Universidad
Europea MADRID vl RMA)

TRABAJO DE FIN DE MASTER
en

Biologia y Tecnologia Aplicada a

la Reproduccion Humana Asistida

ESTUDIO DE LA INMUNIDAD CELULAR
COMO BIOMARCADOR EN EL ABORTO
DE REPETICION Y FALLO DE
IMPLANTACION RECURRENTE
INEXPLICABLES

Autor: Alba Alarcon Escudero

Tutores: Javier Carbone Campoverde / José Rivera Torres

Alcobendas, septiembre 2022



Indice

RESUME counnannnneennneninnnennnneniunenisneenssseesssseessssesssssesssssssssssssssssessssssssssssssssassssas
PalabDras ClAVE .....uueneonnneeneennneecnninneenneensnnecnenseensenssesssesssesssessssesssssssssens
IREPOAUCCION canonnnnnnannnannacnnnennnennneecnnennennnensseecsessnesssessssesssessssessssssssesssassses
ODJEHIVOS auuueennnenvsnrinsnricssarissssrissssresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans
1. ODbjetivo Principal .......ueiieeiinvirinsnicssnicssnncssnnncssssecssssesssssesssssessssseses
2. ODbjetivos SECUNAATIOS ....ceeeevrriescrrcssrrcssnressnsncssssrcssssncsssssssssesssssssasaes
Materiales Y MELOAOS .....eeueeeeueeonvenvssuvivssarisssnressssrsssssnssssnsssssrsssssssssssssssssssssns

1. Estudio Casos y CONLroles .........eicrcrercssnicssnicsssnecsssescsssssssssessssseses

DISENO

PACIENTES

- CRITERIOS DIAGNOSTICOS .....cccocoiiiiiiiiiiiiiieieneeceeee e,

- CRITERIOS DE EXCLUSION

CONTROLES

- CRITERIOS DE EXCLUSION

2. MeEt0d0 de EVAIUACION ..oveeeeeeeeeereerreeeeenneeessecesereesessesssscssssesssssssssssssssesans

CITOMETRIA DE FLUJO

- MARCAIJE DE LA MUESTRA

- ADQUISICION Y ANALISIS DE LA MUESTRA ......ccccccoevvieienene

3. ESTACISTICA ceeeereeennnneereeeereeeeeeneeesssecesesssssssssssscsssssassssssssssssssssssssssssssssssssans

RESUILAAODS auanennnennnnnnnnennnnvininennsarnnssanisssssissssnssssssssssssssssssssssisssssssssssssssssssssns
1. Descripcion del grupo Pacientes .........cccceceecrvnercssneicsssrecssnescssnsessassenes

2. Comparacion del perfil inmunoldgico entre grupos ........ccceevereennnee

COMPARACION ENTRE GRUPOS DE PACIENTES

COMPARACION ENTRE GRUPO FIR Y GRUPOS CONTROL

COMPARACION ENTRE GRUPO AR Y GRUPOS CONTROL

11

11

11

11

12

15

15

16

16
16
17
18



3. Identificacion de puntos de corte asociados al AR..........ceveeevuerreensnecseecnnnns 19

4. Identificacion de biomarcadores de riesgo de AR..........cccuereeuricrvurccrcnrccsnncene 20
5. Identificacion de factores de riesgo mediante regresion logistica.................. 21
REGRESION LOGISTICA UNIVARIABLE 21
REGRESION LOGISTICA MULTIVARIABLE 21

6. Identificacion de escalas de riesgos 0 score inmunologico ...........cceeveeeerneccnnes 21
7. Identificacion de diferencias inmunologicas celulares intragrupales............ 22
GRUPO FIR 22

- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN EL NUMERO DE FI .......cccccosvvnerinrrirrinnee. 22

- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN LA EDAD.........ccoeoviiieeeereeeeeersesereeen. 22

- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN EL TIPO DE INFERTILIDAD ................. 22
GRUPO AR 23

- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN EL NUMERO DE ABORTOS................... 23

- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN LA EDAD.........ccoevvimeeerieeserersereneen. 24

- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN EL TIPO DE INFERTILIDAD ................. 24
DUSCUSTION ovuvevenneriesainosaressssnssssissssisssssisssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanss 24
CONCIUSIONES.cuuueenneneronareossarenssaressssrissssssssssssssssssssssosssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsss 29
BiBDliOGUAfTccnuuennenenonnneeonnnennsnnnncsnnnssansssssisssssisssssisssssesssssessssesssssossssssssssssssssssssssssssnsssns 29
AGPAACCIIMICHLOS «u.neneenneeenerernersreensaensnensanisssesssessssessssssssssssessssesssssssassssssssssssssssssssssasssses 32
ATLEXOS.cuuueressuvrossviossssnssssisssssisssssssssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssns 33
1. Anexo 1: Tablas de resultados .......eeeeinenisnenseenseensennsennseesssecssesssscsssecssae 33
2. Anexo 2: Aprobacion de comités de ética (CEI)......ccuuerervercrcuercscnrccssnrccsnncen 39



Resumen

El sistema inmunol6gico materno comprende un rol importante en la tolerancia materno-
fetal, por lo que un desequilibrio en este podria desencadenar un fallo reproductivo en la
mujer. Alrededor del 50% y < 5% de las pacientes con abortos de repeticion (AR) y fallos
de implantacion recurrentes (FIR), respectivamente, no presentan una causa conocida de
la patologia, por lo que nuestro objetivo es observar el perfil inmunoldgico de estas
pacientes a fin de encontrar alteraciones con un posible papel patogénico en la
enfermedad. Se evaluaron las subpoblaciones linfocitarias T, B, NK y NKT, ademas de
la serie monocitica en sangre periférica de un total de 61 pacientes no embarazadas con
diagnostico de abortos de repeticion o fallos de implantacion recurrente y de 100 controles
sanas por citometria de flujo de 6 colores. Ambos grupos de pacientes presentaron un
perfil inmunofenotipico de activacion de célula T CDS, de células NK y del estado de
maduracion del linfocito B similar. Sin embargo, tras la comparacion con los grupos
control, se encontraron alteraciones de las subpoblaciones linfocitarias T CD3+, T CD8+,
NKT y B de memoria no switch y class switch tanto en pacientes FIR como AR,
sugiriendo un perfil periférico predominantemente proinflamatorio. Niveles de células
NKT > 5%, linfocitos T CD8+ > 26,50%, linfocitos B de memoria no switch > 22% y
linfocitos B de memoria no switch > 32% fueron identificados como nuevos
biomarcadores de riesgo para el AR. Asi mismo, la combinacién de al menos dos de ellos

aumentaria significativamente la probabilidad de padecer la enfermedad.

Palabras clave

Fallos de implantacion inexplicable, abortos de repeticion inexplicables, fallo
reproductivo, inmunologia reproductiva, inmunidad celular, leucocitos en sangre

periférica, biomarcadores, citometria de flujo.



Introduccion

La pérdida recurrente de gestacion, o mas conocido como, aborto de repeticion (AR),
es un trastorno consensuado por las diferentes sociedades médicas internacionales del
ambito reproductivo como la pérdida de dos o mas embarazos clinicos antes de la semana
22 de gestacion, sin tener que ser estas necesariamente consecutivas!). Es dificil
establecer la prevalencia real del AR. La falta de registros nacionales, diferencias en los
criterios diagndsticos de la patologia, o diferentes actitudes sociales y/o culturales, hacen
que esto sea todo un desafio®. Sin embargo, la tltima guia clinica publicada por la
Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE), establece que

afecta en torno al 1-2% de las parejas en edad fértil®.

Diferentes factores de riesgo se han asociado directamente con el AR, edad materna
avanzada, nimero de abortos espontdneos previos, malformaciones uterinas congénitas o
adquiridas, endometritis cronica y alteraciones en la decidualizacién, obesidad
(IMC>30kg/m?), endocrinopatias mal controladas, anormalidades en cariotipos
parentales, estilo de vida (estrés, tabaquismo y alcoholismo), trombofilias congénitas,
ademas de alteraciones inmunolégicas' . A pesar de los factores descritos, en mas del
50% de las parejas que presentan AR no se identifica factor alguno®, por lo que otros

mecanismos podrian estar relacionados con la patogénesis del AR.

Los procedimientos llevados a cabo en las clinicas de fertilidad, cominmente
conocidos como técnicas de fecundacion in vitro (FIV), brindan una gran oportunidad de
tratamiento en aquellas parejas con problemas reproductivos. Sin embargo, la aplicacion
de dichas técnicas ha llevado a la aparicion de otros desafios como el fallo de
implantacion recurrente (FIR)®. La definicion de FIR no estd totalmente establecida.
Actualmente podriamos considerar la ausencia de embarazo tras la transferencia de al
menos tres blastocistos de buena calidad en mujeres hasta 37 afios, o de tres blastocistos
euploides en mujeres mayores de 37 afios, sin una evidencia clara de no implantacion en
los estudios basicos previos de la pareja infértil, como la definicion de FIR maés
aceptada®. La disparidad en las tasas de implantacion y los diferentes protocolos de
trabajo utilizados por las distintas clinicas de reproduccioén, hacen que no haya un

consenso internacional en esta®, mostrando una incidencia real indeterminada.

Sociedades cientificas como la Sociedad Britanica de Fertilidad (BFS) o la Sociedad

Espafiola de Fertilidad (SEF), han elaborado guias clinicas donde exponen las evidencias
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actuales sobre posibles factores de riesgo descritos y recomendaciones clinicas para el
manejo de FIR. En ellas se detalla que algunas alteraciones anatdmicas uterinas
congénitas o adquiridas ademas de la presencia de alteraciones genéticas en el embrion,
pueden afectar directamente a la capacidad de implantacion embrionaria®®. No obstante,
algunos grupos de investigacion han establecido que <5% de las pacientes con FIR a las
que se les ha transferido embriones euploides, no presentaban alteraciones anatomicas
uterinas/endometriales, siendo por tanto desconocida la causa del fallo de implantacion?.
A diferencia del AR, no se ha encontrado evidencia suficiente para atribuir a factores

endocrinos y/o trombofilias una relacion directa en la patogenia de FIRG-,

Establecer relacion entre desordenes inmunologicos y el AR y/o FIR se encuentra en
fase de estudio. Es conocido que la tolerancia materno-fetal es esencial para una correcta
implantacion y progresion del embarazo, por lo que una alteracion en la adaptacion
inmunitaria materna al embrién/feto podria desencadenar un rechazo, y como

consecuencia, un fallo de implantacion o perdida gestacional®.

Entre los factores inmunoldgicos descritos con mayor evidencia cientifica en AR
encontramos el Sindrome antifosfolipido (SAF), una trombofilia adquirida asociada a la
presencia de anticuerpos antifosfolipidos (anticuerpo anticoagulante lapico (AL);
anticuerpo anti 2 glicoproteina I (f2GPI) IgG y/o IgM; anticuerpo anticardiolipina
(ACA) IgG y/o IgM) que afecta al 15-20% de las mujeres con un diagnostico de AR,
pudiendo este sindrome causar abortos tempranos y/o tardios, preeclampsia, ademas de
retraso del crecimiento intrauterino fetal®. La titulacion de los anticuerpos
antifosfolipidos en suero para el cribado del SAF es actualmente el tnico biomarcador
recomendado por las guias clinicas en el diagnostico de desdrdenes inmunologicos
relacionados con el AR(?, Por el contrario, encontramos que las sociedades cientificas
no establecen suficiente evidencia para atribuir al SAF una relacion directa con la
patogenia en FIR, recomendando en ella, la medicion de los anticuerpos antifosfolipidos

en casos individualizados y con caracter experimental®).

A pesar de que el SAF sea la unica alteraciéon inmunoldgica reconocida por las
sociedades médicas en el ambito reproductivo, existen muchos otros parametros
inmunologicos actualmente en investigacion que parecen mediar en la relacion materno-
fetal, como el tipo de receptor KIR materno y la presencia de moléculas HLA-C2 en el

embriodn, o los niveles de vitamina D maternos, algunos de los cuales, son reconocidos a



nivel experimental por las guias clinicas. Otros autores estan centrando sus estudios en la
inmunologia reproductiva a nivel celular, destacandose entre ellos el andlisis de las

subpoblaciones linfocitarias T reguladoras (Tregs) y de las células Natural Killer (NK)
®

Las células Tregs son una subpoblacion linfocitaria T CD3+CD4+ dentro del sistema
inmune adaptativo que tienen un papel fundamental en la inmunoregulacion y tolerancia
al embarazo, entendida desde el punto de vista inmunolégico como la predominancia de
una respuesta de citoquinas tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13)®-!D, Aproximadamente,
entre un 10% y un 30% de las células T CD3+CD4+ expresan el factor de transcripcion

FOXP3 caracteristico de las Treg!!.

Tanto a nivel uterino como en el torrente sanguineo, el reclutamiento de las Tregs
comienza en la fase folicular de cada ciclo menstrual, alcanzando su maximo durante la
ovulacién. En caso de embarazo, sus niveles permanecen aumentados hasta la mitad de
la gestacion, disminuyendo con el nacimiento!V). Estas variaciones en los niveles de
Tregs regulan cambios en los perfiles de citoquinas necesarios para una correcta
tolerancia materno-fetal. Durante la implantacion y el parto, se requerira cierta actividad
pro-inflamatoria mediada por una respuesta Thl y Th17 (IL-2, INFy, TNFa e IL-17), a
diferencia de las fases intermedias del embarazado, donde predominard de forma casi

excluyente una respuesta tolerante Th2(,

Estudios en modelos murinos y humanos apuntan a que un desequilibrio en los
niveles de células Tregs tanto en la decidua como en sangre periférica podria alterar el
equilibrio entre la respuesta Th1/Th2, afectando, por tanto, a la implantacion embrionaria
y a la progresion de un aborto espontaneo. Niveles de Tregs uterinas y periféricas
disminuidos se han asociado a mujeres con AR y FIR en comparacién con mujeres

fértiles, observandose una respuesta predominantemente pro-inflamatoria Th1 y Th17 en

ellas 24811,

Ademas de estos estudios, otras alteraciones asociadas a la inmunidad adaptativa

han sido descritas por diferentes autores en relacion con el AR y FIR (1213,

Estudios previos realizados por nuestro grupo en una pequena cohorte de pacientes
que presentaban AR, asocian una mayor activacion linfocitaria T citotdxica (CD3+CD8+)
en estas pacientes frente a controles sanos, entendiéndose el aumento de activacion como

un incremento de la expresion de HLA-DR presente en la membrana celular'®), molécula
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de histocompatibilidad (MHC) de tipo II presente en células presentadoras de antigeno
(APC) que representa un marcador de activacion tardio en subpoblaciones linfocitarias T
capaz de intensificar la respuesta inmunolodgica en presencia de estimulo. La expresion
de dicho marcador se ha visto comprometida de igual forma en perfiles de infeccion

cronica y de enfermedades autoinmunes(!?),

Alteraciones en la fase madurativa de la poblacion linfocitaria B (CD19+) también
han sido descritas por nuestro laboratorio en pacientes con recurrentes perdidas
gestacionales, observandose un aumento en nimero absoluto de células B de memoria
que no han realizado cambio de clase (CD19+CD27+IgD+IgM+). Asimismo, dicho
hallazgo ha sido documentado por otros autores en pacientes con AR que presentaban

ACA IgM positivos!?),

No solo se ha reportado la implicacion del sistema inmune adaptativo en la correcta
implantacion y desarrollo embrionario. Ciertos desordenes de la inmunidad innata
también estan adquiriendo un papel relevante en las investigaciones destinadas a explicar

la patogenia del AR y FIR.

La implicacion del sistema inmune innato en la tolerancia materno-fetal viene
determinada predominantemente por las células NK, definidas clasicamente como una
poblacion celular de la serie linfoide, caracterizada por expresar CD56 como marcador
de superficie. A diferencia de las células T, carecen de la expresion de CD3 en su
membrana®. La intensidad con la que las NK expresan CD56, permite dividirlas en dos
subpoblaciones diferentes, encontrando, por un lado, las células NK con CD56 de alta
intensidad (NK CD56¢) |y por otro, a las células NK con CD56 de baja intensidad (NK
CD56%m). Las NK CD56™ se caracterizan por una funcion citotoxica y por una elevada
expresion del receptor Fc de IgG (CD16) en superficie, receptor que participa en la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. A diferencia, las células NK CD56ight
carecen de actividad citotoxica, predominando su elevada actividad proliferativa e

inmunoreguladora mediada por la produccion de citoquinas!?.

A nivel fisiologico, las células NK de sangre periférica (pNK) representan
aproximadamente un 10% de los linfocitos totales circulantes, las cuales un 90% de estas
corresponden a células NK CD56%™, siendo las células NK CD56%" e] 10% restante del
total de las pNK. Esta proporcion NK CD569m/ NK CD56° ¢ hace que la funcion de las

células pNK sea principalmente citolitica, defendiendo al organismo de células infectadas



o aberrantes mediante citotoxicidad directa o mecanismos pro-apoptoticos®!¥. La
alteracion del numero de células NK presentes en sangre periférica ha sido relacionada
en diversos trabajos con la presencia de fallo reproductivo, lo que ha llevado incluso a
algunos autores a definir valores de normalidad de pNK en pacientes sin dichos

antecedentes®.

No solo este desequilibrio en las pNK ha sugerido una relacion con el AR y el FIR,
sino, la alteracion de las células NK uterinas (uNK), también han sido de gran interés en
las investigaciones relacionada con la inmunologia reproductiva. Su perfil
predominantemente regulador y proliferativo (NK CD561€") hace pensar en su posible
implicacion sobre la tolerancia materna, hecho que ha podido demostrarse tras el estudio
las dos subpoblaciones en las que pueden dividirse. Por un lado, encontrariamos las
células NK endometriales (eNK), que representan aproximadamente el 30% de los
linfocitos totales endometriales con ciertas variaciones en numero dependiendo de la fase
del ciclo menstrual, y cuya funcion, aunque es todavia desconocida, sugiere una
participacion en la implantacion embrionaria, y por otro lado, las células NK de la decidua
(dNK), células NK uterinas mas estudiadas que representan un 70% de los linfocitos
totales uterinos durante el embarazo, implicadas directamente en la inmunotolerancia, la

invasion del trofoblasto y la angiogénesis('#.

Otros tipos de células NK no clésicas, como son las denominadas NKT por su
expresion positiva de CD3, al igual que la subpoblacién linfocitaria T, también han sido

relevantes desde el punto de vista reproductivo en el caso del AR®.

Una limitacién de estos estudios es que, como la mayoria de los realizados en este
campo, incluyen pacientes con otras alteraciones inmunologicas que pueden afectar el
nivel de expresion de estos biomarcadores como podria ser la presencia de anticuerpos

antinucleares que no suelen incluirse como criterio de exclusion en dichos estudios.

La falta de consenso en los criterios diagnodsticos de pacientes limita la comparacion
de trabajos, ademas del reducido tamafio muestral incluido en los estudios, y la gran
cantidad de resultados controvertidos en la literatura cientifica, imposibilita que los
hallazgos mostrados adquieran suficiente evidencia para avalar una relacion directa con

la fisiopatologia del AR y/o FIR.

Existe una gran necesidad de conocer qué otros factores de riesgo pueden estar

afectando a las pacientes con AR y FIR en las que no se encuentra un hecho causal. Esto,
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junto con la gran cantidad de estudios que demuestran la importancia de una correcta

coordinacion del sistema inmunoldgico a nivel celular para que una gestacion pueda

llevarse a cabo y, en consecuencia, llegar a término, hace que nos planteemos que la

determinacion de biomarcadores inmunologicos celulares en pacientes con AR y/o FIR

de causa no aclarada, podria ayudarnos a entender mejor dichas patologias,

permitiéndonos desarrollar una medicina mas personalizada.

Objetivos

1. Objetivo principal

(@)

Describir el perfil inmunoldgico celular de pacientes con abortos de repeticion o
fallos recurrentes de implantacion inexplicables previo a cualquier tratamiento
farmacoldgico, tanto a nivel de la respuesta inmune adaptativa como innata,

identificando alteraciones en estas pacientes en comparacion con mujeres fértiles.

2. Objetivos secundarios

(@)

Establecer puntos de corte en las subpoblaciones linfocitarias T, B, NK y NKT y
serie monocitica que se asocien al aborto de repeticion o fallo de implantacién
recurrente.

Comparar el perfil inmunoldgico de las pacientes con abortos de repeticion con el
de las pacientes con fallos recurrentes de implantacion.

Establecer asociacion entre el nimero de abortos o fallos de implantacion, y las
alteraciones inmunolégicas estudiadas.

Establecer asociacion entre factores como la edad o el tipo de infertilidad

(primaria o secundaria), y las alteraciones inmunoldgicas estudiadas.



Materiales y Métodos
1. Estudio Casos y Controles

DISENO

Estudio prospectivo observacional analitico (casos y controles) realizado en el
Servicio de Inmunologia del Hospital General Universitario Gregorio Marafion

(HGUGM) desde octubre de 2019 hasta abril de 2022.

PACIENTES

La cohorte de pacientes seleccionada constaba de 12 mujeres no embarazadas con
antecedentes de fallo recurrente de implantacion inexplicable (Grupo FIR) y 49 mujeres
no embarazadas con historial clinico de abortos de repeticion de causa desconocida

(Grupo AR).

- CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Se tuvo en cuenta la ausencia de embarazo (ff-HCG negativa) tras transferencia de al
menos tres blastocistos de buena calidad en mujeres hasta 37 afios, o de tres blastocistos
euploides en mujeres mayores de 37 afios, sin evidencia clara de no implantacion en los
estudios basicos previos de la pareja infértil, como criterio diagndstico para la seleccion
de pacientes con FIR. La definicion de AR considerada en el estudio fue la pérdida de

dos 0 més embarazos clinicos, consecutivos o no, antes de la semana 22 de gestacion.

- CRITERIOS DE EXCLUSION

Mujeres con causa documentada de FIR o AR fueron excluidas del estudio.
Potenciales antecedentes como alteraciones anatomicas uterinas congénitas o adquiridas,
anomalias en el cariotipo tanto de la mujer como en su pareja, ademas de alteraciones
genéticas en el producto de concepcion (POC), obesidad (IMC>30kg/m?), infecciones
en los 6 ultimos meses, alteraciones endocrinas (hiperprolactinemia no tratadas, diabetes
mellitus e hipo/hipertiroidismo mal controladas), celiaquia sin restriccion de gluten,
alteraciones ginecoldgicas (endometriosis, sindrome de ovario poliquistico, amenorrea),
trombofilias congénitas (mutacién en G20210A e la protrombina o factor V Leiden) y
adquiridas (sindrome antifosfolipido), tratamientos inmunomoduladores en los 6 meses

anteriores, y cualquier desorden inmunoldgico autoinmune (anticuerpos antinucleares,
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antifosfolipidos, anti-transglutaminasa, y anti-tiroideos), se tuvieron en cuenta en la

exclusion de pacientes.

CONTROLES

Grupo de controles formada por un subgrupo de 40 mujeres en edad fértil (25-45
afios) con al menos un recién nacido vivo (Grupo CNT hijos), y otro subgrupo de 60
mujeres en edad fértil sin antecedentes de embarazo (Grupo CNT sin hijos). La seleccion
de mujeres incluidas en los grupos control se llevé a cabo a partir de bases de datos
elaboradas en estudios previos. Los controles negaron tener enfermedades activas en el

momento del estudio.

- CRITERIOS DE EXCLUSION

Antecedentes de fallo de implantacion o aborto espontineo, ademas de los
mencionados para la cohorte de pacientes, se tuvieron en cuenta en la exclusion de

controles en ambos grupos.

2. Método de evaluacion

CITOMETRIA DE FLUJO

- MARCAJE DE LA MUESTRA

Se realiz6 un estudio inmunofenotipico de subpoblaciones linfocitarias T, B, NK y
NKT, ademas de serie monocitica, incluyéndose un perfil de activacion celular T CD8+,
junto al estado madurativo de linfocitos B CD19+. La caracterizacion celular se llevo a
cabo mediante citometria de flujo en sangre periférica recogida en tubos con
anticoagulante EDTA. El procesamiento de la muestra incluia en un primer momento, el
marcaje en superficie de 100 uL de sangre periférica con el coctel de anticuerpos
monoclonales conjugados, recogido en la Tabla I, durante 20 minutos en oscuridad y
temperatura ambiente, separando en un tubo, la identificacion celular T, NK, NKT y
monocitos, ademds de la activacion linfocitaria T CD8 (Tubo 1), y en otro, la
caracterizacion linfocitaria B (Tubo 2). La muestra utilizada en el tubo 2 fue previamente
lavada en wuna proporcion 1:10 con PBS 1X (Gibco/ThermoFisher Scientific,
Massachusetts, USA). Tras la incubacion con los anticuerpos monoclonales
correspondientes, se llevo a cabo la lisis de eritrocitos y fijacion de la muestra mediante

el uso del reactivo BD FACS Lysing Solution 10X (Becton Dickinson, San José, CA,
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USA), siguiendo las indicaciones del fabricante. Finalmente se realizaron tres lavados de

la muestra afiadiendo 2mL de PBS 1X y centrifugando a 400xg durante 5 minutos.

Tabla 1. Anticuerpos monoclonales utilizados en la identificacion de monocitos y

subpoblaciones linfocitarias T, B, NK y NKT

L C
Tubo Perfil celular Anticuerpo Fluorocromo Clon /l:‘lest com‘eli‘clia .
Monocitos CD14 PerCP MEM-15 10 uLL EXBIO
Tubo 1: CD3 PB UCHT1 SuL Cytognos
subpoblacién T, Linfocitos T, NK CD8 APC 17D8 3uL Cytognos
Y NKT
NK, NKT y CD56 PC5.5 N9O1 s Deckman
monocitos Coulter
Activacion T HLA DR FITC L243 SuL Cytognos
y serie
monocitica CD38 PE T16 SuL Cytognos
Linfocito B CD19 PerCP Cy5.5 HIB19 3ulL Cytognos
bT ”’;‘; % CD27 FITC LT27 SuL  EXBIO
subpoblacion 3l
B Maduracion B IeM APC SADA4 H ?\Z;ﬁgzois
IeD PE 1GD26 5uL Heny
Biotec

PerCP: complejo proteico de peridina y cloroquina, PB: pacific blue, APC: aloficocianina, PE: ficoeritrina, FITC:

isotiocinato de fluoresceina, PerCP Cy5.5: complejo proteico de peridina y cloroquina cianina 5.5, PCS5.5: ficoeritrina

cianina 5.5.

- ADQUISICION Y ANALISIS DE LA MUESTRA

La adquisicion de la muestra previamente procesada se realizé en un citometro de

flujo Gallios Beckman Coulter 10 colores (3 laseres) mediante el software Cytometry List

Mode Data Acquisition and Analysis (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA). El andlisis

se ejecutd mediante el Kaluza Analysis Software (Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA)

e Infinicyt Sotware (Cytognos, Salamanca, Espariia), siguiendo la estrategia de analisis

mostrada en la Figura 1.
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Figura 1. A) estrategia de analisis seguida para la identificacion de subpoblaciones
linfoides T, NK y NKT y serie monocitica, ademas de activacion celular T CDS8, tras la
adquisicion de la muestra procesada en el tubo 1 del protocolo, B) estrategia de analisis
seguida para la identificacion de la subpoblacion linfocitaria B y su perfil madurativo

tras la adquisicion de la muestra procesada en el tubo 2 del protocolo.
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3. Estadistica

El andlisis estadistico de las variables medidas en nuestro estudio se llevo a cabo
en el software IBM SPSS Version 25 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). El tamaio muestral
minimo a evaluar se calculd en 31 participantes por grupo. Se consider6 un error tipo I
del 5%, con una potencia estadistica del 80%, asumiendo una distribucion de alteraciones
para nivel NKT de estudios previos alrededor del 40% y 10% en poblacion enferma y
controles respectivamente. Las variables cuantitativas fueron sometidas a un analisis
descriptivo de tendencia central tras la prueba de normalidad Kolmogorov-Smirnov. Las
variables cualitativas fueron representadas por su frecuencia absoluta y relativa. Se
realiz6 un analisis de diferencia de medias entre los diferentes subgrupos de pacientes, y
entre subgrupos de pacientes y subgrupos control, aplicando la prueba T de Student para
variables cuantitativas y la chi-cuadrado (y?) en las categoricas. Para minimizar el error
en comparaciones de mas de 2 grupos se realizoé analisis de ANOVA con correccion de
Bonferroni. Mediante curva ROC se identificaron puntos de corte en las variables que se
asociaban con desarrollo de AR. La identificacion del riesgo relativo se realizd mediante
un analisis de regresion logistica, obteniéndose el valor de Odd Ratio (OR). Las variables
que resultaron significativas se introdujeron en modelos de regresion logistica
multivariable para ver las variables mas fuertemente asociadas con el desarrollo de
abortos. Para la identificacion de escalas de riesgo o score en el AR, se combinaron los
biomarcadores descritos en el andlisis de regresion logistica multivariable, teniendo en
cuenta el valor de OR obtenido para el calculo de la puntuacion. Mediante curva ROC se
identifico un punto de corte en el score y se procedi6 a un analisis de regresion logistica
univariable y multivariable. Se consider6 un intervalo de confianza del 95% y valores de

p<0,05 como significativos para estos analisis.
4. Etica

El presente estudio cumplié con los estandares éticos propuestos por el comité de
ética del HGUGM vy el comité de ética de la Universidad Europea de Madrid,
consiguiendo su aprobacion previamente a la realizacion del estudio (4Anexo 2). Los
procedimientos seguidos se ajustaron a la Declaracién de Helsinki de 1975. Se recogid

un consentimiento informado antes de la obtencion de las muestras y realizacion de

procedimientos en cada uno de los sujetos de estudio.
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Resultados

1. Descripcion del grupo pacientes

El grupo FIR constaba de 12 mujeres no embarazadas con una edad media de 35 afios
(30-41 anos) e historial clinico de fallo recurrente de implantacién de causa desconocida,
de las cuales, el 75% manifestaron antecedentes de tres fallos de implantacion, y el 25%
presentaron mas de tres. En el grupo AR se incluyeron un total de 49 mujeres con media
de 36 afios (30-43 afios), no embarazadas con antecedentes de abortos de repeticion de
causa desconocida en el 1¢ y 2° trimestre. El 38,76% tuvo un total de dos abortos
espontaneos y el 61,22% mas de dos abortos. Entre otras variables clinicas evaluadas en
los dos grupos de pacientes se pudo observar diferencias significativas en el numero de
pacientes que presentaban factor tubarico o antecedentes de cirugias uterinas (4nexo 1,

Tabla 1).

2. Comparacion del perfil inmunoldégico entre grupos

COMPARACION ENTRE GRUPOS DE PACIENTES

Las pacientes con diagndstico de AR presentaron mayor porcentaje de linfocitos
totales en sangre periférica que el grupo de pacientes con FIR (Figura 2). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para el resto de los parametros

inmunologicos estudiados entre estos grupos (4Anexo 1, Tabla 2).

40,00
'|' Grupo FIR
& 30,00 o
8 T Grupo AR
=
% 20,00 J_
< Figura 2. % de linfocitos totales
; 10.00 p=0,003 obtenidos por citometria de flujo en el
- grupo de pacientes con FIR y grupo de
00 pacientes con AR.

Grupo FIR vs. Grupo AR
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COMPARACION ENTRE GRUPO FIR Y GRUPOS CONTROL

Se encontraron porcentajes significativamente mas altos de linfocitos NKT (CD3+
CD56+), linfocitos T citotoxicos (CD3+ CD8+), linfocitos B memoria no switch (CD19+
CD27+ IgD+ IgM+) y linfocitos B memoria class switch (CD19+ CD27+ IgD- IgM-) en
las pacientes con FIR en comparacion con ambos grupos control (CNT) con hijos y sin
hijos. Las mujeres con FIR tuvieron mayor porcentaje de linfocitos B naive
(CD19+CD27-) con respecto al grupo control con hijos y menor porcentaje de linfocitos
T (CD3+) con respecto a los dos grupos control (Figura 3). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos para el resto de los marcadores

inmunologicos celulares (Anexo 1, Tabla 2).
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Figura 3. CNT: grupo control. % linfocitos NKT (CD3+ CD56+), % linfocitos T
citotoxicos (CD3+CD8+), % linfocitos B memoria no switch (CD19+CD27+I1gD+IgM+),
% linfocitos B memoria class witch (CD19+CD27+IgD-IgM-), % linfocitos T (CD3+) y
% linfocitos B naive (CD19+CD27-), obtenidos por citometria de flujo. @ Valores de p
entre grupo FIR y grupo CNT con hijos; ) Valor de p entre grupo FIR y grupo CNT sin
hijos.

COMPARACION ENTRE GRUPO AR Y GRUPOS CONTROL

El grupo AR presentd mayor porcentaje de linfocitos NKT (CD3+CD56+), linfocitos
T citotoxicos (CD3+CD8+), linfocitos B memoria no switch (CD19+CD27+IgD+IgM+)
y linfocitos B memoria class switch (CD19+CD27+IgD- IgM-), y menor porcentaje de
linfocitos T (CD3+) que ambos grupos de control (Figura 4). Las otras subpoblaciones
linfocitarias analizadas no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre

grupos (Anexo 1, Tabla 2).
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Figura 4. CNT: grupo control. % linfocitos T (CD3+), % linfocitos NKT (CD3+CD56+),
% linfocitos T citotoxicos (CD3+CD8+), % linfocitos B memoria no switch
(CD19+CD27+IgD+ IgM+) y % linfocitos B memoria class witch (CD19+CD27+IgD-
IgM-) obtenidos por citometria de flujo en el grupo de pacientes con AR y ambos grupos
de controles. @ Valores de p entre grupo AR y grupo CNT hijos; ¥ Valor de p entre grupo
AR y grupo CNT sin hijos.

3. Identificacion de puntos de corte asociados al AR

Se identifico mediante curva ROC un punto de corte de linfocitos NKT >5%
(sensibilidad 51,40% y especificidad 82,10%), y otro con mayor especificidad de células
NKT >8,50% (sensibilidad 23% y especificidad 100%). Otros puntos de corte incluyeron:
linfocitos T CD8+ >26,50% (sensibilidad 71,40% y especificidad 70%), linfocitos B de
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memoria no switch y class switch >22% (sensibilidad 79,2% y especificidad 70%) y
>32% (sensibilidad 66,70% y especificidad 72,50%), respectivamente (Figura 5). No se

identificaron puntos de corte para el porcentaje de linfocitos T CD3+.

A) % Linfocitos NKT B) % Linfocitos T CD8+

08
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Figura 5. Curvas ROC de: % de linfocitos NKT (4), % de linfocitos T CD8+ (B),
% de linfocitos B de memoria no switch (C) y % de linfocitos B de memoria class

switch (D).

4. Identificacion de biomarcadores de riesgo de AR

Niveles mas altos de porcentaje de linfocitos NKT, linfocitos T CD8+, linfocitos B
de memoria no switch y class switch, se vieron asociados significativamente con el
desarrollo de AR. Mediante la prueba y? se identificd asociacion estadisticamente
significativa del porcentaje de linfocitos NKT > 5% o > 8,50%, porcentaje de linfocitos
T CD8+ > 26,50%, y porcentaje de linfocitos B de memoria no switch > 22% y class
switch > 32% con desarrollo de AR (4nexo 1, Tabla 3).
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5. Identificacion de factores de riesgo mediante regresion logistica

REGRESION LOGISTICA UNIVARIABLE

Los niveles de células NKT > 5%, células T CD&+ > 26,50%, células B de memoria
no switch > 22% vy células B de memoria class switch > 32%, resultaron
significativamente asociados con riesgo de AR en el andlisis de regresion logistica

univariable (Anexo 1, Tabla 4).

REGRESION LOGISTICA MULTIVARIABLE

Tras ajuste entre variables, en el andlisis de regresion logistica multivariable se
mantuvieron con asociacion significativa al AR en el modelo los linfocitos NKT > 5%,
células T CD8+ > 26,50% y células B de memoria no switch > 22% (4Anexo 1, Tabla 5),
quedando excluido el biomarcador de linfocitos B de memoria class switch > 32% con

una significacion de p = 0,921.

6. Identificacion de escalas de riesgos o score inmunologico

El célculo del score se realizd adjudicando 5 puntos si el porcentaje de linfocitos
NKT era superior al 5%, 4 puntos si el porcentaje de la subpoblacion T CD8+ era superior
a26,50% y 3 puntos si el porcentaje de la subpoblacion linfoide B de memoria no switch
superaba el 22%. Mediante curva ROC se identificé un punto de corte en el score de 6
puntos con una sensibilidad del 50% y una especificidad del 97,40% (Figura 6),
significativamente asociado al desarrollo de AR (p<0,001, prueba y?), adquiriendo un
valor de OR de 12,47 (3,86-40,29 95% IC). Realizamos un analisis multivariante donde
observamos un desplazamiento de las variables individuales y la prevalencia del score
frente a estas, sugiriéndose que la combinacion de alteraciones puede asociarse mejor con

riesgo de AR (4nexo 1, Tabla 6).

Score

Figura 6. Curva ROC obtenida
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7. Identificacion de diferencias inmunologicas celulares intragrupales

GRUPO FIR

- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN EL NUMERO DE FI

No se identificaron diferencias significativas en las variables inmunolégicas
celulares estudiadas al comparar el grupo con 3 fallos de implantacion con el grupo que

presentd mas de 3 fallos de implantacion (Anexo 1, Tabla 7).

- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN LA EDAD

Las pacientes mayores de 35 afios presentaron significativamente menor porcentaje
de linfocitos T (CD3+) y mayor porcentaje de células NK (CD3-CD56+) que las pacientes
menores de 35 afos (Figura 7 y Anexo 1, Tabla 7).

|:| Grupo < 35 afios |:| Grupo = 35 afios

80,00 25,00
™ p=0,030 p=0,047
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— 4000 X 7 500
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Grupo FIR por edad Grupo FIR por edad

Figura 7. % de linfocitos T (CD3+) y células NK (CD3-CD56+) obtenidos por
citometria de flujo en el grupo FIR dependiente de la edad.

- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN EL TIPO DE INFERTILIDAD

El porcentaje de linfocitos T CD8+ HLA-DR+ fue significativamente mayor en el
grupo de pacientes FIR que presentaban infertilidad secundaria que las pacientes con
infertilidad primaria (Figura 8). No se encontraron otras diferencias entre estos grupos de

pacientes (Anexo 1, Tabla 7).
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- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN EL NUMERO DE ABORTOS

Se observo mayor porcentaje de monocitos y menor porcentaje de linfocitos B de

memoria no switch en el grupo con mas de dos abortos que en el grupo con historial

clinico de dos abortos (Figura 9). No se encontraron otras diferencias significas entre

grupos (Anexo 1, Tabla §).
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Figura 9. Ab: abortos espontaneos; % monocitos (CD14+) y linfocitos B de memoria no

switch (CD19+CD27+1gD+IgM+) obtenidos en el grupo AR dependiendo del numero de

abortos.
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- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN LA EDAD

No se encontraron diferencias significativas en el perfil inmunolégico de las
pacientes con AR menores a 35 afios en comparacion con el grupo mayor o igual a 35

afios (Anexo 1, Tabla 8).

- PERFIL INMUNOLOGICO SEGUN EL TIPO DE INFERTILIDAD

Las mujeres con AR secundario presentaron mayor porcentaje de linfocitos B de
memoria class switch que las pacientes con AR primario (Figura 10). No se identificaron

diferencias en el resto del perfil inmunologico entre grupos (4nexo 1, Tabla 8).
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Discusion

El correcto funcionamiento del sistema inmunolégico materno es esencial para que
una adecuada adaptacion y/o tolerancia materno-fetal se produzca a lo largo del
embarazo. La desregulacion de este puede desencadenar complicaciones durante la
implantacion y gestacion que desembocaran en un fallo reproductivo. Establecer
biomarcadores inmunologicos que ayuden a predecir el AR y FIR est4 siendo objeto de

estudio de muchos grupos de investigacion.

Nuestro estudio, nos ha posibilitado la comparacion de un perfil celular de pacientes
con AR y FIR con el perfil inmunolégico de grupos control, permitiéndonos identificar
ciertos pardmetros que podrian estar influyendo en la patogenia del AR y FIR de causa

desconocida. Ademads, hemos podido estudiar las diferencias a nivel celular entre
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pacientes con AR y FIR, observado Uinicamente un incremento porcentual de linfocitos
totales en las pacientes AR, por lo que podriamos concluir que existe una similitud en el
perfil inmunolégico celular entre ambos fallos reproductivos entre lo que hemos

evaluado.

Tanto en pacientes con AR como en pacientes con FIR, hemos observado una
disminucion porcentual celular T CD3+ en sangre periférica, aparentemente no descrita
por otros autores, junto con una paradojica elevacion de niveles celulares T citotoxicos
CD8+, puesto que al estar disminuida la poblacion T CD3+ podriamos esperar una
disminucién de sus subpoblaciones celulares. Dichos hallazgos podrian explicarse desde
el punto de vista de una respuesta Th1/Th2 alterada, en la que la disminucion de células
T CD3+ podria asociarse a un descenso de la subpoblacion celular T CD4+, en especial
de linfocitos Treg encargados de la tolerancia materna durante la gestacion, descrito
previamente por diferentes autores>”-1%1115 qumentando asi, la proporcion de células T
citotoxicas CD8+ circulantes y prevaleciendo un perfil inmunologico proinflamatorio, tal
y como describen Wang et al.(!>), Sin embargo, la corroboracion de la hipotesis expuesta
deberia de realizarse ampliando el perfil celular de estudio en futuros trabajos. A pesar de
que la poblacion celular T CD3+ se encuentre disminuida en el grupo de pacientes FIR,
hemos identificado mayores niveles de células T CD3+ en aquellas pacientes menores de
35 afios, a diferencia del grupo AR menor de 35 afios, donde no se observd dicha
elevacion, lo que nos indica que la edad podria estar influyendo en la proporcioén de
linfocitos T de mujeres con FIR inexplicable, hecho que debiera de confirmarse con un

reclutamiento mayor de pacientes.

A diferencia de estudios realizados anteriormente por nuestro grupo de investigacion
y otros en pacientes con AR, no conseguimos encontrar diferencias significativas en los
niveles de activacion celular T CD8+ (CD3+CD8+HLA DR+) entre grupos de pacientes
y grupos control. Sin embargo, hemos identificado mayor proporcion de activacioén en
pacientes FIR con infertilidad secundaria frente a las pacientes con infertilidad primaria.
Este hecho puede deberse a la alta y exhaustiva seleccion de pacientes llevada a cabo en
este trabajo, donde se descartaron todas aquellas pacientes con cualquier alteracion
autoinmune, a fin de evitar sesgos en cuanto a la identificaciéon de un perfil
proinflamatorio activado en las mujeres con AR y FIR, lo que no se ha hecho en estudios

previos. Se sabe que dichos procesos pueden asociarse a un aumento de activacion T.
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La presencia de alteraciones porcentuales en la poblacion linfocitaria NKT también
ha sido reflejada en nuestro trabajo, observandose un aumento celular tanto en pacientes
con AR como con FIR. Existe cierta controversia entre los resultados encontrados por
diferentes grupos de investigacion acerca de la implicacion patogénica de estas células en
el AR y FIR. Khalaf et al. 19 describieron como niveles linfocitarios NKT elevados en
sangre periférica de pacientes con AR pueden asociarse a un desequilibrio en la
produccion de citoquinas Th1/Th2, predominado un estado inflamatorio frente al
regulador/tolerante que podria estar afectando al trascurso de la enfermedad. Sin
embargo, otros estudios recogidos en una revision realizada por Miko et al.'”), no
encontraron diferencias significativas entre pacientes con AR o FIR y controles,
sugiriendo que estas células, no solo no estan implicadas en la patofisiologia del FIR y
AR, sino que una proporcion equilibrada de estas es esencial para que se genere un
pequeiio estado inflamatorio necesario para que la implantacion embrionaria y el

transcurso del embarazo se den de forma adecuada.

Al igual que en la activacion celular T CD8+, hemos encontrado discrepancias en los
niveles linfocitarios NK de pacientes con AR entre este estudio y otros anteriormente
realizados, observando diferencias no significativas porcentuales de células NK entre los
grupos control y los grupos de pacientes, en contraste con diferencias significativas
reportadas en estudios anteriores. Las mejoras y disparidades metodologicas presentadas
en este trabajo respecto a investigaciones previas podrian explicar dicha discordancia,
sugiriendo la presencia de sesgos metodologicos que podrian estar afectando a los
resultados obtenidos en estudios anteriores. Pese a dichos hallazgos, identificamos una
elevacion porcentual significativa de células NK circulantes en pacientes FIR mayores de
35 afos, no presente en el mismo subgrupo de pacientes con AR, por lo que del mismo
modo que ocurria en la poblacion celular T CD3+, la edad podria repercutir en

subpoblaciones celulares innatas como en el caso de las células NK.

Centrandonos en el estudio de la subpoblacion linfocitaria B, nuestro grupo de
investigacion ya habia obtenido datos que asociaban una alteracion en el perfil
madurativo celular B con el AR, observando un aumento linfocitario B de memoria no
switch (CD19+ CD27+ IgM+ IgD+) en pacientes que presentaban dicho fallo
reproductivo’®. Otros grupos como Ota et al.'® también reportaron este hallazgo en

pacientes con AR que presentaban anticuerpos antifosfolipidos positivos persistentes.
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Nuestra investigacion no solo ha identificado una mayor proporcion celular de
linfocitos B de memoria no switch (CD19+ CD27+ IgM+ IgD+) en sangre periférica tanto
en pacientes AR como FIR, tal y como se habia descrito anteriormente, sino también, un
aumento porcentual de linfocitos B memoria class switch (CD19+ CD27+ IgM- IgD-) en
dichas pacientes, hecho que puede ser explicado desde un punto de vista metodologico,
en el que un aumento de la cohorte de pacientes junto a criterios de exclusion més estrictos
respecto a estudios anteriores, han permitido la identificaciéon de nuevos parametros
inmunologicos alterados en el fallo reproductivo. Ademaés, hemos observado como
aquellas pacientes abortadoras que presentan una infertilidad secundaria presentaban
mayores niveles celulares B de memoria class switch que aquellas pacientes con
infertilidad primaria. Sin embargo, paraddjicamente, nuestros datos revelaron mayores
niveles de células B de memoria no switch en aquellas pacientes que habian sufrido dos

abortos en comparacion a aquellas que presentaron mas de dos.

A pesar de que estos hallazgos se encuentren descritos en la literatura mencionada
anteriormente, otros autores como Sung et al.!? han identificado datos discordantes con
los obtenidos por nuestro grupo, observando un descenso celular B tanto de memoria no
switch como de memoria class switch, ademas de un porcentaje celular B CD19+ menor
en el AR. No obstante, se trata de una unica paciente, lo cual impide atribuir a los
hallazgos encontrados una relacion causal directa con la patologia, a diferencia de nuestro
estudio. En comparacion con otras subpoblaciones linfocitarias, el rol celular B durante
el embarazo todavia no es del todo conocido. Hasta el momento, distintos grupos han
asociado a los linfocitos B reguladores (Breg) como parte de la maquinaria inmunolédgica
implicada en la tolerancia materna junto con una activacion de la respuesta humoral B a
un embarazo saludable, puesto que se ha visto como inmunoglobulinas G (IgG) maternas
impedian la activacion de células T citotoxicas frente al trofoblasto embrionario. Algunos
autores apuntan en estudios murinos a que alteraciones en la expresion superficial de
marcadores pan-B y funciones celulares diferidas pueden afectar a la evolucion del
embarazo®?, sin embargo, hasta la fecha no existen muchos estudios en cuanto a la
implicacion de las distintas subpoblaciones B en el fallo reproductivo por lo que nuestra

investigacion es de interés en este campo.

La identificacion de pardmetros celulares alterados en pacientes FIR y AR en
comparacion con controles sanos, nos ha permitido determinar 2 puntos de corte de la

proporcion celular NKT en el AR. Por un lado, hemos determinado que mujeres con una
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proporcion mayor al 5% de células NKT respecto a linfocitos totales en sangre periférica
presentaban 4,84 veces mas riesgo de padecer AR que mujeres con valores inferiores o
iguales. Por otro lado, hemos obtenido un punto de corte del 8,5% de células NKT, con
una especificidad del 100%, lo que supone que todas las mujeres con proporciones
mayores a este valor presentaran AR. Asi pues, este podria ser un futuro biomarcador
celular a tener en cuenta en la seleccion de pacientes para la administracion de terapias
inmunomoduladoras, como es el caso de la inmunoglobulina humana inespecifica
intravenosa (IGIV). También se obtuvo que niveles sanguineos mayores al 26,50% de
linfocitos T CD8+, mayores al 22% de linfocitos B de memoria no switch o mayores al
32% de linfocitos B de memoria class switch en mujeres, aumentaba el riesgo de AR en
5,83, 7,89 04,68 veces, respectivamente. Sin embargo, si analizamos estos biomarcadores
en una regresion logistica multivariable, observamos como los OR obtenidos en este
disminuyen con respecto a los obtenidos de forma individual, lo que podria sugerir la
existencia de una dependencia entre ellos. Cuando evaluamos perfiles de riesgo la
presencia de mas de una alteracién inmunoldgica descrita anteriormente aumentd el
riesgo en 12,47 veces para presentar AR, insinuando que el AR es una patologia compleja

en la que multiples factores podrian influir en la patogenia de la enfermedad.

En el caso del grupo FIR, un tamafio muestral reducido imposibilit6 la determinacion

de biomarcadores inmunoldgicos, limitando asi nuestro estudio en este grupo.

Entre otras limitaciones presentes en nuestro trabajo, destacamos la obtencion de
variables del grupo control a partir de bases de datos elaboradas en estudios anteriores. A
pesar de las limitaciones mencionadas, este trabajo da pie a la realizacion de estudios de
cohorte multicéntricos con un tamafio muestral superior y un perfil celular mas completo,
que validen el rol de las células NKT, linfocitos T citotoxicos y B en el AR y FIR. Por
ultimo, cabe mencionar que el estudio del papel de terapias inmunomoduladoras sobre
los biomarcadores que hemos evaluado seria interesante a fin de evaluar posibles nuevos
tratamientos que ayuden a la prevencion del fallo reproductivo de causa inmunologica,

contribuyendo de esta manera a una medicina mas personalizada.
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Conclusiones

e Elperfil inmunofenotipico de activacion de célula T CDS, de células NK y del estado
de maduracion del linfocito B es similar en pacientes con AR y FIR.

e El perfil inmunofenotipico celular periférico de pacientes con FIR y AR sugiere
alteraciones las subpoblaciones linfocitarias T CD3+, NKT, T CD8+ y B de memoria
no switch y class switch con un posible rol patogénico.

e Niveles de células NKT > 5%, linfocitos T CD8+ > 26,50%, linfocitos B de memoria
no switch > 22% y linfocitos B de memoria no switch > 32% podrian emplearse como
nuevos biomarcadores de riesgo para el AR.

e La combinacion de alteraciones inmunofenotipicas en sangre periférica aumenta el
riesgo de padecer AR en la mujer.

e Las pacientes con AR que experimentaron mas de 2 abortos presentaron alteraciones
de la serie monocitica y de la subpoblacion celular B de memoria no switch que las
pacientes con 2 abortos.

e Las pacientes con AR e infertilidad secundaria presentaron % de linfocitos B de
memoria switch mayores que las pacientes con infertilidad primaria. La edad no

parece afectar a las subpoblaciones celulares estudiadas.
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Anexos

1. Anexo 1: Tablas de resultados

Tabla 1. Analisis descriptivo de las variables clinicas presentes en el grupo de pacientes

con FIR y en el grupo de pacientes con AR.

PACIENTES
Grupo Grupo
FIR AR
(n=12) (n=49)
VARIABLES

=3 FI, >3 FI, =2Ab, >2Ab, P

n (%) n (%) n (%) n (%)

9 (75) 3 (25) 19 (38,76) 30 (61,22)
Edad (afios), media + SD 35,20 + 3,46 35,90 + 3,30 0,498
<35 afos, n (%) 6 (50) 18 (36,73) 0399
> 35 afios, n (%) 6 (50) 31 (63,27) ’
IMC (kg/m?), media = SD 24 +3,79 23,90 £ 2,78 0,934
N° Ab 1*y 2° trimestre, mediana [RIC] 1[0,0] 3[1] -
Pacientes con Ab en FIR, n (%) 4(33,33) - -
N° fallos de implantacién, mediana [RIC] 3[0,250] 1[0,0] -
Pacientes con FI en AR, n (%) - 2 (4,50) -
Infertilidad
Primaria, n (%) 10 (83,33) 35(71,43) 0.863
Secundaria, n (%) 2 (16,67) 6 (12,24) ’
Historial clinico
Hipotiroidismo en tratamiento, n (%) 1(8,33) 4 (8,16) 0,985
Ovario poliquistico, n (%) 2 (16,67) 2 (4,08) 0,114
Factor tubarico, n (%) 2 (16,67) 0 (0,0) 0,004
Cirugias uterinas, n (%) 3 (25) 3(6,12) 0,049
Polipos/miomas subserosos, n (%) 1(8,33) 5(10,20) 0,845
Embarazo ectdpico, n (%) 0 (0,0) 3(6,12) 0,352
Candidiasis vaginal recurrente, n (%) 0 (0,0) 2 (4,08) 0,477
Mutacion c677t en el gen de la MTHFR, n (%) 6 (50) 19 (38,76) 0,479
Otras mutaciones en factores de coagulacion, n (%) 1(8,33) 2 (4,08) 0,542

IMC: indice de masa corporal, FI: fallo de implantacion, Ab: aborto espontaneo, SD: desviacion estandar, RIC: rango

intercuartilico.

@Valor de p entre Grupo FIR y AR.

* Se consideré significativa una p<0,05. Prueba T Student, U de Mann-Whitney o ?, segitin corresponda.
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Tabla 2. Comparacion de medias del perfil inmunologico intergrupal.

PACIENTES CONTROLES
POBLACIONES Grupo Grupo
Grupo Grupo CNT CNT si
CELULARES FIR AR . con ” sin @ p ®p ©p @ p ©@p
(n=11) (n=49) hijos hijos
(n=40) (n=60)
Sobre el total de la
muestra (singletes)
. . 18,20 24,50 «
o s B _ _ _ B B _
% Linfocitos totales L1672 +561 0,003
% Monocitos (CD14+) 3,32 4,04 - - 0,309 - - - -
[0,955] +1,17
Sobre Linfocitos Totales
. . 61,80 65,30 72,60 70,80 . X B "
o s » ) s
% Linfocitos T (CD3+) +12.80 10,00 +8.11 +670 1,00 0,002 0,011 0,001 0,007
o/ T . )
é’Dlegf;C“OS NK (CD3 11,20 12,90 12,60 11,10 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
+5,42 [8,33] [9,64] [5,81]
o/ T .
é’Dlegf;C“OS NKT (CD3+ 6,61 5,20 3,04 2,72 0,640 0,006° 0,001 0,009  0,002°
+1,73 [4,52] [2,31] [2,02]
Sobre Linfocitos T (CD3+)
% Linfocitos T citotéxicos j 17%% :‘:’ 1757(1 [%’28] [281 ’751(; 1,00 0,012 0,007"  <0,001"  <0,001"
(CD3+ CD8+) ’ > ’ >
Sobre Linfocitos T
citotoxicos (CD3+ CD8+)
% Linfocitos T citotoxico 13,00 17,60 23,80 19,40
HLA-DR+ [10,90] [14,80] +9.41 +9,18 = B9 L ez —
Sobre Linfocitos Totales
7,78 7,10 7,54 9,22
% Linfocitos B (CD19+) +3,20 [3,38] [5,35] +2.95 ol U I e L2
Sobre Linfocitos B
(CD19+)
% Linfocitos B de memoria [299’534(} [?3’28] - - 0,338 - - - -
(CD27+) > >
. . . 68,10 62,10 52,10 56,80 .
% Linfocitos B naive : ’ ’ , 1,00 0,024 0,177 0,080 1,00
(CD27-) [8,93] [14,20] + 15,70 + 14,60
Sobre Linfocitos B de
memoria (CD19+ CD27+)
% Linfocitos B memoria no 1411 21230 fféégo [}?’28] [}g’;g] 1,00 <0,001"  <0,001" <0,001"  <0,001"
switch (IgD+ IgM+) ? ? K >
. . . 46,00 38,30 24,90 22,20 N N N «
o , » 5 >
% Linfocitos B memoria £16,70 +16,00 +10.80 [14.90] 0,464 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

class switch (IgD- IgM-)

FI: fallo de implantacion, Ab: aborto espontaneo, CNT: grupo control. Representacion de los datos como media + SD para variables normales, y

mediana [RIC] para las variables no normales.

@ Valor de p entre Grupo FIR y AR.

® Valor de p entre Grupo FIR y CNT con hijos.
©Valor de p entre Grupo FIR y CNT sin hijos.
@ Valor de p entre Grupo AR y CNT con hijos.

© Valor de p entre Grupo AR y CNT sin hijos.

" Significacion estadistica con p<0,05. Prueba ANOVA o Kruskal-Wallis con correccion Bonferrani segiin corresponda.
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Tabla 3. Comparacion de frecuencias para la determinacion de biomarcadores

inmunologicos en AR.

Grupo Grupo CNT con
AR hijos
Biomarcadores D
n (%) n (%)
Linfocitos NKT > 5% 18 (51,34) 7 (17,95) 0,002
Linfocitos NKT > 8,50% 8(22,86) 0(0,0) 0,002
Linfocitos T CD8+ > 26,50% 35(71,43) 12 (30) <0,001"
Linfocitos B de memoria no switch > 22% 38 (79,17) 13 (32,50) <0,001"
Linfocitos B de memoria class switch > 32% 32 (66,67) 12 (30) 0,001"

CNT: grupo control.

" Significacion estadistica con p<0,05. Prueba x? de Pearson.

Tabla 4. Andlisis univariable de biomarcadores inmunologicos celulares de asociacion

a AR.
95% IC para OR
Biomarcadores P OR
Inferior Superior
Linfocitos NKT > 5% 0,003" 4,84 1,69 13,87
Linfocitos T CD8+ > 26,50% <0,001" 5,83 2,33 14,6
Linfocitos B de memoria no switch > 22% <0,001" 7,89 3,02 20,63
Linfocitos B de memoria class switch > 32% 0,001" 4,68 1,89 11,53

OR: odd ratio, IC: intervalo de confianza.

" Significacion estadistica con p<0,05. Regresion logistica univariable.

Tabla 5. Analisis multivariable de biomarcadores inmunologicos celulares de

asociacion a AR.

95% IC para OR
Biomarcadores P OR
Inferior Superior
Linfocitos NKT > 5% 0,015" 4,84 1,32 14,11
Linfocitos T CD8+ > 26,50% 0,021" 3,67 1,22 11,08
Linfocitos B de memoria no switch > 22% 0,041" 3,12 1,05 9,28

OR: odd ratio, IC: intervalo de confianza.

" Significacion estadistica con p<0,05. Regresion logistica multivariable.
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Tabla 6. Modelo de regresion logistica multivariable tras el calculo de score.

95% IC para OR
Biomarcadores P OR
Inferior Superior
Linfocitos NKT > 5% 0,298 1,98 0,547 7,16
Linfocitos T CD8+ > 26,50% 0,446 1,72 0,425 6,98
Linfocitos B de memoria
0,642 1,48 0,282 7,79
no switch > 22%
Score = 6 <0,001" 12,47 3,86 40,29

OR: odd ratio, IC: intervalo de confianza.

" Significacion estadistica con p<0,05. Regresion logistica multivariable.
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Tabla 7. Comparacion de medias del perfil inmunologico entre grupos de pacientes con

FIR.
GRUPO FIR
N.°de FI Edad Infertilidad
POBLACIONES
CELULARES @p ®p ©p
=3F1 >3FI :niss fﬁiz it 2°
@=9) =3 T g ®=10  @=2)
Sobre el total de 1a muestra
(singletes)
. . 16,90 24,00 20,70 16,10 18,60 16,30
o 5 > 5 5 5 ;
% Linfocitos totales £6.00 £9.10 £579 +723 +721 £5.15 0,194 0,287 0,681
. 3,32 3,65 3,32 3,09 3,32 3,38
o > ) > ) > >
% Monocitos (CD14+) [1.09] [0,340] [0,670] [1.07] [0,820] [0,715] 0,906 0,314 0,723
Sobre Linfocitos Totales
. . 59,90 70,50 70,50 8,17 63,80 52,70 "
o > 5 5 s > 5
% Linfocitos T (CD3+) £1280 1270  +810  +11,80 +11,00 17,70 O34 0030 0,289
% Linfocitos NK (CD3- 12,60 6,98 8,17 14,20 9,60 16,10 "
CD56+) £541 +£3,02  +£295  +£584 [337] [1,39] 0,125 0,047 0,121
% Linfocitos NKT (CD3+ 6,74 6,33 6,20 7,11 6,43 7,22
CD56+) +0,990 + 3,06 +2,17 + 1,04 + 1,90 + 1,10 Bt Eacs oLy
Sobre Linfocitos T (CD3+)
% Linfocitos T citotoxicos 31,60 32,90 31,60 32,00 31,80 32,00
(CD3+ CD8+) + 7,86 +5,01 + 3,65 +9,67 +7,79 + 6,00 e e U2s
Sobre Linfocitos T
citotoxicos (CD3+ CD8+)
% Linfocitos T citotdxico 18,80 8,18 10,90 21,80 11,30 41,70 M
HLA-DR+ +14,40 + 1,20 +4,58 +16,90 + 5,45 +9,96 s e <ULl
Sobre Linfocitos Totales
. . 8,10 5,25 6,25 8,69 7,70 7,05
o > 5 > S > )
% Linfocitos B (CD19+) 1324 +231 +2.67 +3.40 +3.46 +2.53 0,276 0,225 0,811
Sobre Linfocitos B (CD19+)
% Linfocitos B de memoria 29,30 26,90 28,30 31,20 29,30 30,10
(CD27+) [8,77]  [5.15] [627]  [1430] [8,77] [9,43] 1,00 0,341 0,909
. . . 68,10 70,50 69,90 66,50 68,10 67,00
o ~ > 5 > > > S
% Linfocitos B naive (CD27-) | g571  403] [7,791  [13,50] [8,29]  [10,10] 0,727 0,324 0,909
Sobre Linfocitos B de
memoria (CD19+ CD27+)
% Linfocitos B memoria no 40,00 46,50 46,50 36,80 43,20 32,00
switch (IgD+ IgM+) +14,50 +16,30 + 14,60 +13,50 +14,60 +11,20 050 o2 220
% Linfocitos B memoria class 47,50 39,30 43,60 48,0 43,20 58,50
switch (IgD- IgM-) +17,50 +15,60 + 13,90 +19,80 +16,10 + 17,90 05t e 0]

FI: fallo de implantacion. Representacion de los datos como media = SD para variables normales, y mediana [RIC] para las variables no

normales.

@ Valor de p entre Grupo =3 F1y >3 FIL.

® Valor de p entre Grupo < 35 afios y > 35 afios.

©Valor de p entre Grupo infertilidad 1? e infertilidad 2°.

" Significacion estadistica con p<0,05. Prueba T de Student o U de Mann-Whitney segiin corresponda.
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Tabla 8. Comparacion de medias del perfil inmunologico entre grupos de pacientes con

AR.
GRUPO AR
N.°de Ab Edad Infertilidad
POBLACIONES
CELULARES (@) p ) P © p
=2Ab >3 Ab :ﬁiss fﬁ?j 1 2
(n=19) (n=30) (n=18) (=31) (n=35) (n=6)
Sobre el total de 1a muestra
(singletes)
. . 24,40 24,60 23,80 21,80 25,20 21,10
o > > > > > >
% Linfocitos totales 1656 +479 [6,46] 8,11] +578 +3.05 0,891 0,296 0,098
. 3,56 4,46 3,74 422 4,11 3,66 "
o > > > ) > 5
% Monocitos (CD14+) +0.044 +121 +133 +1,05 +1,08 +1.61 0,019 0,235 0,397
Sobre Linfocitos Totales
. . 64,30 66,00 66,30 64,70 63,30 64,00
o > 5 > > > >
% Linfocitos T (CD3+) £1030 £ 10,00 +820 +11.10 £9.03 +8.18 0,574 0,596 0,865
% Linfocitos NK (CD3- 14,30 12,60 13,70 11,80 14,20 11,10
CD56+) £7,13  £5,09 [7,92] [8,04]  [7.11] [2,73] 0,314 0,975 0,416
% Linfocitos NKT (CD3+ 6,36 3,85 5,20 5,50 6,00 7,00
CD56+) [6251  [3.32] [3,25] [6,13]  [5,03] [3,00] 0,188 0,339 0.827
Sobre Linfocitos T (CD3+)
% Linfocitos T citotoxicos 33,40 30,30 31,50 35,50 32,80 33,90
(CD3+ CD8+) +6,22 + 8,40 + 8,01 + 7,66 +7,52 + 6,48 7 228 Mhase:
Sobre Linfocitos T citotéxicos
(CD3+ CD8+)
% Linfocitos T citotdxico 16,60 21,30 17,10 17,70 15,5 17,10
HLA-DR+ +10,40 +11,60 [14,90] [14,6] [13,8] [5,11] 5l ons Oyt
Sobre Linfocitos Totales
. . 7,10 7,10 7,61 6,98 7,10 6,83
o > > ) ) > )
% Linfocitos B (CD19+) [2.67] [5.19] [411] [2.78] [3.56] [1.56] 0,492 0,860 0,768
Sobre Linfocitos B (CD19+)
% Linfocitos B de memoria 34,10 34,40 34,20 34,00 34,00 36,50
(CD27+) [7,08]  [22,4] 9,371  [19,60] [17,20] [8,48] 0,490 0,835 0,467
. . . 62,70 60,90 62,60 61,30 62,50 59,70
o 3 > > > > > >
% Linfocitos Bnaive (CD27-) | 11461 [14.00]  [12.30]  [16.10] [13.50]  [1440] 0,631 0,493 0,679
Sobre Linfocitos B de
memoria (CD19+ CD27+)
% Linfocitos B memoria no 42,60 32,70 36,00 37,10 39,90 36,90 N
switch (IgD+ IgM+) +20,30 13,10 + 16,70 +17,20 £17,30 +9,58 s ) )
% Linfocitos B memoria class 38,60 38,10 40,50 37,00 39,90 52,40 0.930 0.466 0.004*

switch (IgD- IgM-)

+13,70 +17,60

+ 14,40 +17,00

£1420  +8,96

Ab: aborto espontaneo. Representacion de los datos como media + SD para variables normales, y mediana [RIC] para las variables no

normales.

@ Valor de p entre Grupo =2 Aby >2 Ab.

® Valor de p entre Grupo < 35 afios y > 35 afios.

©Valor de p entre Grupo de infertilidad 1* e infertilidad 22

" Significacion estadistica con p<0,05. Prueba T de Student o U de Mann-Whitney segiin corresponda.
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2. Anexo 2: Aprobacion de comités de ética (CEI)

Universidad Comité de Etica de la Investigacion de
la Universidad Europea
Europea

José Rivera Torres

Universidad Europea de Madrid

Villaviciosa de Odén, 26 de noviembre de 2021.

Estimado investigador:

En relacion al Proyecto de Investigacion titulado:

"Estudio retrospectivo observacional del uso de prednisona a baja dosis en mujeres con abortos
recurrentes asociado a células natural killer en sangre <12%",

este Comité de Etica de la Investigacién ha procedido a la revisién del mismo y ha acordado que

estd en situacion de:

APROBADO
Al proyecto se le ha asignado el cédigo interno CIPI/213006.95

Atentamente,

Fdo.: Lola Pujol

Secretaria del Comité de Etica de la Investigacion

Campus Villaviciosa de Odén Campus Alcobendas
Calle Tajo S/N, Villaviciosa de Odén Avenida Fernando Alonso, 8
28670 Madrid 28108 Madrid

universidadeuropea.com

ci@universidadeuropea.es
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~ q Hospital General Universitario
Gregorio Maraiién

SaludMadnd [l Comunidad do Madria

DICTAMEN DEL COMITE de ETICA DE LA INVESTIGACION con MEDICAMENTOS
D*. Camino Sarobe Gonzélez, Secretaria Técnica del COMITE de ETICA DE LA INVESTIGACION con
MEDICAMENTOS HOSPITAL GENERAL UNIVERSITARIO GREGORIO MARANON
CERTIFICA

Que se ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio observacional EPA-OD:

Cédigo JC_INMUNO_2019 '
TITULO: "Estudio retrospectivo observacional del uso de prednisona a baja dosis en mujeres con aborto recurrente asociado a
células natural killer en sangre > 12%"

Protocolo versién 3. 28-05-2019. Hoja de Informacién al paciente y Consentimiento Informado versién 2. 28.05.2019.
Promotor: Investigador

El estudio se plantea siguiendo los requisitos legalmente establecidos, y su realizacién es pertinente.

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y estin
Justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Esadecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.
El alcance de las compensaciones econémicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y medios disponibles, tal y como ha sido
informado, son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Este CEIm actuando como comité evaluador, emite dictamen favorable y acepta que dicho estudio sea realizado en los centros
siguientes por los investigadores principales que se relacionan a continuacién:

Dr. Javier Alberto Carbone Campoverde / Hospital General Universitario Gregorio Marafién

Y HACE CONSTAR QUE:

1° En la reunién celebrada el dia 03 de
referencia.

2° En dicha reunion se cumplieron los requisitos establecidos en la legislacion vigente -Real Decreto 1090/2015 y Decreto
39/94 de la Comunidad de Madrid- para que la decisi6n del citado CEIm sea valida.

3° El CEIm, tanto en su composicién, como en los PNT cumple con las normas de BPC (CPMP/ ICH/ 135/95)
4° La composicién actual del CEIm es la siguiente:

Junio de 2019, acta 11/2019 se decidié emitir el informe correspondiente al estudio de

D. FELIPE ATIENZA FERNANDEZ (Cardiologia - Presidente)

D. ANDRES JESUS MUNOZ MARTIN (Oncologia Médica - Vicepresidente)

D?. CAMINO SAROBE GONZALEZ (Farmacia Hospitalaria — Secretaria Técnica)
D. JUAN ANTONIO ANDUEZA LILLO (Medicina Interna)

D". MARIA LUISA BAEZA OCHOA DE OCARIZ (Alergologia)

D*. PILAR AITANA CALVO FERRANDIZ (Farmacologia Clinica)

D* MARIA DEL CARMEN DE LA CRUZ ARGUEDAS
D. RAFAEL CARRION GALINDO (Oncologia Médica)
D. VICENTE DE LAS PENAS GIL (Psicologia Clinica)
D. JAVIER DE MIGUEL DIEZ (Neumologia)
D* PATRICIA FONT LOPEZ (Hematologia y Hemoterapia)
D*. ISABEL GOMEZ VALBUENA (Farmacia de Atencion Primaria)
D*. MARIA DEL CARMEN HERAS ESCOBAR (Enfermeria)
D*. ANA MARIA IGLESIAS MOHEDANO (Neurologia)

D* IUSTINA JANTA (Reumatologia)

D. LUIS ANDRES LOPEZ FERNANDEZ (Biologia)

D?. ANA ESTHER LOPEZ PEREZ (Anestesiologia y Reanimacion)
D. ANTONIO MUINO MIGUEZ (Medicina Interna)

D°. ANA MUR MUR (Farmacia Hospitalaria)

D®. MARIA LUISA NAVARRO GOMEZ (Pediatria)

D. DIEGO RINCON RODRIGUEZ (Aparato Digestivo)

D. CARLOS ROJAS-MARCOS ASENSI (Licenciadq-en-Derecho)

(Unidad de Apoyo a la Investigaci6n)

Lo que firmo-én Madrid, a 05 de Jnio de 2019

" (!
Fdo.: Dra. Camino|Barobé Gorizalez
NS {
T 8
CI Dr. Esquerdo 46, Pabellon de Gobiemo, Primera Planta, 28007 Madrid
ceim hqugm@salud.madrid,org  TIf. 91 586 7007. TIf de apoyo 91 426 9378
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