevada capacidad de propagacion. Este virus es el tercer
coronavirus en dos décadas vinculado a sindromes respiratorios severos en seres humanos,
destacando su importancia epidemioldgica y la exigencia de supervision constante.

Antes del SARS-CoV-2, cuatro coronavirus humanos (HCoV 229E, HCoV NL63, HCoV
HKU1 y HCoV OC43) causaban sintomas de resfriado. Entre ellos, el HCoV 229E vy el
HCoV NL63 son alfa-coronavirus, mientras que el HCoV HKU1 y el HCoV OC43 son beta-
coronavirus. A diferencia del SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2 altamente patdgenos,
los cuatro llamados HCoV comunes generalmente causan enfermedades leves de las vias
respiratorias superiores y contribuyen al 15%-30% de los casos de resfriados comunes en
adultos humanos, aunque a veces pueden ocurrir infecciones graves y potencialmente
mortales de las vias respiratorias inferiores. Al secuenciar los primeros coronavirus aislados
del SARS-CoV-2, se descubrié que las cepas bat-SL-CoVZXC21 y bat-SL-CoVZC45 eran
las méas proximas, con un genoma que compartia un 88% de similitud con el SARS-CoV-2
(Sallard et al., 2021). Dentro de un marco evolutivo mas extenso, el SARS-CoV-2 tiene una
estrecha relacion con otros coronavirus que infectan a murciélagos, pangolines y otros
mamiferos carnivoros. Esto indica que el virus surge de las transmisiones entre especies, un

fendmeno denominado zoonosis. La repercusion del SARS-CoV-2 en la salud es de multiples
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aspectos, y la gravedad clinica varia en funcion de la edad, el género y las complicaciones.
Los estudios sefialan que los adultos mayores, especialmente los varones, muestran indices
mas elevados de enfermedad grave y mortalidad. Las comorbilidades, como la obesidad, la
diabetes y la enfermedad renal, agravan significativamente la gravedad de la COVID-19, lo
que lleva a un aumento de las tasas de hospitalizacion y mortalidad (Carvacho et al., 2022).
Los grupos de mayor edad, en particular los que tienen més de 65 afios, corren mayor
incidencia de neumonia grave (el 31% frente al 12,6%) y de enfermedades graves (el 16%
frente al 5,8%) en comparacion con los pacientes mas jovenes (Ugsular et al., 2022). Segin
el género, los hombres tienen mas probabilidades de sufrir enfermedades graves en
comparacion con las mujeres, y el riesgo aumenta con la edad (Camacho Moll et al., 2023).
Esta desigualdad podria tener vinculos con variaciones bioldgicas en la respuesta del sistema
inmunoldgico y la prevalencia de comorbilidad. Las comorbilidades influyen
significativamente en las tasas de mortalidad, y los hombres mayores suelen presentar
multiples problemas de salud que agravan situacion de COVID-19 (Sinvani et al., 2021).
Parametros de laboratorios como la disminucion de linfocitos puede predecir la gravedad en
COVID-19, al reportar el recuento absoluto de linfocitos pudiese estar correlacionado con
mayor riesgo de ingreso a UCI, necesidad de ventilacion mecanica y elevada mortalidad
hospitalaria (Tan et al., 2020). Los mecanismos propuestos que podrian estar relacionados
con la regulacién directa de los linfocitos, asi como su capacidad para destruir el virus
mediante respuestas citotoxicas y la apoptosis acelerada inducida por citocinas
proinflamatorias, continGan siendo objeto de investigacion y debate en la comunidad
cientifica. Se ha observado que, durante la infeccion por SARS-CoV-2, la disminucion

significativa de linfocitos, en particular de las células NK, puede estar vinculada a una
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respuesta inmunitaria desregulada, lo que contribuye a la progresién de la enfermedad hacia
formas mas graves. Las citocinas, entre ellas la IL-6, IL-10 y TNF-a, desempefian un papel
crucial en la modulacion de la respuesta inflamatoria, y sus niveles elevados han sido
asociados con el sindrome de tormenta de citocinas, que agrava el dafio pulmonar y sistémico
en personas con COVID-19. Ademas, la apoptosis acelerada de linfocitos inducida por el
entorno inflamatorio puede limitar la eficacia del sistema inmunitario para contener la
infeccion viral (Hasichaolu et al., 2020;Tan et al., 2020). La complejidad del impacto del
SARS-CoV-2 sobre la salud publica radica en la amplia gama de desenlaces clinicos y en
cémo la interaccion entre factores genéticos, epigenéticos, ambientales y sociales contribuye
a la heterogeneidad de la enfermedad.

Por otro lado, la variabilidad observada en la evolucion clinica de COVID-19 entre distintas
poblaciones resalto la importancia de incorporar enfoques multidisciplinarios que incluyan
la vigilancia epidemioldgica, el analisis genético y la caracterizacion inmunoldgica de los
pacientes (Romagnoli et al., 2020). Estos elementos permitieron identificar factores de
riesgo, optimizar recursos y disefiar intervenciones mas precisas, tanto a nivel individual
como comunitario. Esta perspectiva integral es esencial para avanzar hacia una mejor gestion
de futuras emergencias sanitarias, fortaleciendo la resiliencia de los sistemas de salud y
promoviendo un enfoque preventivo basado en la evidencia cientifica (Van Damme et al.,
2020). Aun se exploran estrategias terapéuticas que buscan restaurar el equilibrio
inmunologico mediante la regulacion de las citocinas y el fortalecimiento de la funcion de
las células NK. Sin embargo, falta comprender cobmo estos procesos interactdan y afectan
tanto la evolucion clinica como el pronostico en pacientes infectados por SARS-CoV-2. La

profundizacion en estos mecanismos es fundamental para desarrollar intervenciones dirigidas
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gue mejoren los resultados en personas afectadas por COVID-19, especialmente en grupos

vulnerables y con comorbilidades asociadas.
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Capitulo 2. Marco Tedrico
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2.1 Epidemiologia de COVID-19

La pandemia de COVID-19 tiene una epidemiologia compleja que ha variado
significativamente entre paises y grupos de poblacion. Comenzd en China en diciembre de
2019 y se extendid rapidamente por todo el mundo. Se observaron conglomerados de brotes
en Japén, Corea del Sur, Iran, Italia, Espafa y Estados Unidos (Di Gennaro et al., 2020). La
transmision se vié facilitada por los viajes de personas infectadas, principalmente
empresarios Yy turistas. Se extendio a lo largo de las conexiones aéreas de todo el mundo
principalmente a paises de altos ingresos con conexiones internacionales. La transmision
comunitaria comenzo en Japon, Corea del Sur e Iran, lo que resultd en miles de casos fuera
de China. La propagacidn posterior ocurrio en Europa y la costa este de los Estados Unidos.
Se estimd que el ndmero basico de reproduccién RO estuvo entre 1,4 y 3,8 y que la
transmision en Asia, Europa y América del Norte probablemente precedié a los casos
detectados (Van Damme et al., 2020). La pandemia mundial por SARS-CoV-2 se caracteriz6
por un elevado numero de casos reportados. Al 31 de enero de 2022, se habian notificado
349,641,119 casos confirmados de COVID-19 en todo el mundo, con una tasa de mortalidad
global ain en evaluacion. La incidencia acumulada alcanz6 los 4,485.72 casos por cada
100.000 habitantes, siendo Europa la region con mayor impacto (14,039.95 por 100.000),
seguida de las Américas (12,512.57 por 100,000), lo que reflejé una amplia propagacion e
impacto en distintas regiones. En comparacion con otros coronavirus de relevancia
epidemioldgica, el SARS-CoV-1 infectd aproximadamente a 8,000 personas, con una
letalidad del 9,5% (De Wit et al., 2016), mientras que el MERS-CoV registré cerca de 2,500

casos, con una tasa de mortalidad de 34,4% (WHO, 2022).
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Durante las primeras etapas de la pandemia, al 31 de marzo de 2020, se contabilizaron
693,224 casos confirmados y 33,106 fallecimientos a nivel global. La distribucion de los
casos en ese momento mostrd una predominancia en paises de ingresos altos (92%), mientras
que solo el 2% se registro en paises de ingresos bajos (Ashmore & Sherwood, 2023). La
propagacion del SARS-CoV-2 representd una carga significativa para la salud publica
mundial y obligdé a muchos paises a implementar restricciones en los servicios no esenciales.
Estas medidas tuvieron como objetivo reducir la transmision y la carga de enfermedad,
siendo evaluadas mediante modelos matematicos que analizaron estrategias como el
distanciamiento social y la heterogeneidad de contactos entre grupos etarios. En Estados
Unidos, por ejemplo, acciones como el cierre temporal de escuelas y negocios, la cancelacion
de eventos masivos y la migracion de reuniones a modalidades virtuales demostraron ser
efectivas para limitar la transmision, especialmente al reducir las interacciones entre distintos

grupos de edad (Lau et al., 2022; De Wit et al., 2016; WHO, 2022) (tabla 1).
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TABLAT PORCENTAJE DE IFR Y CFR POR REGION SEGUN OMS (KANDI ET AL., 2021)

Clasificacion de la letalidad | Tasa de letalidad por infeccion Tasa de letalidad por casos
segin OMS IFR (%) CFR (%)
Region de las Américas 0,02% 53
Region Europea 0,02% 7,3
Regidn Africana 0,02% 1,9
Region del Sudeste Asiatico 0,01% 1,1
Region del Mediterraneo 0,02% 2,2
Oriental
Region del Pacifico 0,01% 1,8
Occidental

OMS: Organizacion Mundial de la Salud, IFR: tasa de letalidad por infeccién, CFR: tasa de letalidad por caso.

En Panam4, se estudiaron 18,559 casos sospechosos de COVID-19, de los cuales 4,210
(22,7%) fueron confirmados mediante pruebas PCR. Se registraron 116 fallecimientos y 341
hospitalizaciones, cifras que reflejaron la presion temprana sobre el sistema de salud. Tras la
confirmacion del primer caso el 9 de marzo de 2020, el pais implementé medidas rapidas
como el cierre de colegios y la cuarentena obligatoria. Sin embargo, la diseminacién inicial
reveld una transmision comunitaria no detectada desde mediados de febrero. EI nimero
basico de reproduccion (Ro) se estimd en 2,22 , lo que evidencio6 un alto potencial de contagio,
mientras que el nimero de reproduccion efectiva (R;) descendio6 a 1,08 tras la aplicacion de
las estrategias de contencion, mostrando la efectividad de las restricciones en el control del
brote (Franco et al., 2021). La pandemia también expuso las debilidades estructurales de los

sistemas de salud en Panama y la regidn, resaltando la necesidad de herramientas predictivas
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solidas que permitieran anticipar escenarios y mitigar el impacto clinico y social de la

enfermedad (Nieto-Gutiérrez et al., 2024).

A pesar de su utilidad, los modelos estocasticos (Calleri et al., 2021) convencionales tienen
restricciones al examinar la relacion no lineal entre acciones de salud publica (por ejemplo:
distanciamiento social, vacunacion) y sus impactos en la morbilidad y mortalidad de la
poblacién. Por esta razon, se sugiere un enfoque analitico hibrido que fusiona dindmicas
epidemioldgicas (por ejemplo: tasas de transmision, RO) con indicadores de capacidad
hospitalaria (por ejemplo: ocupacién de la UCI, acceso a terapias), lo que facilita la
optimizacion de estrategias de mitigacion y distribucion de recursos de salud (Kokudo &
Sugiyama, 2021). El efecto extendido en la salud publica, como el incremento de

comorbilidades y la sobrecarga de servicio, resalta la importancia de adoptar estrategias

proactivas para crisis venideras.

2.2 Respuesta inmune y la enfermedad de COVID-19

El sistema inmunitario es esencial en la proteccion del organismo frente a las
infecciones causadas por virus. Un andlisis de la respuesta inmunoldgica establece un
fundamento para comprender los intrincados procesos que se activan cuando el cuerpo
enfrenta un ataque viral. Es vital entender como interactdan los factores virales con
los elementos del sistema inmunitario del huésped para poder crear estrategias
efectivas de prevencion y tratamiento de las infecciones virales (Tripathi, 2021). En
situaciones severas en el caso de COVID-19, se evidenciaron cambios notables en la
expresion de los marcadores superficiales de las celulas del sistema inmunologico, reflejando
una compleja interaccion de respuestas inmunitarias que pueden influir en la gravedad de la
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enfermedad y evolucion de los pacientes (Berghall et al., 2022a); ademas, de una grave
interrupcion de la mielopoyesis. En los casos graves se observa una reduccion significativa
de las poblaciones de monocitos, en monocitos con bajo contenido de HLA-DR, lo que
contribuye a la supresién inmunoldgica (Berghéll et al., 2022b). Se ha estudiado la habilidad
de diversos subgrupos de células del sistema inmunoldgico, tales como las células Treg
(Chen et al., 2020) las células NK, las células madre mesenquimales y las células T, para
resguardar a los pacientes con COVID-19 de graves efectos adversos (Chen et al., 2020). Los
macréfagos M1 (clasicos con fenotipo activado) y M2 (alternativamente con fenotipo
activado) controlan la actividad del sistema inmunolégico y resultan fundamentales para la
proteccion y la patogénesis de la COVID-19. Previamente se ha comprobado que las células
NK muestran un comportamiento particular durante la recuperacion de la COVID-19, lo que
sefiala con certeza que estas células regulan la respuesta inicial del sistema inmunoldgico
(Batista et al., 2025). El sistema inmune depende de la migracion coordinada de las células
(mastocitos, basdéfilos, macrofagos, neutrofilos, células dendriticas, células NK (Natural
Killer), células T asesinas naturales (NKT), que son componentes vitales del sistema innato
de la respuesta inmunitaria (Guo et al., 2010) , y depende especialmente de las quimiocinas
que controlan la migracion y el posicionamiento de las células inmunitarias en los tejidos y
son fundamentales para la funcion del sistema inmunitario innato que controla la migracion
celular y el posicionamiento de las células a lo largo del desarrollo homeostasis e inflamacion
(Sokol & Luster, 2015).

Entre las diversas defensas del huésped se incluyen barreras fisicas como el epitelio de la
mucosa, la activacion de la cascada del complemento, los peptidos y citocinas

antimicrobianos circulantes, los leucocitos y la activacion del sistema inmunitario adaptativo.
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Los organismos que no son reconocidos como propios, aprenden a evadir la respuesta inmune
(Hornef et al., 2002). Otros factores que afectan la activacion son los cambios que ocurren
en el sistema inmune senescente en los seres humanos y tienen un gran impacto en el inicio
y activacion de la respuesta inmune, induccion y mantenimiento de la memoria inmune
(Bender et al., 1991). La inmunobiografia podria explicar el aumento de la heterogeneidad
inmunitaria de los individuos ancianos y los cambios relacionados con la edad en el sistema
inmunitario; es decir, inmunosenescencia e inflamacion. La inmunosenescencia sufre una
profunda remodelacién con la edad, lo que contribuye a un mayor riesgo de infecciones,
cancer y enfermedades autoinmunes. Esta remodelacion afecta tanto a los brazos innatos

como adaptativos del Sistema Inmunitario (De Martinis et al., 2005; Ostan et al., 2008).

2.3 Larespuesta inmune innata y las citocinas

La interaccion entre los sistemas inmune innato y posterior respuesta adaptativa de los
pulmones, juega un papel crucial en la respuesta a la afeccion SARS-CoV-2. Ambos sistemas
son decisivos para la respuesta a la COVID-19 y evolucién de la enfermedad. La respuesta
inflamatoria es esencial para determinar la gravedad de enfermedades, vital para el desarrollo,
la recuperacion y la preservacién de tejidos dafiados. La activacion de la respuesta
inflamatoria comienza cuando el virus ingresa al organismo y se relaciona con los receptores
en las celulas objetivo (Meager & Wadhwa, 2013). En las infecciones, los cambios en la
fisiologia del hospedero inducen la activacién de inflamosoma y activacién del factor NF-kB

desencadenando una serie de mecanismos como: liberacién de citocinas, autofagia y muerte

celular.
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Las citoquinas producidas por la respuesta inmunoldgica innata pueden provocar la
generacion de citoquinas caracteristicas de la inmunidad adaptativa, que también juegan un
rol en la eliminacion de la infeccion y en la formacion de la memoria inmunoldgica. Sin
embargo, también pueden contribuir a la intensificacion de la patogénesis, lo que resulta en
un incremento de la severidad clinica o en la perpetuacion de la enfermedad. Las respuestas
proinflamatorias de tipo Th1 bloquean las respuestas de tipo Th2, y usualmente promueven
la expulsion del patdgeno y la activacion de la inmunidad reactiva. En el marco de la COVID-
19, la modificacién en la regulacion de las respuestas Th1/Th2 puede llevar al conocido
sindrome de liberacion de citoquinas. En este, altos niveles de varias citoquinas producen un
ciclo de feedback positivo de inflamacion patogénica (Batista et al., 2025; Petrey et al., 2021).
Durante varios estudios, alrededor de 11 citoquinas (GRO-a, IL), 1RA, IL-6, IL-8, IL-10, IP-
10, MIG, FGF-2, IL-5, MDC y MIP-10 mostraron diferencias estadisticamente significativas

entre las etapas iniciales y subsiguientes de la infeccion por COVID-19 (Ling et al., 2021).

En pacientes con COVID-19 grave, se han identificado niveles elevados de diversas citocinas
proinflamatorias que actian como mediadores clave en la progresion de la enfermedad. Entre
ellas, destacan la interleucina-6 (IL-6), cuya elevacion se asocia al pico de sintomas
(Hutcheon et al., 2016; Afrin & Sharmin, 2024) que se ha sefialado como un marcador fiable
de severidad y prondstico clinico (Ling et al., 2021). Asimismo, se ha reportado un
incremento de interleucina-1p (IL-1B) (Bertoni et al., 2022) y de otras moléculas
inflamatorias como MCP-1, IP-10 y el factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF) (Ling et al., 2021; Petrey et al., 2021). Estos mediadores reflejan una respuesta
inflamatoria exacerbada que favorece la progresion clinica hacia formas graves de la

enfermedad. Se ha propuesto que los niveles elevados de citocinas proinflamatorias pueden
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desencadenar complicaciones severas, como shock, insuficiencia respiratoria o fallo
multiorgénico, lo que ha motivado mdultiples estudios dirigidos a caracterizar los principales
mediadores inflamatorios (Doganyigit et al., 2022). Un fendmeno similar ocurre en la sepsis,
donde la activacion descontrolada de factores tisulares induce una produccion elevada de IL-
6 en el foco de infeccion. Este proceso se acompafia de la migracion de monocitos al tejido
afectado y de la exacerbacion de la cascada inflamatoria. En paralelo, las células NK
contribuyen liberando interferon gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),

que potencian la eliminacion de patdgenos (Doganyigit et al., 2022b).

FIGURA 1 ACTIVACION DESCONTROLADA DE CASCADA INFLAMATORIA EN SEPSIS

O

3 "

] X
IL2 ILI8 NKcell IL6 Mmyumym n ‘) ’“’*“)

’ )

Macrophage  Tissue factor T&F

En sepsis:

a. la activacion descontrolada de factores tisulares induce una produccién elevada de Interleucina-6
(IL-6), citocina proinflamatoria. En la cascada inflamatoria se ubica en el sitio de la infeccion, en el
que existe migracion de monocitos al tejido afectado y posterior exacerbacion de la respuesta.

b. Las células asesinas naturales (NK) desempefian un papel adicional liberando mediadores como
interferon gamma (IFN- o) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o), que promueven la
eliminacion de patdgenos. (Doganyigit et al., 2022b).
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En COVID-19, la desregulacion del equilibrio entre respuestas Thl y Th2 favorece el
denominado sindrome de liberacion de citocinas, caracterizado por un ciclo de
retroalimentacion inflamatoria patogénica (Batista et al., 2025; Petrey et al., 2021). En los
casos graves, se ha observado un marcado incremento de IL-6 durante el pico de sintomas
(Hutcheon et al., 2016) y de IL-8, cuya elevacion se correlaciona de forma consistente con
la severidad y permite predicciones clinicas mas precisas (L. Li et al., 2021). Ademas, se
detectan concentraciones aumentadas de IL-1B, MCP-1, IP-10, G-CSF y otras citocinas, lo
que refuerza la hipétesis de que la inflamacion sistémica descontrolada impulsa la disfuncion
orgénica. En conjunto, estudios recientes han documentado diferencias estadisticamente
significativas en un panel de al menos once citocinas entre ellas GRO-a, IL-1RA, IL-6, IL-
8, IL-10, MIG, FGF-2, IL-5, MDC y MIP-1a. entre las fases iniciales y avanzadas de la
infeccion, lo que sugiere su utilidad como biomarcadores prondsticos (Ling et al., 2021). Las
respuestas proinflamatorias de la clase Thl bloquean las respuestas de la clase Th2, y
usualmente promueven la eliminacién del patégeno y la activacion de la inmunidad. Dentro
del marco de la COVID-19, la modificacion en el control de las respuestas Th1/Th2 puede
llevar al conocido sindrome de liberacién de citocinas. Con estos altos niveles de citocinas
se produjeron un ciclo de feedback positivo de inflamacion patogénica. (Batista et al., 2025;
Petrey et al., 2021) . Comprender la reaccién inflamatoria y la funcion de estas citocinas
durante la infeccion podria contribuir a la identificacion de biomarcadores prondsticos. En
los pacientes con casos graves de COVID-19 se mostro un aumento notable de IL-6 durante
el pico de sus sintomas (Hutcheon et al., 2016). Asimismo, se observo que niveles elevados
de IL-8 que se correlacionan de forma fiable con la severidad de la enfermedad, permitiendo

mejores predicciones clinicas (L. Li et al., 2021). La mayoria de los pacientes gravemente
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afectados por COVID-19 presentaron niveles altos de citocinas proinflamatorias tales como
IL-6, IL-1B, MCP-1, IP-10, G-CSF y otras méas. Se ha sugerido que estas concentraciones
elevadas podrian inducir shock, insuficiencia respiratoria o incluso fallo multiorganico, razén
por la cual se han llevado cabo estudios para evaluar los principales mediadores inflamatorios.
Aproximadamente citoquinas. Aproximadamente citoquinas como GRO-a, IL-1RA, IL-6,
IL-8, IL-10, IP-10, MIG, FGF-2, IL-5, MDC y MIP-1la han mostrado diferencias
estadisticamente significativas entre las fases iniciales y posteriores de la infeccién por

SARS-CoV-2, segun varios estudios (Ling et al., 2021).

FIGURA2 INTERACCION ENTRE EL VIRUS SARS-COV-2 Y LA RESPUESTA INMUNE
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Compleja interaccién entre el virus-SARS-CoV-2 y la respuesta inmune en los pacientes vinculan los
mecanismos relacionados a una respuesta inflamatoria descontrolada relacionados a los siguientes
componentes: a. Estructura y entrada viral, b. Evasion Inmune, c. Factores del Huésped, d. Activacién de
inflamosoma (NLRP3), e. Dafios de tejidos, f. Tormenta de citocinas (Batista et al., 2025) .
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AUln es restringido el entendimiento de los mecanismos inmunolédgicos que respaldan la
gravedad de la COVID-19 y cuanto varian en comparacién con las respuestas inmunologicas
detectadas en otros virus respiratorios. Las citoquinas producidas por la respuesta
inmunoldgica innata tienen la capacidad de generar citoquinas caracteristicas de la inmunidad
adaptativa, que también juegan un papel en la eliminacién de infecciones y en el desarrollo
de la memoria inmunologica. Sin embargo, también pueden contribuir a la intensificacion de
la patogénesis, lo que resulta en una gravedad clinica aumentada o en la cronificacion de la

enfermedad (Obeagu, 2024).

2.4 Células asesinas naturales (NK)

La respuesta inmune del huésped al SARS-CoV-2 tiene un rol crucial en la patogénesis de la
enfermedad y sus sintomas clinicos. Los linfocitos en particular la linea linfoide de las células
asesinas naturales (NK) estan entre las metas de la regulacion provocada por el virus, un tema
que ha sido de interés para este estudio. En la fase inicial de la respuesta inmunolégica, los
monocitos, macrdfagos, células dendriticas y células linfoides innatas (ILCs) (tales como
células NK, ILC1, ILC2, ILC3 y células LTi) reaccionan ante los patrones moleculares de
los agentes patogenos liberando interferones y citoquinas antiinflamatorias (Barbon et al.,
2024; Di Vito et al., 2022a). Las células NK, esenciales para la respuesta inmunolégica
cuentan con receptores que envian sefiales de activacion, ademas de receptores inhibitorios,
que controlan dichas respuestas. Estas sefiales provocan la lisis directa de células infectadas
por virus mediante la generacion de perforina y granzima B, lo que favorece la produccion
de citoquinas inflamatorias, citotoxicidad celular basada en anticuerpos e interacciones con

células del sistema inmunoldgico como los monocitos (Batista et al., 2025). Algunos datos
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sugirieron que la actividad y el fenotipo de estas células pueden tener un impacto
significativo en el prondstico y la evolucion de la enfermedad en pacientes hospitalizados
(Di Vito et al., 2022b). Por ello, resulta fundamental profundizar en la caracterizacion de
estas células y sus interacciones con otros componentes del sistema inmunolégico. Li Tan,
et al 2020, describi6 que la disminucion de linfocitos es un marcador que predice la gravedad
en COVID-19 al reportar el recuento absoluto de linfocitos se correlaciona con mayor riesgo
de ingreso a UCI, necesidad de ventilacion mecénica y elevada mortalidad hospitalaria
(Figura 3). Los mecanismos propuestos pudiesen deberse a destruccion directa de linfocitos

por el virus y apoptosis acelerada inducida por citocinas proinflamatorias.

FIGURA 3 PORCENTAJE DE LINFOCITOS EN PACIENTES
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Porcentaje de linfocitos en pacientes con COVID (TLM= Time LYM% Model) segln severidad
clinica (Tan et al., 2020) .
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Las celulas NK son células efectoras del sistema inmunoldgico innato que controlan varios
tipos de infecciones microbianas y tumores al limitar su propagacion y el dafio tisular
posterior (Abel et al., 2018), a su vez se conocen como células respondedoras de primera
linea capaces de estar involucrada en la fase aguda de infeccion al encontrar células
transformadas o infectadas regulando a su vez la respuesta inmunitaria adaptativa. Son
reconocidas por su capacidad para eliminar células infectadas viralmente y cancerosas, sin
afectar a las células no infectadas. Los pacientes con niveles insuficientes de células NK
tienen infecciones virales recurrentes (Hart et al., 2005). En la fase inicial de la infeccion
sobreviene la proliferacion del virus, con posterior muerte celular y liberacion del virus; y
seguido por el reclutamiento de células inmune, y finalmente la activacion de dos sistemas
asociados a inmunidad la cual pudiese ser activados por infeccion por SARS-CoV-2 (Anka
et al., 2021). Son la tercera poblacion de linfocitos, diferentes a los linfocitos B y linfocitos
T y pertenecen al sistema inmune innato (SI1). Provienen de la médula 6sea y depende de las
interacciones CXCL12/CXCR4 que se encuentran en la sangre y tejidos linfaticos,
especialmente el bazo. Se caracterizan morfolégicamente por ser mayoritariamente linfocitos
grandes y representan aproximadamente el 5-15% de los linfocitos en las células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) humanas (Chiossone & Vivier, 2018). Las
células NK constituyen una poblacién heterogénea dentro de la inmunidad innata y se dividen
en dos subgrupos principales con perfiles fenotipicos y funcionales bien definidos
(Castriconi et al., 2018). El subconjunto CD56bright/CD16dim/— se caracteriza por una
elevada expresion de NKG2A" y la ausencia de receptores de tipo inmunoglobulina de
células asesinas (KIR"), lo que le confiere un rol predominantemente inmunorregulador. En

contraste, el subconjunto CD56dim/CD16bright presenta proporciones variables de
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NKG2A" y NKG2C", asociadas a distintos grados de maduracién y a una mayor capacidad

citotoxica (Marquardt et al., 2017). Estas diferencias fenotipicas y funcionales son

brevemente la Tabla 2 (Castriconi et al., 2018).

TABLA1 SUBPOBLACION FENOTIPICAS Y FUNCIONALES DE CELULAS NK

Subpaoblacion

Caracteristicas

fenotipicas

Marcadores principales

Funcién predominante

CD56*bright CD16~

Alta expresion de
CD56*y baja 0 nula de
CDi16*

Alta expresion de
NKG2A* y ausencia de
KIR

Baja citotoxicidad
basal. Alta produccion
de citocinas (IFN-y,
TNF-o, IL-10). Rol
inmunorregulador y de
cooperacion con

células T y dendriticas

CD56*dim CD16*

Baja expresion de
CD56" y alta de CD16*

Expresion heterogénea
de NKG2A*y
NKG2C*

Elevada citotoxicidad
mediada por perforinas

y granzimas.

Eliminacion de células

infectadas o tumorales

La gran mayoria (casi el 90%) de las células NK humanas en la sangre periférica expresan
marcador CD56" a niveles bajos (CD56%™) y CD16* (FcRIII) a altos niveles ejerciendo asi
una fuerte funcidn de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) (Mace, 2023;
Smyth et al., 2005). Las células NK responden eficazmente a la estimulacion de citocinas y
se caracterizan por un repertorio de receptores de quimiocinas que les da el potencial de
colonizar tejidos linfoides y no linfoides en respuesta a un medio de quimiocinas adecuado

(Abel et al., 2018; Mercier et al., 2012). Cuando estas células NK CD56%™, entran en
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contacto en el caso de las células tumorales in vitro, se vuelven citotdxicas y liberan
IFN(Ravetch & Lanier, 2000). Cuando los receptores activadores e inhibidores estan
activados al mismo tiempo por sus respectivos ligandos, el resultado neto esta determinado
por la fuerza relativa de estas sefiales opuestas (van Eeden et al., 2020a) . Estas células NK
constituyen la primera linea de defensa contra los agentes infecciosos, en especial los virus.
Su efecto citotdxico se produce por mecanismos, entre los cuales se encuentran la produccion
de perforina e hiperperforina, asi como la liberacion de granzimas, ocasionando apoptosis o
muerte de la célula blanco. Las células NK se distinguen por la ausencia de muchos de los
marcadores de superficie caracteristicos de las poblaciones linfocitarias convencionales, pero
poseen una amplia gama de receptores de distinto origen que sustentan tanto su funcion
citotoxica como su papel inmunorregulador (Lanier, 2016). De manera concordante, también
se ha sefialado que estas células carecen de los marcadores propios de los linfocitos
tradicionales, lo que refleja su naturaleza singular dentro del sistema inmune (Diefenbach,
2013). La singularidad fenotipica de las células NK, caracterizada por la ausencia de
marcadores tipicos de linfocitos convencionales y la presencia de un amplio repertorio de
receptores de origen diverso (Lanier, 2016; Diefenbach, 2013), se traduce directamente en
su capacidad funcional. En este contexto, los receptores activadores e inhibidores
desempefian un papel central al regular su actividad, permitiendo la identificacion y
eliminacién de células infectadas por virus o transformadas tumoralmente, al tiempo que
contribuyen a mantener el equilibrio inmunologico. Cuando una célula NK entra en contacto
con un blanco potencial, se establece un delicado balance entre sefiales de activacion e
inhibicidn que determinara si la célula diana seréa lisada. En particular, las células que carecen

de moléculas de clase I del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-I), o aquellas que
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expresan ligandos para receptores activadores como NKG2D entre ellos las moléculas
humanas MIC y ULBP, suelen ser reconocidas como alteradas y susceptibles de destruccion
(Raulet & Vance, 2006). De esta manera, las células NK combinan mecanismos de auto
tolerancia con la capacidad de detectar variaciones en la expresion de MHC-I durante
procesos de infeccion, transformacion o estrés celular, asegurando un control preciso de sus

funciones efectoras (ver Figura 4) (Raulet & Vance, 2006).

Figura 4 Mecanismo de citotoxicidad por las células NK
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Citotoxicidad catalizada por células NK en macrofagos infectados hiperactivados: a) EI macréfago
identifica antigenos de SARS-CoV-2 mediante receptores PRR. El virus también tiene la capacidad
de ingresar al macrofago mediante la interaccién con ACE2. b) Los macréfagos infectados muestran
niveles disminuidos de la molécula MHC-I, contribuyendo a eludir la identificacion de las células T
CD8+ y sus efectos citoliticos. ¢) Aunque la expresion de la molécula MHC-I ha disminuido en los
macrofagos, las células NK contintan identificando diversos ligandos en las células infectadas
mediante sus receptores activadores. Sus interacciones potencian los potentes efectos citoliticos de
las células NK en contra de los macrofagos infectados, disminuyendo la carga viral y las tormentas
de citoquinas. ACE; Enzima que transforma angiotensina, MHC; Complejo de histocompatibilidad
superior, NK; Células asesinas naturales, PRR; Receptores que reconocen patrones, SARS-CoV;
Coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo.
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Las citocinas desempefian un papel fundamental en la maduracion de las células NK, siendo
la interleucina-15 (IL-15) crucial para el compromiso, la supervivencia y la transicion de las
células NK inmaduras (iNK) a maduras (mNK), a través de su presentacion por IL-15Ra en
células dendriticas y macrofagos, lo cual las prepara para la citotoxicidad (Woelk et al.,
2025a). Ademas, otras citocinas como IL-7, el stem cell factor (SCF) y el ligando FLT3
(FLT3L) contribuyen en las etapas tempranas del desarrollo, regulando la generacién de
progenitores CD122* a partir de células madre hematopoyéticas (Bi & Wang, 2020). El
desarrollo y la funcién de las células NK dependen de una red finamente regulada de factores
de transcripcidn que controlan la expresion génica. Entre ellos, STAT5 se reconoce como un
mediador esencial de la sefializacion inducida por IL-15, desempefiando un papel critico en
la supervivencia, proliferacion y maduracién de estas células, ver Figura 5 (Lin et al., 2017;
Wang & Zhao, 2021). Otro regulador clave es NR2F6, un receptor nuclear huérfano que actia
como represor del receptor activador NKp46. En modelos murinos, la deficiencia de NR2F6
se asocia con una maduracion incompleta de las células NK en tejidos periféricos, lo que
pone de manifiesto su funcion reguladora en la homeostasis del compartimento NK (Woelk
et al., 2025b). Por otro lado, Fox1 funciona como un regulador negativo de la respuesta
efectora, ya que su ausencia incrementa la citotoxicidad y la produccion de citocinas. Estos
hallazgos sugieren que Fox1 participa en el mantenimiento del equilibrio entre sefiales de
activacion e inhibicion durante la diferenciacion y maduracion de las células NK (Figura 5)

(Deng & Yu, 2015).
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FIGURAS5 DESARROLLO DE LAS CELULAS NK
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La maduracién de las células NK inicia a partir de células madre hematopoyéticas (HSCs) Lin-34+, que
se diferencian en progenitores CD45RA+. Posteriormente, adquieren la expresion de CD56 y progresan
hacia estados de maduracion definidos como CD56bright (inmunorreguladoras y productoras de citocinas)
y CD56dim (altamente citotdxicas), lo que refleja la transicion funcional hacia células NK maduras (Abel
etal., 2018).

2.4 Fenotipos de las células NK y sus funciones

En los humanos, los marcadores mas comunes y relevantes utilizados en citometria de flujo
para identificar células NK se basan en la expresion de marcadores de superficie CD56" y
CD16. A menudo se describen dos subconjuntos funcionales maduros principales:
CD56*Prid CD1674My CD56Y™ CD16*0M9M, as células CD56P9" CD16™ (que representan
el 5-10% de las células NK circulantes) son agranulares con baja actividad citotdxica, ya que
carecen de actividad de perforina, y se consideran principalmente productoras de citocinas y
quimiocinas, (Lenart et al., 2024; Venglar et al., 2022). Producen citocinas, particularmente

IFN-y en respuesta a la estimulacion con citocinas como IL-12, IL-15 e IL-18, aumentando
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su funcidn efectora (Foltz et al., 2023; van Eeden et al., 2020b). La mayoria (90%) de las
células NK humanas en la sangre periférica tienen una expresion de baja densidad de CD56"
(CD56%™) y expresan altos niveles de FcyReceptor HI (FcyRIII, CD16), un receptor que
reconoce la region constante Fc de anticuerpos lgG. Estas células NK CD56%™ son
citotoxicas y producen IFN-y tras la interaccion in vitro con células tumorales(Cooper, 2001;
Lanier, 1998). Las células NK expresan un amplio abanico de receptores, tanto activadores
como inhibidores, cuyo equilibrio decidira qué tipo de actividad ejerce ese linfocito. Los
receptores inhibidores, en las células NK, son a menudo del tipo NKG2A" o reaccionan con
los HLA de clase | (Beelen et al., 2023; Sivori et al., 2019) como los KIRs en humanos (Ver
Figura 6). Esto implica que, si una célula blanca presenta un alto nivel de expresién de HLA,
que podria suceder en un proceso de transmision viral, esa célula no sera lisada por la célula
NK. Por otro lado, si la familia de “Leucocyte Ig-Like recpetors” (LILRS) ha sido alterada
de algin modo por un virus, el receptor activador NKG2D reaccionara con los MIC (MHC
class | chain—related molecules) y algunas ULBP (UL16-binding protein) que provocan el

estrés (Mariuzza et al., 2025; Parry et al., 2016).
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FIGURA6 EXPRESION DE MARCADORES EN LAS CELULAS NK
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El subconjunto de células NK CD56~ se expande en infecciones cronicas (VIH, VHC, EBV, CMV),
mostrando menor citotoxicidad por pérdida de receptores activadores (NKp30/NKp46) y aumento del
inhibidor KIR2DL2. En VIH, produce mas TGF-B, agravando la inmunosupresion. Su disfuncion favorece
la persistencia viral, siendo una diana terapéutica clave (Bjorgen et al., 2023).

El sistema de deteccion de células NK incluye una variedad de receptores de superficie
celular, tanto activadores como inhibidores, cuya interaccion regula la actividad celular. La
activacion de las células NK se produce a través de receptores como NKG2D*, DNAM-1",
CD94-NKG2C*, NKp46", entre otros. Esta activacion permite la secrecion de diversas
citocinas (Diefenbach et al., 2014; Quatrini et al., 2021a), incluyendo: Interferén-y (IFN-y),
Factor de necrosis tumoral-o. (TNF-a), Factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrdfagos (GM-CSF), Quimiocinas: CCL1, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 y CXCLS. Estas
citocinas pueden modular la funcion de otras células inmunes, tanto innatas como
adaptativas. En conjunto, estas moléculas son cruciales para una respuesta inmune efectiva
y para el mantenimiento de la homeostasis en el organismo (Meager & Wadhwa, 2013). La

expresion de receptores clasicos en las células NK como el fenotipo CD56%™ CD16*, se ha
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observado en diversos estudios de pacientes que han logrado curarse de infecciones viricas,
que expresan una cantidad significativamente mayor de receptores, entre ellos los NKG2A™,
KIR2DL1", KIR2DL2/KIR2DL3" y KIR3DL1" (Lenart et al., 2024, Gonzalez, 2022).

Esta observacion sugiere que estos receptores juegan un papel crucial en la respuesta inmune
efectiva contra los virus, lo que podria tener importantes implicaciones para entender mejor
la inmunidad y el disefio de terapias futuras. La expresion de genes como el del receptor
activador KIR2DS4" se correlaciona con elevada respuesta de las células NK hacia SARS-
CoV-2, sugiriendo que marcadores especificos pueden influenciar en la efectividad de la
inmunidad mediada por las células NK(Graninger et al., 2024). En un estudio experimental
en primates, publicado por Balachandran et tal. 2024, indic6 que la deplecion de células NK
conduce a una mayor carga viral y dafio pulmonar; durante este hecho hubo un aumento
significativo de citocinas proinflamatorias en pulmones lo cual exacerbé la inflamacion
(Balachandran et al., 2024). La respuesta inmunitaria a la infeccion por SARS-CoV-2, en
particular la que afecta a las células asesinas naturales (NK), varia entre los diferentes grupos
de personas. Esta variabilidad es evidente en la activacion, la funcion y el fenotipo de las
células NK observadas en diferentes poblaciones y afecciones. Las células NK se activan
durante la infeccion por el SARS-CoV-2, pero su funcion puede verse comprometida en
casos graves, en los casos graves de COVID-19, muestran una mayor activacion, pero una
menor citotoxicidad celular dependiente de los anticuerpos (ADCC) debido a la pérdida del
receptor activador NKG2D en pacientes criticos(Fernandez-Soto et al., 2024). Los factores
ambientales, incluida la exposicion a patogenos y el estilo de vida, también influyen
significativamente en la variabilidad inmunologica (Brodin & Davis, 2017). Estos hallazgos

sugieren la importancia de los receptores en la regulacion y control de la compleja respuesta

39



inmune del organismo que existen entre los diferentes fenotipos de las células NK y su
desarrollo son de gran relevancia e interés para la comunidad cientifica. Junto a esto, la
asociacion que se presenta entre la duracion de las infecciones viricas y el mantenimiento,
asi como la adquisicion de los fenotipos de las células NK, se han convertido en un tema de
estudio reciente muy pertinente, el cual ha brindado importantes aportaciones que son
fundamentales para el desarrollo de nuevos modelos determinantes que puedan explicar de
manera efectiva la respuesta eficaz frente a infecciones viricas. Los mecanismos moleculares
de activacion e inhibicion comparten una caracteristica fundamental: ligar o unir los ligandos
de receptor sobre las células infectadas y tumorales en a las células NK. Los ligandos de
receptor que activan a las células se han denominado ligando de receptor activadores; por
otro lado, los ligandos de receptor que inactivan a las células se han denominado ligandos de
receptor inhibidor (Kwon et al., 2017). Comprender estos mecanismos de regulacion y
expresion de los ligandos-receptores, es crucial para el desarrollo de nuevas terapias basadas
en células NK.

Interaccion Ligando-Receptor: Las células NK poseen una variedad de receptores
activadores e inhibidores que regulan su actividad. Los ligandos pueden ser reguladores que
actan sobre varios cuando se combinan con un co-regulador a nivel de un receptor
determinado permitiendo el reconocimiento simultaneo de dos ligandos sobre un mismo
receptor. La estructura de los complejos de ligando receptor, como el KIR/HLA y
NKG2D/ligandos, es fundamental para entender entender las actividades regulatorias de las
células NK (Finton & Strong, 2012). Los receptores activadores, como NKG2D*, reconocen
ligandos especificos en células estresadas o infectadas, desencadenando una respuesta

citotoxica. Por otro lado, los receptores inhibidores, como KIR, reconocen moléculas de
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MHC clase | en células normales, previniendo la destruccion de células sanas (Lenart et al.,
2024c). A continuacion, en la tabla 3 se presentan algunos de los marcadores para el estudio

de la poblacién células NK:

CuADRO 1 CATEGORIA Y MARCADORES DE SUPERFICIE DE LAS CELULAS

Categoria Marcadores de Superficie Mecanismos

CD69*: Proliferacidn de linfocitos; transmisién

de sefiales en células NK y plaquetas.(Moretta

etal., 1991)

Activacion CD6S". CD25* CD25": Subunidad B del receptor de IL-2, que
participa en la endocitosis mediada por el

receptor y en la transduccion de sefales

mitogénicas de la IL-2 (Rudnicka et al., 2015)

PD-1*: es un receptor inhibidor expresado en
células inmunitarias, como linfocitos T, células
Inhibidor PD-1+ NK y algunas células B. Su funcion principal es
regular negativamente la respuesta inmunitaria
para evitar dafio tisular excesivo 'y
autoinmunidad.(Moebius et al., 2020)

CD56 (NCAM) esta involucrado en la adhesién

celular y también se menciona en el contexto de
la plasticidad neuronal(Martinez et al., 2023)

Receptores CD16*: marcador mediador para proliferacién
activadores CD56*, CD16%, CD314* (NKG2D) | Y citotoxicidad(Grier et al., 2012)

CD314": receptor para el reconocimiento de las
moléculas de HLA-E de CHM de clase I(Prinz
et al., 2020)

CCR7*: marcador de funcién de adhesion(De
Colvenaer et al., 2011)

CD45RA": puede ayudar a identificar distintos
estadios de activacion y diferenciacion
Memoria CCRY (CD197), CD45RA, CD27 | celular(Braakman et al., 1990)

CD27*: marcador que juega un rol de
activacion y respuesta de células NK(De
Colvenaer et al., 2011)
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CD3 : no expresa CD3 en su superficie. El
contexto de células NK son tipicamente CD3"y
CD56* (Moingeon et al, 1990)

CD8": en células NK puede estar asociada con
Identificacion CD3", CD8*, CD14* su capacidad citotdxica, pero se expresa
mayormente en células NK (Vargas-
Inchaustegui et al., 2011)

CD14*: Marcador de células mononucleares,
especialmente macréfagos y monocitos(Devitt
et al., 1998)

CD38*: expresion de CD38* puede indicar su
estado de activacién y funcion(Gars et al.,
Proliferacion CD38*, CD127* 2018)

CD127*: puede ayudar a identificar
subpoblaciones de células NK con diferentes
capacidades funcionales(Sathe et al., 2017).
CD95*: puede participar en la limitacion de la
Inmunoregulacion CD95"(Fas) respuesta inmune al inducir la apoptosis
después de la activacion(Lavrik, 2011).

La regulacion de la funcion de las células NK estd gobernada por un equilibrio entre
los receptores activadores e inhibidores. Los receptores activadores, como NKp46* y
NKG2D* (Prinz et al., 2020), reconocen los ligandos inducidos por el estrés en las
células diana, lo que desencadena respuestas citotoxicas. Los receptores inhibidores,
incluidos los KIR* y los NKG2A*, reconocen las moléculas del MHC clase I, lo que

previene la autoinmunidad.

Durante la infeccién por COVID-19, los receptores activadores como NKG2D* y DNAM-1
(CD226") son fundamentales para la respuesta inmunitaria innata, ya que promueven la
activacion de las células NK frente a células infectadas por SARS-CoV-2. NKG2D reconoce
ligandos inducidos por estrés en células infectadas (Fernandez-Messina et al., 2012;
Imsirovi¢ et al., 2023; Lanier, 2015), mientras que DNAM-1 interactia con CD112" y

CD155" (Shibuya & Shibuya, 2021), que pueden ser modulados por el virus, favoreciendo o
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limitando la respuesta citotoxica. Sin embargo, el virus puede alterar la expresion de estos
ligandos para evadir la eliminacion por células NK, contribuyendo asi a su persistencia y
propagacion. En contraste, los receptores inhibidores como KIR2DL1*, NKG2A*, LILRB4"
(H. N. Lee et al., 2022) y CD161" tienden a estar regulados al alza durante la infeccién por
SARS-CoV-2 (G. Lee et al., 2023), lo que reduce la eficacia citotdxica de las células NK y
facilita la evasion inmunoldgica viral. En particular, CD161" en monocitos CD16" se ha
relacionado con respuestas inflamatorias exacerbadas, lo que sugiere que el desequilibrio
entre sefiales activadoras e inhibidoras contribuye tanto a la gravedad de la enfermedad como

a las alteraciones inmunopatoldgicas caracteristicas del COVID-109.

Esta desregulacion se ha asociado con una menor eliminacién viral, mayor inflamacion

sistémica y peor prondstico clinico.

2.5 Interaccion con otras células del sistema Inmunolégico

Las células NK han evolucionado para reconocer células infectadas y neoplasicas a través de
sus receptores activadores e inhibidores. Sin embargo, esta capacidad por si sola no es
suficiente para eliminar un patégeno o una célula cancerosa; requieren el apoyo de otros
elementos de la respuesta inmune innata y adaptativa. Los principales componentes que
interacttan con las células NK, incluyendo células presentadoras de antigenos, células T, asi
como su interaccion con citocinas, quimioquinas y macrofagos (Kyrysyuk & Wucherpfennig,

2025).
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FIGURA 7 CELULAS NK, CITOCINAS Y OTROS GRUPOS DE CELULAS
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Las células NK secretan citocinas, entre las que se incluye el interferon-y (IFN-y), el cual puede
activar macrofagos de forma independiente de la respuesta T y favorecer una respuesta Th1l. Ademas,
la interaccion con células dendriticas (DC) conlleva la activacién reciproca de ambas células. Las
DC, al detectar microorganismos, producen interleucina 2 (IL-2) y otras citocinas, siendo la I1L-2
crucial para activar las células NK; este proceso tiene lugar antes de que se inicie la respuesta T. (P.
Roda-Navarro y E. Fernandez-Ruiz. Células naturales killer. Concepto. Mecanismos de activacion.
Capacidades funcionales. Mecanismos de citotoxicidad Medicine 2005; 9(33): 2174-2180).

2.6 Citometria de Flujo

La citometria de flujo constituye una herramienta de gran precision para el estudio de células
en suspension, entre ellas las células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Esta
técnica posibilita la evaluacion simultanea de diversos parametros celulares, incluyendo tanto
marcadores de superficie como proteinas intracelulares, lo que permite identificar con detalle
las distintas poblaciones del sistema inmunitario. Gracias a este abordaje, es factible
diferenciar dentro de las PBMC subpoblaciones como las células NK, ademas de analizar sus
fenotipos particulares y los estados de activacion o maduracion que presentan. La citometria
de flujo es una técnica que permite analizar de forma simultanea maultiples parametros

celulares en poblaciones heterogéneas. En este estudio, los linfocitos NK seran evaluados
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mediante paneles de marcadores especificos dirigidos a proteinas de superficie, lo que
permitird distinguir las diferentes subpoblaciones y estados de activacion en pacientes con
infeccion por COVID-19. El principio de la técnica se basa en la interaccion de un haz de luz
laser con cada célula en suspension. La dispersion frontal (FSC, forward scatter) se utiliza
para estimar el tamafio celular, mientras que la dispersion lateral (SSC, side scatter) refleja
la complejidad interna o granularidad (Figura 8). A partir de estos parametros iniciales, se
establece la caracterizacion de las distintas poblaciones presentes en las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC), lo que proporciona la base para un analisis mas

detallado de los subtipos NK y su papel en la respuesta inmunologica.

FIGURA8 CELULAS POLIMORFONUCLEARES EN SANGRE PERIFERICA (PBMC)
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Leucocitos de sangre periférica de acuerdo con su tamafio y granularidad (Pérez Romero
Rodriguez., 2018).

Un citémetro de flujo se encuentra compuesto por tres principales sistemas, el de fluidos, el

optico, y el electrénico (Figura 9). El sistema de fluidos, su principal funcién es alinear y
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transportar a las células dentro de una camara de flujo hacia el haz de luz; por tanto, es
necesario que la muestra se encuentre suspendida en un fluido (Pérez Romero Rodriguez.,
2018). Para lograrlo, se aplica una propiedad hidrodinamica, que consiste en la inyeccion de
la muestra en el centro de una corriente de fluido envolvente, el cual puede ser agua o un
buffer de fosfatos. Lo anterior se logra porque la presion de la muestra es mayor que la
presion del liquido envolvente. Gracias a este sistema, las células pueden ser alineadas en
“fila india”, y de esta manera se asegura que el haz de luz incida sobre una célula a la vez

(Pérez Romero Rodriguez., 2018).

FIGURA9 CITOMETRIA DE FLUJO
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La muestra de células pasa por un sistema de fluidos donde es interceptada por un laser de excitacion.
La luz dispersada y la fluorescencia emitida son captadas por filtros Opticos y detectores (FL1, FL2,
FL3 para fluorescencia; FSC y SSC para dispersion frontal y lateral). Estas sefiales se amplifican, se
convierten de analdgicas a digitales y se envian al ordenador para su analisis(Shapiro, 2003).

Sistema Optico: estd compuesto por laseres y filtros, que se encargan de iluminar a las células y
dirigir las sefiales resultantes hacia los detectores apropiados. Las células, al ser incididas por el l&ser,

tendrén la capacidad de dispersar la luz de acuerdo con su tamafio y su granularidad. En caso de que
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la luz se disperse frontalmente, se obtendra un parametro denominado FSC (forward scatter), que

indica el tamafio de la célula (Arbini, 2005; Shapiro, 2003).

FIGURA 10 INCIDENCIA DEL LASER MUESTRA EL TAMANO Y COMPLEJIDAD CELULAR
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Representacion de la union de Ac a fluorocromos en la célula de interés, para la deteccion de
molécula de interés por fluorescencia.

El sistema electrénico, la sefial luminosa (Fluorescencia) que es generada cual el haz de luz
incide en la célula de interés, esta se traducira en sefiales electrénicas. El sistema de sensores
(fotodiodos y fotomultiplicadores) tienen la finalidad de convertir los fotones en electrones
y éstos, a su vez, en corriente eléctrica que es recibida por la computadora y traducida en

graficos e histogramas (Figura 11) (Marti, 2001).

47



FIGURA11 HISTOGRAMAY DOT PLOT
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En la imagen A se representa la intensidad de fluorescencia que es directamente proporcional a la
cantidad de antigeno presente. En la imagen B, el diagrama de puntos (DotPlot), representa
simultaneamente los dos pardmetros (Campoverde Céardenas et al., 2019).
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Capitulo 3. Metodologia
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3.1 Diseno

Estudio analitico exploratorio de datos secundarios de los Estudios EC-CNBI-2020-05-65
en la que ampliara el punto 7.2 del protocolo. Adicionalmente, con apoyo de otros protocolos
de estudios aprobados previamente: EC-CNBI-2020-03-42, EC-CNBI-2020-04-48

relacionados al analisis de PBMC en la respuesta de células NK en la inmunidad temprana.

3.2 Poblacién de estudio

Todos los pacientes hospitalizados con diagnéstico positivo por COVID-19 del Hospital
Santo Tomas, de Caja de Seguro Social (Complejo Hospitalario Doctor Arnulfo Arias
Madrid y Hospital COVID-Ciudad de la Salud-Caja de Seguro Social) en ciudad de Panama.

Protocolo de Investigacion EC-CNBI-2020-05-65 del estudio COVID-19-281.

3.3 Calculo de Muestra

Basado en la prevalencia de infeccion por COVID-19 en Panama se estim6 un 20%, cuya
variacion estuvo entre 16.9% a 34.1% reportado por ICGES de las investigaciones realizadas
entre el 30 de noviembre y 4 de diciembre 2020. La n estimada fue de 222 muestras de PBMC

anonimizadas.

3.4 Procedimientos

El presente estudio corresponde a un analisis secundario realizado sobre una cohorte
previamente definida de pacientes hospitalizados con infeccion confirmada por SARS-CoV-
2. La cohorte original se establecié con base en criterios de inclusion que consideraron

adultos mayores de 18 afios con diagnéstico confirmado y necesidad de hospitalizacion,
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mientras que se excluyeron sujetos con inmunodeficiencias conocidas, antecedentes de
terapia inmunosupresora, neoplasias hematoldgicas activas o ausencia de consentimiento
informado. De estos pacientes se recolectaron de datos clinicos y demograficos,
comorbilidades relevantes (hipertension, diabetes, enfermedad cardiovascular y obesidad) y
pardmetros de laboratorio. A partir de esta informacion, se llevo a cabo la caracterizacion del
perfil de citocinas y la inmunofenotipificacion de células NK, con el fin de explorar su

asociacion con la gravedad clinica y los desenlaces de la enfermedad.

3.4.1 Fase 1- Recoleccidn de muestras de sangre de pacientes infectados por COVID-19 y

Hospitalizados. EC-CNBI-2020-05-65 del estudio COVID-19 281.

Criterios para seleccion de pacientes:

CUADRO 2 CRITERIOS PARA SELECCION DE PACIENTES

Inclusion Exclusion
Pacientes mayores de 18 afios Paciente menor de 18 afios
Hospitalizados con Diagndstico positivo por Paciente que no pueda otorgar su
COVID-19 consentimiento informado.

Aceptacion de estudio por parte del paciente | Paciente con inmunosupresion, cancer o con
a través de su consentimiento firmado, para terapia inmunosupresora.

todo procedimiento.

Pacientes hospitalizados con informacién
clinica suficiente para ser clasificados en

severos y no severos (moderados)

Pacientes con méas de 1 milldn de células

PBMC congeladas por vial
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3.4.2 Fase 2- Procesamiento de PBMC-Ver anexo protocolo extraccion de PBMC utilizando

tubos CPT.

20

~
1. o 2.

PBMC Layer

Pasos: 1. Obtencion de muestra sanguinea, 2. centrifugacion segun protocolo, 3. Congelacion
dePBMC, previo conteo celular. El conteo celular se realizd para determinar el volumen de

células x 10% anotados en una Bitacora.

En la fase de congelacion las muestras de PBMC fueron resguardadas en tanque de nitrégeno

liquido de -80 C para su posterior descongelacion, procesamiento y andlisis por Citometria.

Criopreservacion: 50%
suero Fetal Bovina, 40% X Hasta 72 horas en congelador de
RPMI 1640 y 10% de S T . -80 C, luego pasar a Tanque con
DMSO o Nitrogeno Liquido
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3.5 Medicién de Citocinas

La seleccion de muestras de suero se hizo por conveniencia, para evaluar en dos momentos
los niveles de citocinas de los pacientes hospitalizados. En las muestras de suero fueron
inicialmente almacenadas en congeladores de -80C para luego ser procesadas para monitoreo
inmunoldgico citocinas. Se implementd un panel de monitoreo inmunitario humano
ProcartaPlex para MAGPIX 65plex es un kit (2-8 C) de inmunoensayo multiplex
preconfigurado que mide 65 citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento con un volumen
de suero de 25uL, mediante la tecnologia Luminex xMAP, Equipo ubicado en el ICGES (Ver

Figura 12).

FIGURA 12 ANALISIS DE CITOCINAS

Esquema de Inmunoensayo A: Muestra las concentraciones de antigenos estandar para calibrar el
ensayo. B: Representa una microesfera (bead) recubierta de anticuerpos. C: llustra la adicion
de citocinas (de la muestra) al pocillo del plato, donde interactuaran con los anticuerpos. D: Muestra
el enlace de los anticuerpos en la microesfera con las citocinas de la muestra. E: Esquematiza
la citometria de flujo: las microesferas pasan por un laser (rojo/verde) y son detectadas por dos
sensores, midiendo la unién de anticuerpos-antigeno.

53



3.6 Citometria de flujo

Se examino la expresion de antigenos de las células NK al combinar diferentes anticuerpos
monoclonales especificos conjugados con fluorocromos seleccionados previamente para
mejor identificacion de las proteinas (marcadores), en un panel multicolor. Se pudo medir
varios parametros simultaneos relacionados con la activacion y la inhibicion.

Marcadores de superficie estudiados para la poblacién general de linfocitos (Panel 1): CD95,
CD197* (CCRY7), CD 183" (CXCR3), CD45RA", CD8*, CD20", CD3*, CD38*, CD56", PD-
1*, CD57*, CD14*, CD303*, CD16*, CD69*, CD25", CD4", CD127*, CD314", CD19",

CD27*, CD45".
3.6.1 Caracteristicas del Citometro para la adquisicion de muestras

1. Elanalizador de células Cytek Northern Lights™, que permite detectar el espectro de
luz casi completo, proporciona resultados altamente precisos en el conteo celular y la
evaluacion de viabilidad de las muestras en estudio, asi como una deteccion detallada
de poblaciones celulares que podrian ser dificiles de identificar con sistemas de
citometria convencionales.

2. Estaequipado con tres laseres, 38 canales de deteccidn de fluorescencia y tres canales
de dispersion (laser azul FSC, laser azul SSC y laser violeta SSC) para adquisicion
de datos multiparamétricos de alta resolucion.

3. Los conjuntos de detectores semiconductores APD (Fotodiodos de Avalancha)
exclusivos de alta sensibilidad estdn dotadas de hasta 16 canales por laser para
capturar los espectros de emision de colorantes que emiten en el intervalo de

longitudes de onda de 365 a 829 nm.
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4. De acuerdo con los tres laseres fundamentales: 405 nm (violeta), 488 nm (azul) y 640
nm (rojo). Cada fluorocromo es mostrado con su canal de deteccion, nombre
especifico y longitud de onda de emision maxima. Esta informacién es vital para la
adecuada formacion de paneles de colores variados, posibilitando una seleccién
estratégica de fluorocromos que reduzcan el solapamiento espectral y potencien la

resolucion de subpoblaciones celulares (Ver figura 13).

FIGURA 13 LASERES FUNDAMENTALES
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La tabla organiza los fluorocromos por laser, detector y canal (violeta, azul, rojo), facilitando su
seleccidn en paneles multicolor.

3.7 Gatting Stategy propuesto
El panel utilizado de 24 colores fue especificamente disefiado para la identificacion precisa
de subpoblaciones celulares en sangre periférica humana, como linfocitos T/NK, monocitos
y granulocitos. El analisis por citometria de flujo se llevod a cabo siguiendo una estrategia
secuencial de exclusion e inclusion de poblaciones celulares (Figura 15). En primer lugar, se
seleccionaron las células totales con base en sus caracteristicas fisicas de tamafio y
granularidad mediante la dispersion frontal (FSC-A) y lateral (SSC-A), excluyendo restos
celulares y ruido. Posteriormente, se aplicaron controles de doblete tanto en FSC-H vs FSC-
A como en SSC-H vs SSC-A, con el fin de restringir el analisis Unicamente a células
singletes. A continuacion, se realizo la discriminacion de viabilidad utilizando un marcador
de exclusidn, reteniendo Unicamente las células vivas. Una vez establecida la poblacion de
interés, se seleccionaron los leucocitos a través de la expresion de CD45". Dentro de esta
fraccion, se diferenciaron las células T (CD3") de las células no T (CD3).
El disefio del panel 1 contempla la identificacion precisa de linajes celulares: las células NK
con CD3 permitiendo posteriormente diferenciar y descartar subpoblaciones CD3" con
marcadores CD14* y CD19" que corresponden a los monocitos y las células B,
respectivamente. El andlisis posterior se centrd en la poblacion CD3", de la cual se
identificaron las células NK definidas como CD56"CD3". Finalmente, dentro de las células
NK se distinguieron las subpoblaciones clasicamente descritas:

e CD56"™9MCD167, asociadas a funciones inmunorreguladoras y produccion de

citoquinas,

e CD569MCD16*, caracterizadas por un perfil predominantemente citotoxico.
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El andlisis posterior se basa con la identificacion CD3/CD567/CD16", de diferentes

poblaciones de células NK, segun la expresion de los marcadores que no definen linaje como

marcadores de activacion, maduracién, etc. Para asegurar la calidad y fiabilidad de los

resultados el analisis implicd una serie de pasos fundamentales. A continuacion, se describen

brevemente los principales conceptos:

1.

Normalizacion: Se eliminaron los efectos de lote y variaciones en la sefial que pueden
surgir debido a diferencias técnicas en el proceso o ambientales. Se utilizd: perlas de
referencias y controles internos para estandarizar finalmente los datos entre las
distintas muestras.

Data QC (Control de calidad): revision de los datos en busca de ruido, fluctuaciones
de sefial y posibles artefactos. Se realizan controles especificos para identificar
anomalias, evaluar la compensacion correcta de los parametros espectrales y asegurar
la consistencia entre las muestras.

Anotacidn: consiste en asignar metadatos relevantes a cada muestra. Estos metadatos
pueden incluir grupos de tratamiento, caracteristicas clinicas, condiciones
experimentales o cualquier otra informacion relevante que ayude a contextualizar los
datos.

Concatenacion: permite integrar datos de maltiples fuentes y momentos temporales
en una matriz coherente para el analisis estadistico y visualizacion.

UMAP: facilita la identificacion de patrones emergentes dentro del repertorio de las
células NK, otorgando un marco visual y cuantificable para el mapeo de su

heterogeneidad funcional.
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6. Clustering: Se refiere al uso de algoritmos computacionales, FlowSOM, para
identificar grupos de células que comparten patrones similares de expresion de
marcadores o caracteristicas funcionales dentro de grandes conjuntos de datos. Estos
métodos permiten que el analisis deje de depender exclusivamente de la experiencia
0 el sesgo humano, detectando poblaciones celulares presentes incluso en baja
frecuencia que podrian pasar desapercibidas mediante técnicas tradicionales.

7. Fenotipo: asigna etiqueta de tipo celular a los clusteres identificados, basado en
marcadores de superficie y caracteristicas funcionales.

Analisis: Evalla diferencias en la abundancia o expresion de marcadores entre condiciones

experimentales.

Procedimiento para el Analisis de poblacion celular

El anélisis de las poblaciones celulares se realizé siguiendo un enfoque de citometria de flujo
de alta dimensidn, orientado a caracterizar con mayor precision la heterogeneidad de las
células inmunes. En primer lugar, los datos fueron sometidos a procesos de normalizacién y
control de calidad (QC) para garantizar la comparabilidad entre muestras. Posteriormente, se
llevo a cabo la anotacion y concatenacion de archivos, lo que permitio integrar maltiples
adquisiciones en un solo marco de andlisis. Con el fin de explorar la estructura global de los
datos, se aplicaron algoritmos de reduccion de dimensionalidad (UMAP), que facilitan la
representacion grafica de subpoblaciones celulares en espacios bidimensionales.
Posteriormente, se utilizaron herramientas de clustering no supervisado (FlowSOM) para
agrupar células con perfiles fenotipicos similares y, de este modo, identificar poblaciones
relevantes. Las subpoblaciones obtenidas se sometieron a fenotipado, empleando la

expresion diferencial de marcadores de superficie y funcionales, seguido de analisis
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comparativos entre grupos de pacientes de distinta severidad. Finalmente, los resultados se
resumieron mediante mapas de calor y graficos de caja y bigotes, que permiten visualizar
patrones de activacion o supresion en las células NK y otras poblaciones inmunes dentro de

las PBMC.

3.8 Analisis estadistico

Anélisis estadistico descriptivo para MFI

La expresion relativa de los distintos marcadores de superficie y funcionales en las células
NK se evalu6 mediante la intensidad media de fluorescencia (MFI, Mean Fluorescence
Intensity), calculada a partir de las sefiales registradas en cada subpoblacion. La MFI se
utiliz6 como pardmetro comparativo entre las distintas condiciones clinicas (pacientes
moderados vs. severos) y entre subtipos celulares definidos por los algoritmos de clustering.
Los valores de MFI se representaron graficamente mediante diagramas de caja y bigotes, lo
que permitio resumir la mediana, rango intercuartilico y valores extremos de cada marcador,
facilitando la comparacion visual entre grupos. Software usado; Excel y FlowJo del Equipo

de Citometria.
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Capitulo 4. Resultados

61



4.1 Caracterizacion del fenotipo de las células NK para tener una
descripcion general de la poblacion de linfocitos NK implicados en la
respuesta temprana a la infeccion de los pacientes hospitalizados.

Las células NK (Natural Killer) constituyen una subpoblacién fundamental dentro del
sistema inmunolégico innato, reconocidas por su capacidad para eliminar células infectadas
o transformadas sin la necesidad de sensibilizacion previa(Lanier, 2016; Vivier et al., 2014).
Los graficos UMAP revel6 una clara segregacion de las subpoblaciones de células
NK basada en la expresion de CD16" y CD56, con patrones espaciales y de intensidad que

reflejan su diversidad funcional (Figura 15).
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a-Distribucion UMAP de Poblacidn total de células NK con expresion de CD16*CD56*, donde cada
color muestra un cluster definido segun la expresion de los 14 marcadores analizados (CD183*,
CD95*, CD45RA", CD127*, CD69*, CD314*, CD27*, CD38", CD57*, CD25*, CD197*, CD279*,
CD56*, CD16"), b-posterior evaluacion de intensidad de expresion de CD56* y c-segregacion en
células NK 9™y d-células NK bright,
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Los resultados obtenidos exponen que las células NK CD16*CD56" no representan una
poblacion uniforme, sino que se subdividen en numerosas agrupaciones que se distinguen
por variados patrones de expresion de receptores de activacion, maduracion, migracion y
regulacion inmunoldgica. La utilizacion de UMAP junto con mapas de expresion de
marcadores posibilita la visualizacion del modo en que estas subpoblaciones se reparten en
un espacio multidimensional, lo cual sugiere roles funcionales distintos dentro de la respuesta

inmunitaria (Figura 16 y 17).

FIGURA 16 POBLACION DE CELULAS NK
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Descripcion: a- EI mapa UMAP sefiala cada punto de una célula NK CD16*CD56*, manifestando colores
con distintas intensidades en las células, desde azul (baja densidad) hasta rojo (alta densidad), sefialando
heterogeneidad fenotipica y de densidad dentro de la poblacién NK. b- Se defini6 por color los 15 clUsteres
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basados en el algoritmo FlowSom (Figura 18). Cada color representa un subgrupo celular con un perfil de
marcadores distintos, permitiendo la identificacion de poblaciones funcionales o en estado de
diferenciacién. C-Cada recuadro muestra la intensidad de fluorescencia de 13 marcadores especificos
(indicado en la parte de arriba del recuadro), con un codigo de colores (baja a alta expresion codificada
del azul hacia verde, amarillo, naranja y rojo).

La concatenacion de la poblacion total de células NK CD16"CD56" en un solo data set,
permitié que algoritmos como FlowSom pudiese identificar poblaciones basadas en la
expresion conjunta de maltiples marcadores: segun la expresion de los 14 biomarcadores

analizados en las células NK, se separaron las células en 15 clisteres.

FIGURA 17 CONCATENACION DE TODAS LAS CELULAS NK
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La tabla refleja los clusteres resultantes y el tamafio relativo de cada uno en el dataset concatenado. El celeste
corresponde a la poblacién total de NK que comprende todos los clusteres. FlowSOM de NK cel total:
CD16*CD56*

La presencia de 15 clusteres sugiere que la poblacién total de células NK es diversa, con
subpoblaciones que expresan distintos patrones y niveles de marcadores. La identificacién
precisa de estos clusteres mediante herramientas como UMAP y FlowSOM permitio
comprender mejor el repertorio inmunoldégico de personas hospitalizadas, ya que algunas
subpoblaciones podrian ser responsables de una respuesta antiviral mas eficiente, mientras
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gue otras podrian estar involucradas en la regulacion o incluso en la disfuncién inmunol6gica
observada en casos severos de COVID-19. Asi, el estudio detallado de estos clUsteres no solo
aporta informacion sobre la complejidad de la respuesta inmunitaria innata, sino que también
puede guiar el disefio de estrategias terapéuticas dirigidas a potenciar los subtipos celulares
mas efectivos en el control de la infeccion. Por esta razon, el analisis de las células NK en el
grupo de pacientes hospitalizados se completa por una comparacion entre el perfil de los
pacientes moderados y el de los pacientes severos para identificar los clisteres de
subpoblaciones de células NK que varian entre estos dos subgrupos clasificados por la

severidad de la enfermedad por COVID-109.

El mapa de calor de clusters generado mediante FlowSOM permite visualizar los niveles de
expresion de diversos marcadores en las poblaciones de células NK CD167/CD56". Cada fila
representd un cluster celular identificado de manera no supervisada, mientras que las
columnas muestran la intensidad relativa de marcadores relevantes para activacion,
maduracion e inhibicién (ej. CD57", CD25", CD314*/NKG2D, CD95"). Los gradientes de
color indican la variacion en la intensidad media de fluorescencia (MFI), desde baja (azul)

hasta alta (rojo) de cada uno de los marcadores en cada cluster (Figura 18).
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FIGURA 18 CONCATENACION DE TODAS LAS CELULAS NK

Cluster Heatmap Table - FlowSOM TotalNKcellsCD16+.CD56+.D7WI - Total NK cells CD16+,CD56+

Expression Levels Total NK cells CD16+,CD36+
+

Cluster

CD157 (CCR7) | (D38 | (D36 | (D278 (PD-1) | D57 ‘ (D69 | (D25 | CD183 (CXCR3) | CD127 (IL-7Ra) | CD314 (NKG2D) | (D35 (FAS) ‘ D7 *Moderate *Severe

Grupos de células que comparten patrones similares de expresioén de marcadores agrupadas en
claster mediante FlowSOM.

4.1.1 Marcador CD25"

En el analisis UMAP de las células NK CD16"CD56%, cada punto corresponde a una célula
individual y la escala de color indica la intensidad de expresién de CD25". En este caso se
evidencia una expresion baja por la predominancia de verde, sin embargo, un grupo pequefio
de células NK tienen una alta expresion de CD25" a su superficie (marcadas en rojo) (Figura
20, estas corresponden a las células NK CD56""9", El CD25* (IL-2Ra) forma parte del
receptor de alta afinidad para IL-2 junto con CD122* (IL-2RpB) y CD132", siendo esencial
para la respuesta proliferativa y funcional de las NK frente a IL-2. La baja expresion de
CD25" observada sugiere una capacidad limitada de respuesta a IL-2 y de expansion clonal

en la mayoria de las células NK, fundamentales en la inmunidad antiviral y antitumoral.



FIGURA 19 INTENSIDAD DE EXPRESION DE CD25
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Intensidad de expresion de CD25" (IL-2Ra) en las células NK totales seglin el codigo de colores, en
el cual el color rojo indica alta intensidad y el azul baja intensidad.

La expresion del marcador CD25* (IL-2Ra) en células NK CD16*CD56%™, actlia como
cofactor de crecimiento y migracion. Segun su intensidad, tuvo un nivel de aparicion en las
células NK de pacientes COVID-19 hospitalizado, de intensidad intermedia, con pocos
puntos de intensidad elevada (Figura 20). Por la frecuencia observada mayormente de
intensidad intermedia, podria decir que es una poblacion que mantiene una capacidad
moderada de respuesta a IL-2. Células NK CD16°CD56™" son menos homogéneas,
observando que un grupo con una expresion baja de CD25" (azul) y un grupo con mayor
cantidad de receptores (naranja, rojo) (Figura 19), confirmando lo observado en la poblacién
general de NK (Figura 20). El alto nivel de expresion de CD25" en estas células, indica mayor
capacidad de respuesta a IL-2 y de proliferacion, sugiriendo que son las células menos

maduras.
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FIGURA20 CONCATENACION DE TODAS LAS CELULAS NK
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Subpoblaciones de células NK CD16*CD56 9™ (izquierda) y CD16-CD56+bright (derecha) centrado en la
intensidad de expresion del marcador CD25.

4.1.2 Marcador CD38"

La expresion de CD38" en células NK se ha vinculado a la activacion, la induccién de
actividad citotdxica y la secrecion de IFN-y. Se ha demostrado que CD38" controla estos
procesos celulares mediante su actividad receptora, una funcion que depende de su asociacion

lateral con CD16" (Figura 21).
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FIGURA21 COMPARACION DE CELULAS NK CD16+CD56+CD38+
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La expresion de CD38* en células NK esta estrechamente vinculada a su activacion, diferenciacion
y funcionalidad efectora.

El marcador CD38*, un indicador clave de activacion celular y metabolismo, revelé distintos
patrones de expresion entre las subpoblaciones de células NK analizadas mediante UMAP.
Las células NK en estado de reposo o con caracteristicas de memoria tipicamente presentan
bajos niveles de CD38". A pesar de los anterior, cuando estas células se activan o entran en
proliferacion al ser estimuladas por citocinas como IL-2 o IL-15, incrementan
significativamente su expresion de CD38". Al analizar los patrones de distribucion en el
UMAP, probablemente correspondan a células NK en estado efector, y de manera interesante
las células CD38" se encuentran entre diferentes clusteres de las células NK CD56™. Estas
células activadas despliegan toda su capacidad citotoxica y productora de citocinas. Las
células con baja o nula expresion de CD38*" dentro de estas mismas regiones densas
probablemente representen un fenotipo méas regulador o en estado de reposo. Estas células
mantienen una actividad citotoxica reducida, posiblemente funcionando como reservorio o

participando en funciones inmunorreguladoras.
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FIGURA22 COMPARACION DE CELULAS NK CD16* CD56 DIM
VS BRIGHT CD38

CD16+, CD56+bright

CD16+, CD56+dim

UMAP.2.CD16+ CD56 +bright.PY8Q

-7.40

URAP.2.CD16+.CD56 +dim.OFBX

-106

T

R ‘ 18 113 ‘ 964
UMAP.1.CD16+.CD56+dim.OFBX UMAP,1.CD16+,CD56+bright PYSQ

La expresidon de CD38 en células NK se ha vinculado a la activacién, la induccién de actividad
citotoxica y la secrecion de IFN-y. Se ha demostrado que CD38 controla estos procesos celulares
mediante su actividad receptorial, una funcién que depende de su asociacion lateral con CD16.
Subpoblaciones NK dim con CD38 elevado, pueden ser células activadas (respuesta a 1L-2)
o con metabolismo acelerado (regulacion de NAD+ para citotoxicidad). Las células CD56™
tienen una expresion heterogénea de CD38*, la mayoria tienen una expresion moderada alta,
con un subgrupo de expresion muy alta, mientras que el subgrupo con baja expresion es
pequefio (Figura 22). La expresion de CD38" sugiere una exposicion reciente a IL-15. En el
caso de las células NK CD56°9", la mayoria tiene una expresion moderada, lo que sugiere
interaccion con células dendriticas. Su respuesta inmune, esta asociado a la modulacién de

respuestas por adenosina cuya capacidad esta para influir en diversas funciones fisioldgicas

a través de su interaccion con receptores especificos.
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4.1.3 Marcador CD57*

Las celulas NK tiene una expresion heterogénea de CD57, que van desde la no expresion
(células menos maduras sin activacion previa) hasta una expresion muy alta (Figura 23). El
marcador CD57* es relevante ya que se asocia con las células NK madura o en estadios
avanzados de diferenciacion, lo que sugiere que las células con alta expresion de CD57*

podrian representar subpoblaciones especializadas en funciones efectoras.

La expresién de CD57" en células NK se ha vinculado a la activacion células altamente
diferenciadas, con menor capacidad proliferativa pero mayor actividad citotoxica (perforina,
granzimas). La expresion del marcador CD57* en células NK CD16*CD56 9™ manifiesta
una diferenciacion terminal / agotamiento funcional (exhausto). En el entorno del COVID-
19 agudo expresan CD57*, aumentan en su frecuencia, sobre todo en aquellos enfermos con
una condicion grave. Esta poblacion diferenciada en fase terminal, tienen una capacidad de
proliferacion restringida pero un estado de activacién alto es decir son células que ya no
proliferan, pero pueden mantener o incluso aumentar la citotoxicidad. En células NK CD16
CD56 9" |a ausencia de cluster rojos, refleja su rol no citotoxico (Figura 24); sin embargo,
un analisis mas detallado dentro de este grupo de NK, muestra que un subgrupo pequefio de
CD16™ CD56"" comienza a expresar CD57* a su superficie, tal vez las que estan en

diferenciacion hacia CD16"CD56 %M (Figura 24).
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FIGURA 23 COMPARACION DE CELULAS NK CD16* CD56* CD57*
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Analisis UMAP de células NK CD16*CD56*CD57* mostrando su distribucion
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FIGURA 24 COMPARACION DE CELULAS NK CD16" CD56 DIM VS BRIGHT CD57
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Subpoblaciones de células NK centrado en la expresion del marcador CD57*
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4.1.4 Marcador CD69"

CD69" es un marcador de activacion y representan células en estado activado con capacidad
tanto para secretar citocinas como IFN- y como para ejercer funciones citotoxicas frente a
células infectadas. La mayoria de las células NK no expresan o expresan niveles bajos e
intermedios de CD69", mostrando diferentes niveles de activacion (Figura 25). Los clUsteres
aislados con alta intensidad de expresién de CD69" (rojas) podrian ser células con alta

afinidad por antigenos virales y ser las primeras en infiltrar tejidos infectados (ej.: pulmén).

FIGuRA 25 COMPARACION DE CELULAS NK CD16* CD56*CD69*
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Los clusters aislados podrian ser células con alta afinidad por antigenos virales. Las células NK
con alta CD69* (rojas) pueden ser las primeras en infiltrar tejidos infectados (ej.: pulman).

Este pequefio grupo de células con alta expresién del marcador CD69* son todas células NK
CD16*CD56%™ (Figura 25), y probablemente representan NK citotoxicas activadas

tempranamente, probablemente en respuesta a contacto directo con células infectadas por
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SARS-CoV-2. En etapas iniciales, estas celulas son criticas para controlar la replicacion viral.
En COVID-19 casos severos (Malengier-Devlies et al., 2022a), su activacion persistente
puede contribuir a dafio tisular. En la distribucion de la poblacion con expresion baja de
CD69 (color azul) refiere un perfil citotoxico disminuido. Células NK CD16°CD56 9" son
células recién activadas para producir citocinas (IFN-y, TNF-a) en ganglios linfaticos y su
migracion a tejidos inflamados se debe en respuesta a quimiocinas y por ende expresan

niveles intermedios de CD69 (Figura 26).

FIGURA 26
COMPARACION DE CELULAS NK CD16+ CD56+CD69+
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Las células CD56""9" (relacionadas a la produccion de citocinas) presentan una expresion mayor de
CD69 (tonos calidos), lo que indica un estado basal mas activo o dispuesto a reaccionar a estimulos.
En cambio, las células CD56%™ (citotoxicas) poseen niveles reducidos de CD69 (tonos frios), lo
cual podria indicar que requieren sefiales extras para su activacion.

4.1.5 Marcador CD95"

El marcador CD95" es un receptor que participa en la apoptosis; no obstante, también tiene
una funcion en la regulacion de la respuesta inmunitaria, ya que genera IFN-y al interactuar
con su ligando, el FasL. Las células NK tienen una expresion heterogénea, la mayoria con

una expresion intermedia a alta. La expresion de FasL se eleva en las células NK CD56™



(Figura 28), particularmente en subpoblaciones que han sido activadas por citocinas como
IL-2 0 IL-15. En las células NK CD56 bright, por el contrario, la expresion basal de FasL es
baja, y muy pocas tiene un nivel intermedio/alto de expresion (Figura 27); probablemente
puede ser un aumento en respuesta a IFN-y. Esto indica que existe un mecanismo de

regulacion diferencial entre estas subpoblaciones
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Distribucion Heterogénea de Células NK CD16*CD56* CD95* en UMAP

CD56%™, las células NK CD95* evidencian un estado de activacion cronica y pre-apoptotico
ante el estrés inflamatorio. En el COVID-19 agudo, su incremento se vincula con la exhausto
inmunoldgica en situaciones severas. Las NK CD56™"9" muestran una expresion de CD95
baja y homogénea (tonos verdes/azules), con focos aislados de alta expresion (rojos) que
indican subpoblaciones en funcionamiento (Figura 28). Desde el punto de vista funcional,
estas células CD95" pueden simbolizar: 1) una fase transitoria hacia la diferenciacion
CD56%™, 0 2) una reaccion a interferones de tipo | durante infecciones virales. Su escasa

expresion de CD95 las hace mas robustas ante la apoptosis, facilitindoles el mantenimiento
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de funciones reguladoras fundamentales como la generacion de IFN-y. Esta particularidad es

especialmente significativa en reacciones antivirales como la COVID-19.

FIGURA 28 COMPARACION DE CELULAS NK CD16*CD56*CD95*
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Comparacidn de la expresion del marcador CD95 (Fas) en células NK CD56%™ (izquierda)
y CD5619" (derecha) mediante analisis UMAP, mostrando diferencias en la intensidad de expresion
(gradiente de color)

4.1.6 Marcador CD197*

La presencia del marcador CD197 (también conocido como CCR7) en células NK es clave
por su capacidad de migrar hacia ganglios linfaticos, guiadas por sefiales quimiotacticas
(Taborda et al., 2014). Este proceso resulta fundamental en la coordinacion de la respuesta
inmune, ya que permite que las células NK recién activadas en sangre periferia se desplacen
a zonas donde pueden interactuar con otras células inmunitarias, facilitando la regulacion y
el refuerzo de la defensa antiviral. En de infecciones como COVID-19, ayuda a identificar
subpoblaciones capaces de responder a quimiocinas, 1o que puede estar relacionado con la

eficacia en el control de la inflamacion y la resolucion de la infeccion. Sélo un numero bajo
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de NK expresan CD197 a niveles altos, la mayoria no expresa o solo a niveles bajo, este

marcador (Figura 29).

FIGurRA29 COMPARACION DE CELULAS NK CD16* CD56*CD197*
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Graéfico de dispersion muestra la distribucion de células NK segln la expresion de los marcadores CD16",
CD56*y CD197*

Se compard las dos subpoblaciones de células NK segin su expresion de los marcadores
CD16%, CD56" y CD197+ y tanto las CD56%™ como las CD56""9" en su mayoria no expresan
0 expresan niveles bajos de CD197, aunque la subpoblacion de CD56%™ que expresan niveles

altos de CD197 es mas abundante que en las CD56""9" (Figura 30).
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FIGURA30 COMPARACION DE CELULAS NK CD16* CD56*CD197*
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Analisis comparativo de dos subpoblaciones de células NK (Natural Killer) mediante gréaficos de
dispersién basados en la expresion de los marcadores CD16*, CD56" y CD197". El grafico
izquierdo muestra células con expresion tenue (dim) de CD56, mientras que el derecho presenta
células con expresion brillante (bright) del mismo marcador.

4.1.7 Marcador CD127*

Receptor de IL-7 que regula la supervivencia y homeostasis. Esta supervivencia y
proliferacion se puede observar en estadio temprano. La sefializacion a través del receptor de
IL-7, que esta intermediada por CD127, no solo fomenta la proliferacion clonal de las células
NK en desarrollo, sino que asimismo les otorga resistencia a la apoptosis, lo cual facilita que
se mantengan en los nichos hematopoyesis. Un subgrupo de las NK expresa niveles altos de
CD127 (en rojo), otras tienen una expresion moderada (verde, amarillo) y otro grupo no

expresa ese marcador (azul) (Figura 31).
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FIGURA31 CELULAS NK TOTAL CD16* CD56*CD127*
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Grafico de dispersion muestra la distribucion de células NK segun la expresion de los marcadores
CD16*, CD56" y CD197".

La sefalizacion a través del receptor de IL-7, que esta intermediada por CD127 (Chretien et
al., 2021), no solo fomenta la proliferacion clonal de las células NK en desarrollo, sino que
asimismo les otorga resistencia a la apoptosis, lo cual facilita que se mantengan en los nichos
hematopoyéticos. Alli pueden recibir sefiales y factores que favorecen su desarrollo y
especializacion, antes de migrar a otros tejidos. Un subgrupo de las CD56%™ tenia una
expresion alta, aunque la mayoria tenga una expresion media, baja o nula, mientras que en
las CD56°9", |a mayoria expresa CD127* a niveles intermedios o altos, y como menos del

tercio tiene una expresion nula (Figura 32).
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FIGURA 32 COMPARACION DE CELULAS NK CD16* CD56*CD127*
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Subpoblacién CD56™ a la izquierda, puede estar reflejando la presencia de diferentes estadios de
maduracion o activacion. La Subpoblacion CD56"" presenta un distribucion mas homogénea y
uniformidad en el perfil de expresion.

4.1.8 Marcador CD314"*

El receptor CD314" (NKG2D) es una molécula clave en la activacién de células NK.
Pertenece a la familia de lectinas tipo 2, es una glucoproteina transmembrana que actia como
un receptor de activacion y co-estimulacién. Su interaccion con el DAP (proteina adaptadora
con funcion de sefializacién) desencadena procesos esenciales en la respuesta inmunitaria
(desgranulacion, Citotoxicidad y produccion de citocinas), lo cual potencia la capacidad
efectora (Silva et al., 2008). La expresion de este receptor activador es bastante heterogénea

dentro de las células NK, con una expresion que va desde alta a nula (Figura 33).
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FIGURA 33 CELULAS NK CD16* CD56"CD314*
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Distribucién Heterogénea de Células NK CD16*CD56* CD314* en UMAP

El contraste entre las subpoblaciones dim y bright de CD56, junto con la presencia del
receptor de activacion CD314" (NKG2D), permite identificar distintas fases de maduracion
y activacion, asi como capacidades citotdxicas y reguladoras de estas células. Las células
CD56%™ comprenden subgrupos pequefios con expresion nula, ya que la mayoria tiene una
expresion baja/intermedia con un subgrupo bastante grande con expresion alta de NKG2D
(Figura 34). Por el otro lado, la mayoria de las NK CD569" tienen una expresion
intermedia/alta de NKG2D. Mediante el estudio comparativo de estos fenotipos, se revelan
patrones precisos de respuesta inmunitaria, fundamentales para comprender la dindmica
celular en estados de salud y enfermedad, especialmente en contextos clinicos como la
infeccion por SARS-CoV-2, donde la alteracion de estos perfiles puede asociarse a

desenlaces clinicos adversos y abre la puerta a huevas estrategias diagndsticas y terapéuticas.
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FIGURA 34 COMPARACION CELULAS NK CD16* CD56*CD314*
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Comparacion de subpoblaciones de células NK en funcidn de la expresion de CD314* (NKG2D)

4.1.9 Marcador CD27*

La expresion de CD27" permite dividir las células NK en dos subconjuntos distintivos: uno
con alta capacidad migratoria y respuesta efectora rapida (CD27"), y otro con menor
movilidad, pero mayor citotoxicidad sostenida (CD27°). Esta dicotomia no solo refleja la
plasticidad de las células NK en respuesta a microambientes tisulares (Silva et al., 2008). La
mayoria de las células NK de los pacientes COVID-19 analizados tienen una expresion
intermedia o alta de CD27", mientras que el grupo con expresion nula es minoritario (Figura

35).
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FIGURA 35 CELULAS NK CD16" CD56*CD27*
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El estudio sefiala que la intensidad de expresion del color para el marcador CD27 se basa en un
gradiente dindmico que va desde alta expresion (color rojo) a baja expresion (color verde).

Al analizar las subpoblaciones de células NK CD16+CD56 dim y bright conforme a la
expresion de CD27*, se encuentran diferencias fenotipicas y funcionales que tienen un
impacto en la clinica. Las células NK CD56+dim CD27+ (tanto las CD27low como las
CD27high) tienen una capacidad citotoxica mas alta y reaccionan con rapidez a las células
infectadas o tumorales, lo que las convierte en un elemento clave de la respuesta inmunitaria
innata, sobre todo en los momentos criticos de infecciones virales, como la provocada por el
SARS-CoV-2. En cambio, las células NK CD56 """ CD27*, que son la minoria en nuestro
grupo de pacientes (Figura 36), tienen propiedades de regulacion, que se ocupan sobre todo
de la produccién de citocinas y la modificacién del ambiente inmunoldgico, ayudando a

conservar la homeostasis y a controlar la inflamacion desmedida.



FIGURA 36 COMPARACION DE CELULAS NK CD16* CD56*CD27*
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Comparacion de subpoblaciones de células NK mediante UMAP. La intensidad del color refleja los

niveles de CD27, marcador asociado a funcionalidad y maduracion.

4.1.10 Marcador CD279°*

El CD279", también denominado PD-1 (programmed cell death protein 1), es un receptor
inmunorregulador que se manifiesta en la superficie de diversas células del sistema inmune,
incluyendo las poblaciones de células NK. Su principal tarea consiste en regular la respuesta
inmunoldgica, funcionando como un "freno" que evita una activacion excesiva y la
autoinmunidad. En el marco de la infeccion por SARS-CoV-2, la manifestacion de CD279*
en células NK puede incrementarse como un mecanismo de retroalimentacion negativa frente
a una inflamacion que persiste, lo cual puede colaborar con el desgaste funcional de dichas
células. Este fenomeno significa que la capacidad citotoxica decrece y que la produccién de
citocinas se reduce, lo cual puede estar relacionado con una respuesta inmune menos eficiente

frente al avance de la enfermedad (Messal et al., 2011; Silva et al., 2008). En nuestra
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poblacion de pacientes COVID-19, la mayoria de las células NK expresan niveles bajos e
intermedios de CD279, sin embargo, un subgrupo tiene una expresion alta de este marcador

(Figura 37), sugiriendo que estas células pueden estar entrando en agotamiento.

FIGURA37 CELULAS NK CD16* CD56*CD279*
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La expresion de CD279 (PD-1) en células NK totales positivas para CD16*CD56*, donde la
intensidad del color refleja los niveles de CD279

En las CD56Y™, las células que expresan CD279* son minoritarias, mientras que en las
CD56°9" por lo menos un tercio tiene una expresion alta, mientras que dos tercios tienen
una expresion nula o intermedia (Figura 38). Esto sugiere, que dentro de la enfermedad de
COVID-19, las CD56""9" que son menos maduras y expresan sobre todo la respuesta de

citocinas, son més sensibles a la exhauscion o a la retroalimentacion negativa de CD279.
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FIGURA 38 COMPARACION DE CELULAS NK CD16* CD56*CD279*
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Comparacion de poblaciones de células NK segun la expresién de marcadores CD16*, CD56" y
CD279". La imagen compara células dim y bright, mostrando diferencias en la expresion de CD279
(PD-1), relevante para su funcion y agotamiento en este contexto, infeccion por SARS-CoV-2.

4.1.11 Marcador CD57*

La presencia de CD57" se asocia comunmente con etapas avanzadas de diferenciacion y
maduracion celular. En las células NK, la expresién de CD57" caracteriza una poblacion con
un fenotipo mas terminal, reflejando células que han experimentado multiples rondas de
activacion y proliferacion. Estas células NK CD57" tienden a exhibir una capacidad
citotoxica incrementada y una menor potencialidad para la proliferacion, lo que sugiere que
desempefian funciones efectoras predominantes, especialmente en contextos de infecciones
virales cronicas o cancer (Kared et al., 2016). En los pacientes COVID-19 del estudio, la
expresion de CD57" en las células NK es bastante heterogénea con una mayoria con
expresion intermedia o nula, mientras hay una poblacién bastante representativa con una

expresion alta de CD57" (Figura 39).
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FIGURA39 CELULAS NK CD16* CD56"CD57*
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Distribucion de células NK totales positivas para CD16*CD56", estratificadas por la expresion
de CD57 (marcador de senescencia o maduracion terminal).

La mayoria de estas células CD57* son parte de las CD56%™ méas maduras como esperado;
sin embargo, un subgrupo pequefio de CD56°"" también expresan CD57%, lo que no es
comun en un contexto sano, ya que CD57* se asocia con la maduracién y activacion de las

CD56%™ (Figura 40). Esto sugiere un fenotipo no funcional.

FIGURA 40 COMPARACION DE CELULAS NK CD16* CD56*CD57*
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Células CD56%™ CD57* poblacion con un fenotipo mas diferenciado y/o citotoxico. Células CD56°rnt
CD57*poblacidn vinculada a funciones reguladoras 0 memoria inmunoldgica.
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4.1.12 Marcador CD183"

CD183 (CXCR3) es un receptor de quimiocinas presente en diversas células inmunitarias,
entre ellas las células NK, con un rol esencial en dirigir su migracion hacia focos de
inflamacion o infeccién. Al unirse con sus ligandos CXCL9, CXCL10 y CXCL11, este
receptor promueve el reclutamiento selectivo de células NK hacia regiones especificas en
respuesta a sefiales quimicas emitidas durante condiciones patologicas, como infecciones
virales o desarrollo tumoral. La presencia de CD183* en diferentes subpoblaciones de células
NK permite reconocer patrones vinculados a la gravedad de la enfermedad, lo que lo
posiciona como un potencial biomarcador para anticipar desenlaces clinicos y guiar
decisiones terapéuticas personalizadas. Por ello, un analisis exhaustivo de CD183" y de sus
funciones resulta fundamental para profundizar en la comprension de la respuesta
inmunoldgica en enfermedades infecciosas, ademas de contribuir al disefio de estrategias que
optimicen la migracion y la actividad citotoxica de las células NK en los momentos en que
resulta mas necesario. La expresion de CD183" es bastante heterogénea entre las células NK,

la mayoria tiene expresion intermedia, y las células con expresion nulas son mas frecuentes

que las con una expresion alta (Figura 41).
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FIGURA41 CELULAS NK CD16* CD56"CD183"

Total NK cells CD16+,CD56+

126

€o181 |
Wtenaity

UMAP 2 TotalNKc..D16 +.CD5 6+.H9...

106
E

i o : " 96
UMAP.1TotalNKc..D16+.CD56+ . HI5G

En el andlisis del grafico se muestra la distribucién de células NK totales positivas
para CD167CD56*, donde la intensidad del color refleja los niveles de CD183, un receptor clave
para la migracion hacia tejidos inflamados.

El analisis UMAP muestra significativas modificaciones en la expresion de CD183"
(CXCR3) entre las subpoblaciones de células NK CD569" y CD16*CD56™. (Figura 42).
Las células CD56%™ presentan una expresion de CD183* mas heterogénea, con agrupaciones
de células con alta expresion de CD183* bien definidas que apuntan a subpoblaciones

funcionales enfocadas en la migracion y la respuesta inflamatoria.
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FIGura42 COMPARACION DE CELULAS NK CD16* CD56*CD183*
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Comparacion de la expresion de CD183* (CXCR3) en subpoblaciones de células NK CD16*CD56*
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4.2 Determinacion de biomarcadores de mayor expresion en las
células NK para indicar asociacion de severidad de la enfermedad
por SARS-COV-2.

Analizar los biomarcadores de expresion en células NK que se relacionan con la gravedad de
la infeccion por SARS-CoV-2, es un elemento crucial para entender las diferentes
condiciones clinicas que surgen a lo largo de la enfermedad. Estos marcadores no solamente
posibilitan definir el nivel de activacion o disfuncién de las células NK, sino que asimismo
brindan informacién esencial acerca de los procesos inmunoldgicos que estan detras del
avance clinico. EI mapa de calor de FlowSOM revel6 15 subpoblaciones de células NK total
CD16*CD56%™ con perfiles Gnicos de marcadores, con una distribucion inmunitaria en
estadio o condiciones clinicas de moderado a severo. Con este reconocimiento se busca
mejorar la comprension de la enfermedad asociada a infeccién por COVID-19, promoviendo
el desarrollo de futuras estrategias terapéuticas e identificacion oportuna de quienes presentan

mayor riesgo de complicaciones (Figura 43).
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FIGURA 43 MAPA DE CALOR DE CLUSTERS CELULARES CELULAS CD16* CD56*
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El mapa de calor evidencia una heterogeneidad inmunofenotipica dentro de las células NK

En la parte derecha, se comparan los clusters entre pacientes con cuadros moderados y
severos, lo que evidencia diferencias fenotipicas y funcionales en las subpoblaciones de NK
asociadas al grado de severidad clinica de la infeccion por SARS-CoV-2. Al describir los
grupos categorizado como moderados y severos (en el grafico: “Moderate”, “Severe”), se
identificaron clusteres de células NK con expresion diferencial, lo cual sugirié posibles
implicaciones bioldgicas relevantes en la progresion de la enfermedad. Se observa una gran
diversidad de clusteres entre ambos grupos de pacientes. En los pacientes con cuadro severo,
se destaca una mayor presencia del clister 4, que corresponden a células NK CD564™
altamente activadas, con expresion media de CD38", con alta expresiéon del receptor de
quimiocina CXCR3, o sea que tienen una alta capacidad migratoria, y sobre todo, las células
del cluster 4 son las Unicas que expresan un alto nivel de CD69, indicando una fuerte

activacion de las células NK en actividad temprana en el grupo severo.
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En los pacientes con cuadro moderado se destaca la mayor presencia de los clisteres de
células NK CD56%™ 8 (CD27* CD127* CD38* CXCR3"CD95'NKG2D*CD57%), 15
(CD27*CXCR3*CD95*NKG2D") y 10 (CD38"CXCR3"°CD95"°NKG2D"), todas positivas
para el recetor activador de las células NK NKG2D, y con diferentes niveles de expresion
del receptor de CXCR3 'y del receptor de muerte celular CD95".

El andlisis de los clusteres mostro patrones de expresion heterogéneos y en algunos casos se
observo la sobreexpresion simultanea de multiples marcadores de activacion, lo que sugirio
la presencia de subpoblaciones altamente activadas y posiblemente implicadas en la
respuesta inflamatoria exacerbada. En contraste, otros clisteres se caracterizaron por una
expresion disminuida de manera global, lo que pudo asociarse a poblaciones con menor
funcionalidad o sefialar distintos estados de diferenciacion celular.

En conjunto, estas observaciones refuerzan la idea de que las células NK presentan
subconjuntos funcionalmente distintos dependiendo de la severidad clinica, lo que convierte
a los patrones de expresion diferencial en un posible recurso para identificar biomarcadores
pronosticos y orientar estrategias terapéuticas dirigidas.

Desde una perspectiva biolégica integral, estos hallazgos subrayan los distintos ejes
funcionales que trascienden en la presencia o ausencia de los marcadores para modular la
respuesta inmune por medio de distintos mecanismos. Para su entendimiento se agrup6 en
ejes bioldgicos principales (Quatrini et al., 2021b): agotamiento, activacion, migracion,

diferenciacion, apoptosis e inhibicion.
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Anélisis de los biomarcadores en las células NK CD569™ en pacientes severos versus
moderados

El analisis mediante UMAP revel6 la funcion heterogénea de las células NK CD569™, que
corresponden al 90% de las células NK en la sangre periférica, identificando poblaciones que
podrian correlacionarse con la progresion de la enfermedad (Figura 44). Varios clusteres
observados en los pacientes moderados disminuyen casi completamente en los pacientes

severos, y al contrario, un cllster es aumentado exclusivamente en los pacientes severos.

FIGURA 44 UMAP DE CELULAS CD16*CD56DIM
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El analisis de los 15 clsteres en las células NK CD56%™ a través del mapa de calor, muestra
una diferencia de representacion de los clusteres entre los pacientes moderados y severos,
confirmando que un clster, el claster 4, el Gnico claster con expresion elevada del marcador
de activacion CD69, esta especificamente elevado en los pacientes severos (Figura 44). Por
otra parte, las células NK CD56dim de los pacientes moderados tienen tres clisteres sobre
expresados (clusteres 12, 14 y 15), que expresan diferentes intensidades de diferentes
marcadores mostrando una diversidad de la respuesta NK en estos pacientes (Figura 45).
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FIGURA 45 CLUSTERES DE FLOWSOM DE CELULAS CD16+CD56DIM. MAPA DE CALOR
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Mapa de calor de la intensidad de expresion de cada marcador en cada cluster, y de la presencia y
representacion cada cluster en la poblacion CD16+CD56™ de los pacientes 'Moderado' y 'Severo'.
Heterogeneidad en células CD16+CD56%™ entre 'Moderado' y 'Severo' sugiere grados diferenciales
de activacion o disfuncion, potencialmente vinculados a la progresion de patologias inflamatorias.

La poblacion de células NK CD56%™ identificadas por el marcador CD314* (NKG2D) mostrd
variaciones significativas en las categorias de pacientes moderados y severos de COVID-19
en el cluster 11 (Figura 46) y 15 (Figura 47). En los casos moderados, se observo una
expresion intermedia en el clster 11, y una expresion elevada en el cluster 15, mientras que
en los casos severos la expresion de CD314* es principalmente intermedia con casi una
desaparicion del cluster 15. Estos hallazgos resaltan la importancia de poder monitorear la
expresion de CD314" para comprender mejor los mecanismos que dirigen la progresion
clinica y para identificar posibles biomarcadores Utiles en la estratificacion de riesgo de los

pacientes
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FIGURA46 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD16*CD56°™ CD314 CLUSTER 11
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Comparacion de células NK (CD16*CD56%™) en COVI19: Moderado vs. Severo
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FIGURA47 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD16*CD56°™ CLUSTER 15
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Comparacion de células NK (CD16*CD56%™) en COVID-19: Moderado vs. Severo

La expresién de CD57" en las células NK CD16*CD56dim refleja un estado de diferenciacion
terminal, asociado con una mayor capacidad citotoxica, pero con menor potencial
proliferativo. La poblacion de células NK CD56%™ identificada por el marcador CD57* no
mostro variaciones significativas en pacientes con sintomas moderados y severos de COVID-

19, sino ligeramente en el clister 14 y cluster 1 con expresion conservadora (Figura 48).
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FIGURA48 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD16*CD56°™ CLUSTER 14 Y CLUSTER 1
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Comparacion de células NK (CD16*CD56%™CD57+*) en COVID-19: Moderado vs.
Severo

La poblacion de células NK CD56%™ identificadas por el CD27 es un receptor coestimulador
que participa en la activacion y diferenciacién de linfocitos. En las células NK CD56 dim, su
presencia suele asociarse a un estado menos diferenciado y con mayor capacidad
proliferativa, al contrario de que su pérdida puede indicar un fenotipo mas terminal y efector
(Figura 49).
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FIGURA49 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD16*CD56°™ CLUSTER 9
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Comparacion de células NK (CD16*CD56%™ CD27) en COVID-19: Moderado vs. Severo

La expresion del marcador CD27* en la poblaciéon de células NK CD16"CD56dim reveld
ciertas diferencias entre la categoria de moderado y severo (Figura 49). En los casos
moderados, la distribucion de CD27* es mas amplia y heterogénea, lo que indica la presencia
de subpoblaciones con un grado intermedio de maduracion que mantienen su capacidad
proliferativa y funcional. Por otro lado, en los casos graves, la sefial de CD27* es mas limitada
y menos intensa, lo que apunta a una reduccién de células NK menos diferenciadas y un

predominio de fenotipos mas maduros o agotados. Este hallazgo sugiere que la progresion
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hacia la gravedad de la enfermedad esta vinculada a la disminucion de células NK CD27%, lo
que podria comprometer su capacidad de renovacion y respuesta eficaz contra la infeccion

viral.

Al interactuar con sus ligandos, el CD279* (PD-1) en células NK CD56%™ induce la
inhibicidn de la actividad citotoxica y la reduccion de la proliferacion celular. En contextos
como infecciones virales puede contribuir al agotamiento inmunologico y a la progresion de
la enfermedad. La sobreexpresion de PD-1 podria asociarse con una disfuncion de las células
inmunitarias, disminuyendo su capacidad para eliminar el virus (Deng et al., 2024; Heigener
& Reck, 2017). En el caso de los pacientes COVID-19 moderados, la expresion de PD-1 es
intermedia/baja con en pocas células con expresion elevada repartidas entre los clusteres de
las NK CD56%™ mientras que en los pacientes severos la expresion elevada de PD-1 se
encuentra localizada en pocos clusteres, mientras es baja en la mayoria de las células (Figura

50).
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FIGurRa50 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD16*CD56°™ CD279*
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Comparacion de células NK (CD16*CD56%™ CD279*) en COVID-19: Moderado
vs. Severo

CD69" es un marcador temprano de activacion en células NK, cuya expresion aumenta tras
el contacto con estimulos virales. Su presencia indica una respuesta inmunitaria activa y
transitoria, esencial en las primeras fases de infeccion por SARS-CoV-2. Los niveles
elevados y sostenidos pueden asociarse al agotamiento celular y desregulacién inmunoldgica
(Bornego et al., 1993; Malengier-Devlies et al., 2022b). En los casos moderados, la expresion
de CD69" se distribuye de manera mas amplia y heterogénea (Figura 51), lo que indica un
estado de activacion transitoria y posiblemente mas controlada de las NK frente al estimulo
viral. En contraste, en la categoria de severos se observa una concentracion mas marcada de
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sefial en regiones especificas del clUster, sugiriendo una activacion sostenida y posiblemente
desregulada, en respuesta a una respuesta de citocinas mas elevada. Este hallazgo es
consistente con la hipotesis de que la activacion temprana de las NK mediante CD69" podria
ser beneficiosa en fases iniciales de la enfermedad, mientras que su persistencia en estadios
severos podria reflejar agotamiento celular y contribuir al desbalance inmunoldgico

caracteristico de los cuadros graves de COVID-19.

FIGURA51 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD16*CD56°™ CLUSTER 4
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El marcador CD38" es una ectoenzima ampliamente reconocida por su papel en la activacion
y diferenciacion de células inmunitarias, incluyendo las células NK CD56%™. Su expresion
suele aumentar ante estimulos infecciosos y se considera indicativo de un estado funcional
activo, participando tanto en la adhesion celular como en la sefializacion y produccion de
citocinas. Los niveles de CD38 pueden estar elevados de manera transitoria, reflejando una
activacion eficiente de las NK frente al virus y contribuyendo a la eliminacion temprana de
celulas infectadas (Maucourant et al., 2020a). EIl analisis muestra que en pacientes con
COVID-19 moderado, las células NK CD16*CD56%™ con el marcador CD38" presentan una
activacion mas heterogénea y controlada, con una poblacion definida de expresion elevada y
otra de expresion nula, mientras que en casos severos se observa una activacion sostenida y

generalizada de CD38" en la mayoria de las células (Figura 52).

En pacientes con cuadros severos de COVID-19, se observa que la sobreexpresion sostenida
de CD38" podria estar relacionada con el agotamiento funcional de las células NK. Esta
persistencia en la sefial puede favorecer la desregulacion del sistema inmunitario,
disminuyendo la eficacia de la respuesta citotdxica y facilitando la progresién de la infeccion.
La hiperactivacion de CD38" también puede contribuir al entorno inflamatorio patoldgico
caracteristico de los casos graves, potenciando la liberacion exacerbada de mediadores

inflamatorios y citocinas (Gars et al., 2018).
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FIGURA52 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD16*CD56°™ CLUSTER 9
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El marcador CD183", también conocido como CXCR3, es un receptor de quimiocinas
expresado en diversas células inmunitarias, incluyendo las células NK CD56dim. Su funcion
principal es guiar la migracion de estas células hacia sitios de inflamacion a través de la
interaccion con sus ligandos, como CXCL9, CXCL10 y CXCL11, que suelen estar elevados
en contextos de infeccion viral o inflamacion aguda (Tomankova et al., 2015). La
comparacion de la poblacion NK CD16'CD56%™ segiin la expresion de CD183* (CXCR3)
muestra que en pacientes moderados la sefial es mas amplia y heterogénea (Figura 53),
reflejando una mayor capacidad migratoria hacia sitios de inflamacion. En contraste, en los

casos severos la expresion se encuentra reducida y restringida, lo que sugiere una limitacion
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en la movilizacion de las NK y un posible compromiso de la respuesta inmunoldgica en

etapas graves de COVID-109.

En pacientes en categoria de moderados pudo haberse asociado a una mayor capacidad de
migracion y localizacion eficiente en los tejidos afectados, favoreciendo asi la eliminacion
del virus. En individuos en categoria severos, la expresion alterada o disminuida de CD183"
puede contribuir a una respuesta desorganizada, dificultando la llegada focalizada de las
células NK a los sitios de infeccion y favoreciendo el agotamiento inmunoldgico (Khalil et

al., 2021)

FIGURA53 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD16*CD56°™ CLUSTER 14
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La sobreexpresion de CD95* en las células NK CD56%™ que son las encargadas de la
citotoxicidad frente a virus, ayuda inicialmente a eliminar las células infectadas, sin embargo,
con el tiempo se vuelve mas propenso a la apoptosis de las propias células inmunes y puede
llevar a una disfuncion del sistema inmunologico. En el grupo moderado, la expresion de
CD95" aparece distribuida de forma mas amplia y con intensidades intermedias (Figura 54),
lo que sugiere un balance funcional entre activacion y mecanismos de control celular. En
cambio, en los casos graves, se observa una mayoria de células NK que tienen una expresion
del marcador intermedio/elevado, pero disminuido comparado a la poblacion elevada en los
moderados; su disminucion podria equivaler a un agotamiento inmunitario y una reduccion
de la eficacia citotoxica. La diferencia en la expresion de CD95" en NK CD56%™ entre
pacientes moderados y severos refleja un gradiente de activacion hacia disfuncion/apoptosis,
lo cual podria utilizarse como biomarcador de severidad en COVID-19 (Marquardt et al.,

2017).
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FIGURA54 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD16*CD56°™ CLUSTER 9
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Marcadores en la poblacion de células NK CD56°"9"t entre moderados y severos.

Las células NK CD569" conocidas por su alta expresion de CD56" y baja presencia de
CD16" en la superficie celular, representan una subpoblacién esencial dentro del sistema
inmunoldgico innato. Las CD56™9" destacan por su capacidad de producir grandes
cantidades de citocinas inmunomoduladores, especialmente interferon gamma, lo cual resulta
fundamental para la regulacion de respuestas inflamatorias y la activacion de otras células
inmunitarias (Michel et al., 2016). La mayoria de los clisteres en las NK CD56"19" estan
disminuidos en los pacientes severos (Figura 55), y no se ve el aumento de ningln cluster

especifico asociado a severidad como en las NK CD56%™,

FIGURA55 MAPA DE CALOR CD568R'“"T CLUSTER 9
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FIGURA56 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD56°%¢"T
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Comparacion de células (CD56"9") en COVID-19: Moderado vs. Severo

Basado en el mapa de calor la sobreexpresion (MFI) del CD127* fue mayor presencia en el
grupo de los moderados (Figura 56 y 57), principalmente en el cluster 9, que es el mas

representado en los moderados y no es detectado en los severos.
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FIGURA57 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD568R'°"T cLUSTER 1,5Y 9
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El marcador CD314* (NKG2D) en células NK CD56""9" acttia como receptor activador clave
en la deteccion y eliminacion de células infectadas, contribuyendo al control viral y a la
modulacion inflamatoria. Su mayor expresion en pacientes moderados se asocia con una
respuesta antiviral mas eficiente y un equilibrio inmunolégico protector, mientras que en los

casos severos su disminucién refleja agotamiento funcional y pérdida de capacidad
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citotoxica, favoreciendo la disfuncion inmunoldgica propia de la progresién grave de
COVID-19 (da Costa et al., 2023). Sin embargo, en nuestro grupo de pacientes, no se detecto
una diferencia significativa de la expresion de NKG2D en las CD569" aunque se observo
la sobreexpresion (MFI) del CD314" fue mayor en el clister 2 y 9 en el grupo de los

moderados (Figura 58).

FIGURA58 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD568R'°"T CLUSTER2 Y 9
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4.2.11 Marcador CD38"

El marcador CD38" en las células NK CD56""" se asocia con la activacion y el estado
funcional de estas poblaciones. Una elevada expresion de CD38" suele indicar una respuesta
inmunitaria activa y una mayor capacidad para modular la inflamacion y eliminar células
infectadas. En el contexto de COVID-19, la presencia y los niveles de CD38" en NK CD56
bright nyeden aportar informacion valiosa sobre el grado de activacion inmunoldgica y el
potencial de estas células para contribuir en la defensa antiviral (Pilar Ma Lanuza Mort,
2020)

En el UMAP de las células CD56°9"CD38* en COVID-19, se observé una expresion diversa

y dispersada de CD38", sin diferencia significativa entre moderados y severos (Figura 59).

FIGURA59 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD568R'°"T CLUSTER 2
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El marcador CD57* en la poblacion NK P9 ofrece informacion relevante sobre la
maduracion y el estado funcional de estas células en personas con COVID-19. Una expresion
elevada de CD57* suele reflejar un grado avanzado de diferenciacion y puede estar
relacionada con una capacidad citotoxica sostenida, mientras que niveles bajos podrian
indicar un perfil funcional menos maduro, lo cual influye en la respuesta inmunitaria durante
la progresion de la enfermedad (Bjorkstrém et al., 2010; Liu et al., 2022; Soleimanian et al.,

2022) (Figura 60).

FIGURAG60 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD56°R'°"™ CLUSTER 3
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El marcador CD183", también conocido como CXCR3, desempefia un papel relevante en la
migracion y posicionamiento de las células NK en tejidos infectados o inflamados. Su
expresion en la poblacion NK CD56”"9" puede indicar la capacidad de estas células para
responder a sefiales quimiotacticas y dirigir su movimiento hacia focos de infeccion o dafio

tisular(Poli et al., 2009).

Los niveles de CD183* pueden variar entre pacientes con sintomas moderados y severos, lo
que sugiere diferencias en la capacidad de reclutamiento y respuesta funcional de las células
NK frente a la progresion de la enfermedad. Una alta presencia de CD183" puede estar
asociada con una mayor movilidad y potencial de respuesta antiviral, mientras que una
expresion disminuida podria reflejar alteraciones en el trafico celular y una respuesta
inmunitaria menos eficiente UMAP de células CD56""9"CD183" en pacientes con COVID-
19 permite visualizar la distribucion y niveles de intensidad del marcador CD183" entre los

casos moderados y severos, mostrando poca diferencia entre ambos grupos (Figura 61).
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FIGURAG61 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD565R®"T CLUSTER 9 Y 13
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Los marcadores como CD45RA* permiten evaluar el estado de maduracién, capacidad
migratoria y funcionalidad de las células del sistema inmune innato en diferentes estadios de
la enfermedad. El analisis comparativo entre pacientes moderados y severos revela patrones
clave sobre la plasticidad y desregulacion inmunologica durante la infeccion (Maucourant et
al., 2020b) La reduccion de dimensionalidad (UMAP) revel6 que la expresion de CD45RA™

en CD569" no se correlaciona de manera significativa con la gravedad (Figura 62).
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FIGURA 62 COMPARACION UMAP DE CELULAS CD16+. CD568X¢HT CLUSTER 2 Y 9
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4.3 La comparacion de los distintos fenotipos de células NK en las
poblaciones de pacientes hospitalizados por COVID-19 permite comparar los
eventos de severidad vinculados a la infeccion.

El objetivo de esta investigacion es describir las alteraciones funcionales y los fenotipos de
las células NK CD16*CD56°9" en COVID-19, a través del analisis comparativo de
marcadores esenciales en pacientes con enfermedad moderada y grave. El proposito
cientifico es detectar tendencias de disfuncion inmunologica relacionadas con el avance de

la gravedad, proporcionando evidencia a nivel molecular que explique por qué el sistema

innato no puede controlar la infeccion en situaciones criticas.

Se identificaron patrones de expresion diferencial de cada uno de los marcadores entre
subpoblaciones de células NK (CD56dim vs. CD56bright) en distintos clusteres, con el fin
de correlacionar fenotipos especificos con su capacidad funcional (ej. citotoxicidad,

migracion o memoria inmunoldgica) (gréfico 1).
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GRAFICO 1

EXPRESION DE FLUORESCENCIA DEL TIPO DE SUBPOBLACION DE CELULAS NK POR MARCADOR Y
CLUSTER

Marcadores de Subpoblacién total de
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Cuando analizamos algunos marcadores de interés, se puede profundizar su rol en la
severidad.

118



De la poblacion general de células NK, en los clisteres 1 y 10 de NK CD56%™ se pudo
observar una expresion del marcador CD127" en los pacientes moderados, pudiendo estar
relacionada a una mayor activacion. Sin embargo, en el cldster 7 de las NK CD56"9" se
observé una MFI P9 de 7146 menor en comparacion a las “™ lo que puede indicar menor
expresion, sin embargo, no se observé una diferencia entre las categorias de severidad (Tabla

3).

TABLA 2 VALORES DE MFI ELEVADOS Y PATRONES DE PRESENCIA EN PACIENTES MODERADOS VS.

SEVEROS
Claster Marcador Poblacion Valor-MFI Categoria-M | Categoria-S
1 CD127 15038
7 CD127 7146
10 CD127 10395

MFI: Intensidad Media de Fluorescencia; Categoria-Gravedad: moderados y severos.

: mayor intensidad; : Presente; @ : ausentes;  M: moderados; S: Severo

Se observo que la poblacion NK CD569" present6 valores de MFI intermedios para CD183
(10,140 — 29,882), distribuidos de manera mas homogénea a lo largo de distintos clisteres.
Esta expresion relativamente estable de CXCR3 en los NK CD56"™" es consistente con un
fenotipo funcionalmente regulador y con capacidad de migrar hacia sitios inflamados de
forma controlada, caracteristica mas evidente en los pacientes moderados, ya que la mayoria

de los clusteres CD56°9" CD183* estan disminuidos o inexistentes en los pacientes severos
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(tabla 2). En contraste, la poblacion NK CD56%™ mostr6 una expresion mas heterogénea y,
en algunos clusteres, valores de MFI considerablemente elevados, alcanzando picos extremos
como el del cluster 4 (65,406) que es el tnico mayoritario en los severos comparados a los
moderados, y el clister 9 (22,943) que se expresa de manera similar entre ambos grupos
clasificados por severidad. Estos hallazgos indican que en los pacientes severos existe una
tendencia hacia la sobreexpresion de CXCR3 en subpoblaciones especificas, lo que podria
favorecer una migracion exacerbada hacia tejidos periféricos, particularmente el pulmon,

contribuyendo a la inflamacidn descontrolada caracteristica de los cuadros graves (tabla 4).

TABLA 3. VALORES DE MFI ELEVADAS Y PATRONES DE PRESENCIA EN PACIENTES MODERADOS VS.
SEVEROS

Cluster Marcador Poblacion Valor-MF| | Categoria-M | Categoria-S
1 CD183 19435
2 CD183 18463
3 CD183 29821
4 CD183 65406
5 CD183 14091
5 CD183 22575
6 CD183 14434
6 CD183 29712
9 CD183 16429
9 CD183 22943
10 CD183 16682
11 CD183 29882
12 CD183 13297
13 CD183 15730
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14 CD183 10140
14 CD183 20556
15 CD183 20832
15 CD183 9673
: mayor intensidad ; ¢»: Presente; @ : ausentes

M: moderados; S: Severo

CUADRO 3 RESUMEN DE LA EXPRESION DE CD183" SEGUN LA SEVERIDAD

Poblacion / Grupo

Patron observado

Interpretacion funcional

controlada y homogénea

Severos Concentran los picos més altos de Hiperexpresion de CXCR3 —
MFI (ej. cluster 4 con 65,406) posible infiltracién exacerbada en

tejido, asociada a inflamacion.
Moderados Expresion presente pero méas Conservan capacidad migratoria

sin alcanzar los niveles extremos
de los severos.

El marcador CD197* (CCR7), fundamental para la recirculacién de linfocitos y su migracion

hacia érganos linfoides secundarios, mostré un patrén de expresion restringido dentro de las

células NK. En este analisis, solo el clister 13 de la poblacion CD56%™ present6 valores de

MFI relevantes (10,482), mientras que en el resto de los clisteres su presencia fue

practicamente ausente (tabla 5). Este hallazgo indica que la expresion de CCR7 en células

NK se mantiene en subpoblaciones muy especificas, lo que sugiere una distribucién limitada

de la capacidad de recirculacion en este contexto clinico. De la poblacion general en el

Claster 13 se reportd expansion de subpoblaciones celulares de NK CD56%™ con mayor

expresion, esta relacionada a una mayor activacion y expresion patoldgica por actividad

citotoxica observada en ambos grupos (moderados y severos).

TABLA 4. VALORES DE MFI ELEVADOS Y PATRONES DE PRESENCIA EN PACIENTES MODERADOS VS.

SEVEROS

Cluster Marcador

Poblacion Valor-MFI

Categoria-M Categoria-S
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13 CD197 dim 10482

: mayor intensidad,; :Presente; @ :ausentes M: moderados; S: Severo

El marcador CD27" mostré un comportamiento diferencial en las subpoblaciones NK. En la
poblacion CD56™, se observaron valores de MFI variables segun el clister analizado: en el
claster 5, la intensidad fue baja (1,539), mientras que en el cluster 9 alcanzé un valor elevado
(10,203) (tabla 6), sugiriendo la coexistencia de subpoblaciones con distintos grados de
diferenciacion dentro de este compartimento. En contraste, en la poblacion CD56°M9",
representada en el cluster 15, la expresion de CD27* fue igualmente alta (9,427), indicando
que, aungue estas células suelen asociarse con funciones mas regulatorias, también conservan
una fraccion con marcada capacidad proliferativa. Los clisteres 5 de NK CD56%™ y 15 de
NK CD56"9" se detectaron un poco mas en el grupo de moderados. En conjunto, estos
hallazgos reflejan que la pérdida o reduccion de CD27 podria asociarse a los casos severos,
mientras que su preservacion en valores altos tenderia a relacionarse con los pacientes

moderados, manteniendo la capacidad de expansion y homeostasis del compartimento NK.

TABLAS VALORES DE MFI ELEVADOS Y PATRONES DE PRESENCIA EN PACIENTES MODERADOS VS.

SEVEROS
Cluster Marcador Poblacion Valor-MFI | Categoria-M | Categoria-S
5 CD27 1539
9 CD27 10203
15 CD27 brig 9427

. mayor intensidad;

: Presente; @ : ausentes
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El marcador CD38", asociado a activacion celular, mostré una expresion consistentemente
elevada en ambas subpoblaciones NK (CD56°9" y CD56%™), con valores de MFI que
variaron de manera amplia entre clusteres (Tabla 5). En la fraccion CD56°9", los valores
oscilaron entre ~12,700 y ~83,700, reflejando una activacion significativa pero heterogénea,
donde algunos clsteres alcanzaron picos notables de expresion (claster 2 con >80,000). Por
su parte, la poblacion CD56%™ presentd un rango atn mas marcado, desde ~16,000 hasta mas
de 277,000 (cluster 9), lo que evidencia una activacion desproporcionada en determinados
subgrupos. En términos comparativos, los pacientes severos se caracterizaron por presentar
los valores més altos de MFI, especialmente dentro de la poblacion CD56%™ lo que
concuerda con un estado de hiperactivacion inflamatoria exacerbada. En contraste, los
moderados mostraron valores elevados, pero menos extremos, sugiriendo una activacion mas
regulada y controlada. En conjunto, los resultados confirman que la activacién de NK medida
por CD38" esta presente en ambos fenotipos, pero es mas intensa y heterogénea en los severos,
especialmente dentro de las NK CD56%™, poblacion que parece estar directamente vinculada

con la respuesta inflamatoria més agresiva.
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TABLA 7 Valores de MFI elevados y patrones de presencia en pacientes moderados vs. Severos

> mayor intensidad ; @ Presente; @: ausentes M: moderados; S: Severos
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Poblacion

bright

dim

bright

dim

bright

dim

bright

dim

dim

bright

dim

bright

dim

bright

dim

dim

bright

dim

bright

dim

bright

dim

bright

dim

bright

Cluster Marcador
1 CD38
1 CD38
2 CD38
2 CD38
3 CD38
3 CD38
4 CD38
4 CD38
5 CD38
6 CD38
6 CD38
7 CD38
7 CD38
8 CD38
8 CD38
9 CD38
10 CD38
10 CD38
11 CD38
11 CD38
12 CD38
12 CD38
13 CD38
13 CD38
14 CD38
15 CD38

bright

Valor-MFI

Categoria-M Categoria-S

20200
23311
83796
25966
26672
36288
30209
28124
17575
18376
30804
16084
40678
31212
25739
31406

27158

24488
34041

12718

18291

29939

70147

1

17030

CUADRO 4 RESUMEN DE LA EXPRESION DE CD38*

Poblacion / Grupo

Patron observado

Interpretacion funcional
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CD56bright Activacion elevada pero mas Respuesta regulada, menos
homogénea dispersa entre clUsteres
CD56dim Activacion extrema, con cldsteres Hiperactivacién asociada a
desproporcionados (cluster 9) inflamacién exacerbada
Severos Concentran los picos mas altos de Estado de hiperactivacion
MFI sostenida
Moderados Activacion elevada, pero mas Activacion funcional sin alcanzar
controlada niveles extremos

El marcador CD314* (NKG2D) present6 una expresion elevada y sostenida en la poblacion
NK CD56bright, distribuida de manera consistente en multiples clusteres, con valores de
MFI que oscilaron entre 9,133 y 15,373 (Tabla 6). Este patron indica que los NK CD56"" 9t
mantienen una activacion robusta y homogénea, lo cual respalda su funcién en el
reconocimiento de células infectadas o transformadas. En contraste, la poblacion CD564™
mostré expresion unicamente en el cluster 15 (MFI 11,658), lo que refleja una presencia mas
restringida de este receptor en dicha fraccion. Al considerar los grupos clinicos, los pacientes
moderados parecen mantener una expresion intermedia-alta de CD314" en las células NK
bright, lo que favorece un equilibrio funcional entre activacién y regulacién. Por otro lado,
en los pacientes severos, los picos mas altos de MFI en algunos cllsteres bright (superiores
a 15,000) sugieren un estado de activacion exacerbada, que, si bien potencia la capacidad

citotoxica, también podria conducir a desregulacion y agotamiento celular.
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TABLA 6 VALORES DE MFI ELEVADOS Y PATRONES DE PRESENCIA EN PACIENTES MODERADOS VS.

SEVEROS CD314*
cluster marcador poblacién valor- Categoria-M | Categoria-S
MFI
3 CD314 9133
5 CD314 10115
6 CD314 DTN 11671
7 CD314 DT 12130
8 CD314 12515
9 CD314 14416
12 CD314 DL 15373
13 CD314 13705
15 CD314 11658
» mayor intensidad ; @ Presente; @: ausentes M: moderados; S: Severos

El receptor activador NKG2D" se expresd de manera heterogénea en las NK totales, pero

con una intensidad significativamente mayor en las NK CD56"9" (Tabla 8).
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GRAFICO 2

MARCADOR CD314

Hl cD314_dim [l CD314_bright

G

Comparacion de la intensidad media de fluorescencia entre grupos en azul poblacién dimy en

naranja poblacion bright.

CUADRO 5. RESUMEN SOBRE LA EXPRESION DE CD314* (NKG2D)

Poblacion / Grupo

CD56bright

Patron observado Interpretacion funcional

CD56dim

Expresion elevada y distribuida
en varios clusteres (MFI 9,133 —
15,373)

Activacion homogénea, mantiene
capacidad de reconocimiento y
respuesta regulada

Severos

Expresion localizada en un unico

Presencia més limitada; puede
claster (cluster 15, MFI 11,658)

reflejar activacion focalizada o
inicio de disfuncion

Moderados

Concentran los valores de MFI
mas altos (picos en cllsteres
bright >15,000)

Estado de activacion sostenida
con riesgo de desregulacién

Mantienen expresién intermedia-

Favorecen una deteccion eficaz y
alta en NK bright

un balance funcional

El analisis de CD69 muestra un patrén de activacion muy dispar entre subpoblaciones NK

En NK CD56%™ aparece un pico de MFI extraordinariamente alto en el cluster 4 (=105,891)
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(cuadro 3), indicativo de activacion temprana intensa y sostenida en una fraccién especifica
de células. En contraste, en las NK CD56""9" |a sefial es notablemente menor (cluster 7, MFI
~11,710), compatible con una activacion mas moderada y homogénea dentro de este
compartimento mas regulador. Desde la perspectiva clinica, un pico tan elevado en CD56%™
es el tipo de sefial que suele concentrarse en pacientes severos, reflejando hiperactivacion y
riesgo de disfuncion/agotamiento; mientras que la sefial intermedia en CD56"19" es mas

acorde con pacientes moderados, en quienes predomina una activacion controlada.

TABLA 7. VALORES DE MFI ELEVADOS Y PATRONES DE PRESENCIA EN PACIENTES MODERADOS VS.

SEVEROS
cluster marcador poblacion valor-MFI | Categoria-M | Categoria-S
4 CD69 d 105891
7 CD69 brig 11710

CUADRO 6. RESUMEN SOBRE LA EXPRESION DE CD69

Poblacién / Grupo Patron observado Interpretacion funcional
CD56bright MFT intermedio (=11,710, Activacion temprana
cluster 7) controlada, perfil regulador
CD56dim MFI muy alto (=105,891, Hiperactivacion temprana focal,
cluster 4) riesgo de disfuncién
Moderados (esperado) sefial intermedia en Activacion Util sin exceso
bright
Severos (esperado) picos en dim Activacion
exacerbada/agotamiento
potencial
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El estudio del marcador CD95" (Fas) mostré una expresion destacada en ambas
subpoblaciones NK, tanto CD569" como CD56%™. En las células CD56""", |a sefial se
distribuyo en varios clusteres con valores de MFI altos, particularmente en los clusteres 3
(9,023), 9 (12,061) y 13 (11,476) (Tabla 8), lo que evidencia una activacion sostenida de
rutas vinculadas a apoptosis y regulacion de la respuesta inmune. En el caso de las células
dim, la expresion fue més puntual, concentrandose principalmente en el clister 9 (11,124).
Desde la perspectiva clinica, los pacientes severos parecen agrupar los valores mas elevados
de CD95*, sobre todo en la fraccion CD56°"9" lo que sugiere una mayor tendencia al
agotamiento funcional y a la induccién de apoptosis, con la consecuente disminucién de la
actividad efectora. Por el contrario, en los pacientes moderados la expresion se mantiene en
rangos intermedios, lo que podria interpretarse como un mecanismo homeostatico que regula
la respuesta sin comprometer de manera significativa la viabilidad y funcién de las células

NK.

TABLA 8. VALORES DE MFI ELEVADOS Y PATRONES DE PRESENCIA EN PACIENTES MODERADOS VS.

SEVEROS CD95
cluster marcador poblacién valor-MFI Categoria-M | Categoria-S
3 CD95 9023
9 CD95 12061
9 CD95 11124
13 CD95 11476 -

130



CUADRO 7 RESUMEN SOBRE LA EXPRESION DE CD69 EN LOS PACIENTES HOSPITALIZADOS CON

COVID-19

Paoblacién / Grupo

Patron observado

Interpretacion funcional

CD56bright MFI elevado en varios cllsteres Activacion consistente de vias
(3,9,13) apoptoticas y regulatorias
CD56dim Expresion focalizada (claster 9) Activacion restringida, menor
contribucion a apoptosis
Moderados Niveles intermedios de CD95 Mantenimiento de control
homeostatico sin comprometer la
funcién
Severos Picos mas altos de CD95 en NK | Mayor predisposicion a apoptosis

bright

y pérdida funcional

El analisis del marcador CD57* evidenci6 una expresion destacada en ambas subpoblaciones
NK, aunque con predominio en los NK CD56%™, donde se identificaron varios clisteres con
intensidades de MFI elevadas: cluster 1 (22,829), cluster 2 (14,764), cllster 7 (17,423) y
claster 14 (9,832) (Tabla 11). Esta distribucion heterogénea refleja la presencia de
subpoblaciones de células NK altamente diferenciadas y con menor capacidad proliferativa,
lo que es consistente con el papel de CD57" como marcador de senescencia inmunoldgica.
En la fraccion NK CD56""9" también se observo un clister con expresion elevada (cltster
3, MFI 25,833), lo que indica que incluso en un compartimento tipicamente inmaduro
persisten subgrupos con caracteristicas de diferenciacion terminal. Desde la perspectiva
clinica, los pacientes moderados presentaron mayor expresion de CD57" en sangre periférica
en comparacion con los severos, lo que sugiere la preservacion de un pool de células NK
maduras y citotoxicas competentes. En contraste, en los pacientes severos, la menor
representacion de CD57" podria estar asociada a redistribucion hacia los tejidos o a procesos

de agotamiento celular, limitando la capacidad efectora. En conjunto, estos hallazgos
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refuerzan la idea de que en los moderados predomina un fenotipo de madurez efectiva,

mientras que en los severos se observa una tendencia hacia la pérdida funcional o la

desregulac

ion.

TABLA9. VALORES DE MFI ELEVADOS Y PATRONES DE PRESENCIA EN PACIENTES MODERADOS VS.

SEVEROS CD57*
cluster marcador poblacion valor-MFI Categoria-M | Categoria-S
1 CD57 22829
2 CD57 14764
7 CD57 17423
14 CD57 9832 -

CUADRO 8 RESUMEN DE LA EXPRESION DE CD95* EN PACIENTES CON COVID-19

Poblacion / Grupo Patron observado Interpretacion funcional
CD56bright MFI elevado en el clUster 3 Subpoblacién con
(MFI = 25,833) diferenciacion avanzada
dentro de un compartimento
habitualmente inmaduro
CD56dim MFI alto en varios clusteres Distribucion heterogénea;
(Cluster=1, 2,7, 14) predominan NK maduras con
menor capacidad proliferativa
Moderados Mayor expresion de CD57* en | Preservacion de NK maduras
sangre periférica competentes, con
citotoxicidad efectiva y
controlada
Severos Expresion comparativamente | Sugiere redistribucion al tejido
menor 0 pérdida funcional por
senescencia/apoptosis
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Capitulo 5. Discusion
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Los hallazgos de esta tesis ponen de manifiesto el papel fundamental de las células NK en la
respuesta inmunitaria frente al SARS-CoV-2, aportando evidencia de que su actividad se
encuentra estrechamente vinculada con la evolucion clinica de COVID-19, utilizando
citometria espectral de alta dimension. Esta aproximacion permitié una identificacion precisa
de subpoblaciones y la evaluacion de la expresion de marcadores activadores, inhibitorios y
de maduracién, comparando individuos con enfermedad moderada y severa.

Los resultados sugirieron que la preservacion de la actividad citotoxica de las células NK se
asocia con presentaciones clinicas leves, mientras que su disfuncion parece favorecer la
progresion hacia cuadros graves. Los hallazgos confirman que las células NK desempefian
un papel crucial en la inmunopatogénesis de la COVID-19, al participar tanto en la
eliminacion directa de células infectadas como en la modulacidn de la respuesta inflamatoria
sistémica.

En concordancia con reportes previos sobres SARS-CoV y MERS-CoV, observamos una
disminucion proporcional de linfocitos NK CD56 29" en pacientes con enfermerdad severa.
La reduccidn de estas células podria reflejar un reclutamiento activo hacia tejidos afectados
como el pulmdn, como se ha descrito en infecciones respiratorias severas, 0 bien una
disfuncidn sistémica que compromete la coordinacion inicial de la respuesta inmunitaria.

La heterogeneidad poblacional observada entre subtipos de NK revelé diferencias relevantes:
las células CD56°9" principales productoras de citocinas, estuvieron notablemente
reducidas en pacientes criticos, lo que refleja una alteracion en la capacidad reguladora de
esta poblacion. La variabilidad en la respuesta de las NK no solo depende de factores clinicos,

sino también de determinantes genéticos y epigenéticos.
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Esta observacion concuerda con estudios recientes en COVID-19 que reportan pérdida o
redistribucion de esta subpoblacidn en cuadros criticos, asociada a una menor produccion de
citocinas protectoras y a un entorno inflamatorio desregulado. Por otro lado, la subpoblacién
CD56%™,  predominantemente citotoxica, mostrd un perfil de activacion aumentado,
particularmente en pacientes con cuadros severos. Se detectd una sobreexpresion de CD57*
en el cluster 3, lo cual sugiere un estado de maduracion terminal y posible senescencia
funcional. Esta caracteristica ha sido relacionada con una reduccion en la capacidad
proliferativa y una persistencia de sefiales de activacion que podrian contribuir al dafio tisular.
Adicionalmente, se observo una alteracion en la expresién de NKG2D (CD314%), un receptor
activador clave para el reconocimiento de células infectadas. En los casos severos se
evidencié una disminucion de NKG2D en comparacion con los moderados, hallazgo
consistente con reportes recientes que vinculan niveles elevados de ligandos solubles de
NKG2D (ULBP2, ULBP3) con la pérdida de expresion del receptor y la disminucion de la
funcion citotoxica mediada por ADCC (Fernandez-Soto et al., 2024). Estos datos respaldan
la hipdtesis de que, en la enfermedad grave, la funcién de vigilancia inmunoldgica mediada
por NK se encuentra comprometida, favoreciendo la replicaciéon viral sostenida y la
inflamacion sistémica prolongada. La expresion de CD69*, marcador temprano de
activacion, también mostr6 un comportamiento diferencial. En pacientes moderados
predomind en subpoblaciones CD56""9", |o cual es consistente con una activacion funcional
dirigida a la produccion de citocinas y al reclutamiento celular. En contraste, en los casos
severos, su expresion se observo principalmente en subpoblaciones CD56%™, lo que sugiere
una activacion intensa de las células citotdxicas posiblemente en un contexto inflamatorio

exacerbado. Este cambio en el patron de activacion podria reflejar una desregulacion de las
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fases iniciales de la respuesta inmune innata, contribuyendo a la patogénesis observada en
cuadros graves.

Los resultados también se contextualizan frente a otros coronavirus y virus respiratorios. En
SARS-CoV y MERS-CoV se ha documentado linfopenia y desregulaciéon NK similares,
aunque menos prolongadas que en SARS-CoV-2. En infecciones por influenza y virus
sincitial respiratorio (RSV), la activacion inicial de NK es seguida por un agotamiento
reversible; en COVID-19, en cambio, esta disfuncion se mantiene de forma sostenida y se
asocia con fenotipos de maduracion terminal (CD57%), pérdida de receptores activadores y
linfopenia marcada. Esto sugiere que SARS-CoV-2 induce un grado de disfuncion NK mas
profundo y prolongado que otros virus respiratorios, lo que podria explicar parte de la

severidad clinica y la persistencia inflamatoria observada.
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Capitulo 6. Conclusiones
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El presente estudio aporta evidencia solida sobre el papel critico de las células NK en la
inmunopatogénesis de la COVID-19, destacando diferencias fenotipicas y funcionales entre
pacientes con enfermedad moderada y severa. Se observé una disminucion significativa de
la subpoblacion CD56°"9" clave en la regulacion inmunitaria temprana junto con un aumento
de células CD56%™ CD57+ altamente diferenciadas, lo que sugiere un estado de maduracion
terminal y posible agotamiento funcional en los cuadros graves. Ademas, la pérdida de
receptores activadores como NKG2D (CD314%) y las alteraciones en marcadores de
activacion como CD69" refuerzan la hipotesis de una disfuncion de la vigilancia
inmunoldgica innata en la enfermedad severa. Estos hallazgos, obtenidos mediante
citometria espectral y analisis multidimensional, resaltan la relevancia de las células NK
como potenciales biomarcadores inmunoldgicos para estratificar la severidad clinica y
orientar intervenciones terapéuticas futuras. Comprender estas dindmicas celulares no solo
amplia el conocimiento sobre la respuesta inmune frente a SARS-CoV-2, sino que también

contribuye a fortalecer las estrategias de preparacion ante futuras epidemias virales.
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30 de septiembre de 2021

Doctor.

Juan Carlos Batista
Investigadora Principal
E=:S0 D,

Estimado Dr, Batista:

El CNBI en su reunién ordinaria del dia martes 28 de septiembre de 2021, ha discutido su
solicitud de exencién de revisién por parte de un comité de bioética de la investigacién para
el estudio: “Caracterizacion de las células NK en pacientes hospitalizados por SARS CoV-2
en Panamad”, del cual es usted investigadora principal.

Luego de presentar la nota con fecha 24 de septiembre de 2021, el CNBI en pleno ha

aprobado la exencién de revisién ya que este proyecto no requiere de aprobacion bioética,
por tratarse de un estudio de investigacién donde no intervienen participantes humanos

Sin mas que agregar.

Presidenta Ad hoc
Comité Nacional de Bioética de la Investigacion

‘o{ﬁﬁﬂamnnai de BioSheada la Investinacion de Panama
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