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Esta tesis doctoral se centra en la caracterizacion inmunoldgica y la estratificacion de pacientes
pediatricos con Trastornos Primarios de Regulacion Inmunoldgica (PIRD, por sus siglas en inglés), un
subgrupo emergente y heterogéneo dentro de los errores innatos de la inmunidad. Estos pacientes
presentan una disfuncién inmunitaria compleja, frecuentemente manifestada como autoinmunidad,
linfoproliferacion y afectacion multiorganica, lo que supone un gran reto diagnoéstico y terapéutico en la

practica clinica.

El proyecto se desarrollé en un contexto multicéntrico, con la colaboracién del Hospital Sant Joan de
Déu de Barcelona y el Hospital General Universitario Gregorio Marafion de Madrid. Se recluté una
cohorte de 51 pacientes pediatricos con sospecha clinica de PIRD y 6 controles sanos, con el objetivo de
realizar una caracterizacion inmunolégica exhaustiva, centrada especialmente en las células T reguladoras
(Treg) y otras poblaciones inmunorreguladoras. Este trabajo fue dirigido por la Dra. Laia Alsina y la Dra.

Elena Seoane Reula, a quienes agradezco profundamente su orientacién y confianza.

Me incorporé a este proyecto durante mis estudios de master interuniversitario en Inmunologia
Avanzada coordinado por la Universidad de Barcelona y la Universidad Auténoma de Barcelona,
participando activamente en la fase de impacto de inmunosupresores sobre la funcién Treg,
particularmente con la Ciclosporina A. A continuacion, tras mi incorporacion al programa de doctorado
en Inmunologia Avanzada de la Universidad Auténoma de Barcelona, participé en todas las fases del
estudio: desde el disefio experimental y el reclutamiento de pacientes, hasta la adquisicién y analisis de
datos mediante citometria de flujo multiparamétrica, herramientas bioinformaticas y modelos estadisticos.
Un enfoque importante del trabajo fue la aplicaciéon de técnicas de reduccién de dimensionalidad y

aprendizaje automatico para identificar firmas inmunolégicas capaces de diferenciar subgrupos clinicos.

Este trabajo ha sido financiado en el marco del proyecto PI121/00211, financiado por el Instituto de
Salud Carlos III (ISCIII) y cofinanciado por la Unién Europea. Esta financiacién ha sido clave para el
desarrollo de los objetivos planteados y ha permitido llevar a cabo el trabajo de campo, el procesamiento

de muestras y los analisis avanzados que sustentan esta tesis.

La tesis se presenta en formato clasico, cumpliendo con los estandares de calidad establecidos por la
Universidad Auténoma de Barcelona. Como parte del proyecto, se ha publicado una revisién en Frontiers
in Immunology, una revista internacional de inmunologia, que resume el hilo conductor del proyecto y su
relevancia en el contexto actual de las inmunopatias pediatricas titulado Treg in inborn errors of

immunity: gaps, knowns and future perspectives. Asimismo, en los ultimos meses de duracién de la beca



de doctorado, se estdn preparando varios manuscritos con los resultados originales de investigacion

generados durante el desarrollo del trabajo experimental.

Este proyecto se ha desarrollado en un entorno exigente, tanto por la complejidad clinica de los pacientes
como por los desafios metodoldgicos asociados al estudio de la enfermedad. No obstante, hemos logrado
una caracterizacion multidimensional robusta, que sienta las bases para futuras estrategias de

inmunomonitorizacion y disefio de terapias dirigidas.

Esta tesis ha sido posible gracias al compromiso de los equipos clinicos, al esfuerzo de los investigadores
involucrados y, sobre todo, a la generosidad de las familias que participaron. Los aprendizajes adquiridos a
lo largo de este camino no solo han contribuido al avance del conocimiento sobre la disregulacién inmune
en pediatria, sino que también me han preparado para introducirme en el mundo de la seguridad de

medicamentos, farmacovigilancia y monitorizacién de reacciones adversas.

Espero que este trabajo sea de utilidad para la comunidad cientifica y médica, y contribuya a mejorar el

abordaje de los nifios con inmunopatias complejas.



Esta pdgina ha sido intencionalmente dejada En Blanco



"La verdad no tiene ningtin color, no tiene forma, no tiene cuerpo. La verdad es la armonia en la mente.”

— Hipatia de Alejandria
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Los trastornos primarios de regulacién inmunitaria (PIRD) constituyen un grupo emergente y
heterogéneo dentro de los errores innatos de la inmunidad (EII), caracterizados por autoinmunidad,
linfoproliferacion y disfuncién inmune multiorganica. Su complejidad clinica y molecular supone un desafio

importante para el diagnéstico precoz y el manejo terapéutico individualizado.

Métodos: Se llevd a cabo un estudio multicéntrico observacional prospectivo que incluyé 51 pacientes
pediatricos que cumplian criterios clinicos de PIRD, con muestras de sangre periférica recogidas en tres
tiempos (TO, T1 y T2) y 6 controles sanos. Se aplicé citometria de flujo multiparamétrica para caracterizar
de forma exhaustiva 114 poblaciones inmunes, centrandose en el perfil inmunofenotipico y la funcionalidad
de las células T reguladoras (Treg). Ademas, se emplearon modelos de aprendizaje automatico para la
estratificacion inmunolégica. En paralelo, se llevé a cabo un analisis exploratorio mediante un kit funcional
de fosfoproteinas, con potencial para la monitorizacion clinica y el disefio de terapias personalizadas, asi
como ensayos funcionales in vitro en PBMCs humanas con inmunosupresores de uso clinico habitual

(sirolimus, ruxolitinib, micofenolato de mofetil, leniolisib y tacrolimus).

Resultados: El estudio reveld una heterogeneidad inmunolégica marcada en los pacientes con PIRD,
evidenciada tanto en el perfil fenotipico como en la respuesta funcional indirecta de las Treg. Se
identificaron biomarcadores diferenciales robustos (como CD4+ EM, CD4+ CM, CD4+ RTE y células NK
CD56+ CD16+) capaces de discriminar entre pacientes, controles y subgrupos clinicos. Aunque no
alcanzaron significacién estadistica, las subpoblaciones Treg CM y Treg EM podrian tener un papel
relevante en la regulacién inmune alterada observada en pacientes, sugiriendo que su presencia, aunque
poco abundante, esta asociada a patrones inmunolégicos distintivos que merecen atencién en futuras
investigaciones. Especificamente, se observé una sobreexpresion de niveles celulares de diferentes
poblaciones inmunorreguladoras y subtipos Treg, asi como de marcadores inmunorreguladores (CTLA-4,
PD-1, IL-10, TIGIT, LAP) en células Treg y CD4+ no-Treg de pacientes PIRD frente a controles sanos, lo que
sugiere una activacién inmunitaria compensatoria desorganizada, corroborada por redes de coexpresion
fragmentadas. El estudio de fosfoproteinas aport6 una caracterizacion preliminar del perfil de sefializaciéon
intracelular en condiciones basales y tras estimulaciéon, abriendo la via a estrategias de
inmunomonitorizacién funcional. Por su parte, los ensayos con inmunosupresores mostraron alteraciones
sutiles en la distribucién de subpoblaciones T, aunque sin cambios estadisticamente significativos a nivel

fenotipico.

Conclusiones: Esta tesis propone un marco clinico-inmunolégico integral para la caracterizacién de los
pacientes con PIRD, combinando herramientas avanzadas de inmunofenotipado, andlisis funcional y

modelizaciéon computacional. Se identifican biomarcadores y patrones inmunes con utilidad potencial en la
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estratificaciéon diagndstica y en la toma de decisiones terapéuticas. El trabajo sienta las bases para el
desarrollo de algoritmos hospitalarios orientados al diagndstico precoz y al disefio de terapias
inmunomoduladoras personalizadas en inmunologia pediatrica. La integracidn del perfil inmunofenotipico
y la funcién Treg emerge como un eje central para avanzar hacia una medicina de precision en los errores

innatos de la inmunidad con fenotipos de disregulacion.

Palabras clave: EIl, PIRD, Treg, inmunofenotipado extendido, citometria de flujo multiparamétrica,

inmunosupresores, bioinformdtica, medicina personalizada, pediatria.



Primary immune regulatory disorders (PIRD) represent an emerging and heterogeneous group within
inborn errors of immunity (IEI), characterized by autoimmunity, lymphoproliferation, and multiorgan
immune dysfunction. Their clinical and molecular complexity poses a significant challenge for early

diagnosis and individualized therapeutic management.

Methods: A prospective multicenter observational study was conducted, including 51 pediatric patients
who met clinical criteria for PIRD. Peripheral blood samples were collected at three time points (TO, T1,
and T2), along with samples from 6 healthy controls. Multiparametric flow cytometry was applied to
comprehensively characterize 114 immune cell populations, with a focus on the immunophenotypic profile
and functional status of regulatory T cells (Treg). In addition, machine learning models were used for
immunological stratification. In parallel, an exploratory analysis was conducted using a functional
phosphoprotein kit with potential applications in clinical monitoring and personalized therapy design,
along with in vitro functional assays on human PBMCs using commonly prescribed immunosuppressants

(sirolimus, ruxolitinib, mycophenolate mofetil, leniolisib, and tacrolimus).

Results The study revealed marked immunological heterogeneity in patients with PIRD, evidenced both
by phenotypic profiles and by the indirect functional response of regulatory T cells (Tregs). Robust
differential biomarkers (such as CD4+ EM, CD4+ CM, CD4+ RTE, and NK CD56+ CD16+ cells) were
identified, capable of distinguishing between patients, healthy controls, and clinical subgroups. Although
they did not reach statistical significance, the Treg CM and Treg EM subpopulations may play a relevant role
in the altered immune regulation observed in patients, suggesting that their presence, though limited, is
associated with distinctive immunological patterns that warrant further investigation. Specifically, there
was an overexpression of cellular levels of various immunoregulatory populations and Treg subtypes, as
well as immunoregulatory markers (CTLA-4, PD-1, IL-10, TIGIT, LAP) in Treg and CD4+ non-Treg cells from
PIRD patients compared to healthy controls, suggesting a disorganized compensatory immune activation,
corroborated by fragmented co-expression networks. The phosphoprotein analysis provided a preliminary
characterization of intracellular signaling profiles under basal conditions and after stimulation, paving the
way for future functional immunomonitoring strategies. Meanwhile, immunosuppressor assays revealed
subtle alterations in the distribution of T cell subpopulations, although no statistically significant

phenotypic changes were observed.

Conclusions: This thesis presents an integrated clinical-immunological framework for the
characterization of PIRD patients, combining advanced immunophenotyping, functional assays, and
computational modeling. Biomarkers and immune patterns with potential utility for diagnostic

stratification and therapeutic decision-making were identified. The study lays the groundwork for the
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development of hospital-based algorithms aimed at early diagnosis and the design of personalized
immunomodulatory therapies in pediatric immunology. The integration of immunophenotypic profiling
with Treg function emerges as a central axis for advancing precision medicine in inborn errors of immunity

with dysregulatory phenotypes.

Keywords: [El, PIRD, Treg, extended immunophenotyping, multiparametric flow cytometry,

immunosuppressants, bioinformatics, personalized medicine, pediatrics.
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Introduccion

El sistema inmunolégico es red compleja de células, tejidos y procesos biolégicos que permite a un
organismo defenderse de agentes extrafios, como patdgenos y sustancias nocivas, al tiempo que mantiene
la tolerancia hacia sus propios tejidos (1). Su funcién principal radica en la capacidad de distinguir entre lo
"propio” y lo "no propio”, asi como evaluar sefiales de peligro (2) lo que le permite identificar y
neutralizar amenazas, incluso si esto implica un riesgo limitado de dafio a sus propios tejidos (3). Esta
dualidad de discriminacién es la base de la respuesta inmunoldgica y es esencial para mantener la salud y

combatir enfermedades.

Cuando una sustancia extrafia supera las barreras fisicas y quimicas del organismo, como la piel o las
secreciones mucosas, entra en contacto con el sistema inmunolégico. Este encuentro puede desencadenar
una respuesta defensiva o, en ausencia de sefiales de peligro, inducir lo que se conoce como tolerancia
inmunolégica, un mecanismo activo que bloquea la reactividad contra antigenos inocuos o propios (4).
Los mecanismos que permiten al sistema inmunoldgico reconocer y responder a agentes extrafios se
dividen en dos grandes categorias: la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa (5). La inmunidad
innata, o inmunidad inespecifica, es la primera linea de defensa que actiia de manera rapida y generalizada.
Comprende un conjunto de respuestas predeterminadas activadas por receptores codificados en la linea
germinal del huésped. Estos receptores reconocen patrones moleculares comunes en muchos patdgenos,
pero ausentes en el organismo, lo que permite una defensa inmediata, aunque menos especifica (6). Por
otro lado, la inmunidad adaptativa, también conocida como inmunidad especifica, se caracteriza por su
capacidad para responder de manera precisa a estructuras Unicas, conocidas como antigenos o
inmundégenos. Los receptores antigénicos en este sistema son codificados por un nimero limitado de
elementos génicos que se recombinan somaticamente, generando moléculas con una especificidad
exquisita para cada inmundgeno. Estas moléculas incluyen tanto receptores celulares localizados en
linfocitos especializados (células B y T), como la produccién de anticuerpos, moléculas secretadas que

neutralizan patégenos de manera especifica (7).

La hematopoyesis, proceso mediante el cual se generan todas las células sanguineas e inmunitarias,
ocurre principalmente en la médula 6sea humana (Figura 1). Este proceso comienza con células madre
hematopoyéticas pluripotentes que expresan el marcador CD34+. Estas células tienen la capacidad de

diferenciarse en dos grandes linajes: el mieloide y el linfoide, dependiendo de las sefiales quimicas y del
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microambiente en el que se encuentren. Las células del linaje mieloide dan lugar a eritrocitos,
megacariocitos (precursores de plaquetas) y células de la linea granulocitica/monocitica (como neutrofilos
y macroéfagos). Por otro lado, las células del linaje linfoide se diferencian en células linfoides innatas,
linfocitos NK, células T y células B. Mientras que las ILC y los linfocitos NK son componentes clave de
la inmunidad innata, las células T y B son la base de la respuesta inmunitaria adaptativa. El desarrollo de
las células inmunitarias esta regulado por mediadores solubles, como citocinas, y por sefiales de contacto

con células del estroma de la médula ésea (8).
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Figura 1 | Representacion esquemadtica de la ontogenia del sistema inmunoldgico, que muestra la diferenciacién de células
progenitoras en poblaciones inmunocompetentes a partir de células madre hematopoyéticas pluripotentes CD34+ de la médula dsea.
Los precursores mieloides dan lugar a linajes eritroides, megacariociticos, granulociticos (neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos) y
monociticos (monocitos/macréfagos), mientras que los precursores linfoides se diferencian en células linfoides innatas, linfocitos NK,
ylinajes Ty B. Las células progenitoras linfoides comunes siguen vias de diferenciacién dependientes del microambiente: las células T
maduran en el timo, mientras que las células B completan su desarrollo en la médula ésea (equivalente humano de la bolsa de Fabricio
en aves) y secundariamente en el bazo. Tras su maduracion, las células T y B migran a érganos linfoides secundarios (ganglios
linfaticos), localizdndose en regiones especificas. Imagen adaptada de Bellanti, Inmunology IV ©.

La inmunidad innata actiia como primera barrera ante agentes infecciosos, movilizando mecanismos

inmediatos cuando estos superan las defensas anatémicas. Inicialmente, moléculas solubles como factores
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de coagulacion (trombina), fibrindlisis (plasmina) y componentes del complemento (C3a, C5a) se activan
para contener la amenaza (6). En las primeras horas, la inflamacidon emerge como respuesta central,
mediada por citocinas, quimiocinas y metabolitos, que reclutan y activan células como neutroéfilos,
monocitos y células NK. Este proceso facilita la migracion celular desde la sangre hacia tejidos afectados
mediante la regulacion de moléculas de adhesion (9). Si la respuesta innata falla en ~96 horas, se activa la
inmunidad adaptativa (Figura 2) (5). Paralelamente, el sistema del complemento amplifica la defensa
mediante tres vias (alternativa, lectina y clasica), que convergen en la formacion del complejo de ataque
ala membrana (MAC, por sus siglas en inglés) para lisar patégenos, mientras sus subproductos (C3a, C5a)

potencian la inflamacién y la quimiotaxis (10).
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Figura 2 | Descripcién grdfica de la interaccion entre las respuestas inmunitarias innata y adaptativa frente a infecciones
microbianas. Los microorganismos patégenos pueden describirse como entidades que contienen patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs) y antigenos. La inmunidad innata se activa de manera inmediata al reconocer los PAMPs, y contribuye a la
respuesta adaptativa, la cual es especifica para cada antigeno, mediante procesos como el procesamiento y presentacion de antigenos,
asi como la coestimulacion de células inmunitarias. Aunque ambos sistemas suelen actuar de manera coordinada para eliminar
infecciones, en algunos casos una activacion excesiva o descontrolada puede tener consecuencias negativas. Imagen tomada de
Bellanti, Immunology IV ©.

La inmunidad innata identifica patégenos mediante receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs, por sus siglas en inglés) presentes en las células que detectan patrones moleculares asociados a

patdégenos conservados (PAMPs, por sus siglas en inglés), como lipopolisacaridos bacterianos o ARN viral,
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esenciales para la supervivencia microbiana (11). Los patégenos desencadenan respuestas al penetrar en
los tejidos y exponer sus PAMPs a los PRRs. Ademas, el sistema inmunolégico innato reconoce patrones
moleculares asociados a dafio celular (DAMPs, por sus siglas en inglés), como proteinas de choque
térmico liberadas tras estrés (12). Esta dualidad permite una respuesta versatil: eliminar invasores

mientras repara tejidos.

Los monocitos son elementos fundamentales en la defensa del organismo, colaborando con neutroéfilos
para neutralizar agentes infecciosos y eliminar residuos celulares (13). Los monocitos, originados en la
médula 6sea, circulan en la sangre (constituyendo ~10% de los leucocitos) antes de migrar a tejidos, donde
se diferencian en macroéfagos especializados o en células dendriticas derivadas de monocitos (moDCs)
(14). Estas células, no solo fagocitan patégenos mediante el reconocimiento de PAMPs, sino que también
eliminan desechos, presentan antigenos a linfocitos T y secretan mediadores clave (TNF-a, IL-6,
quimiocinas), regulando procesos inflamatorios y sistémicos (fiebre, produccién de proteinas hepaticas de
fase aguda) (14). Los monocitos se dividen en tres subtipos segun marcadores CD14 vy
CD16: clasicos (CD14hiCD16-, 90% del total), que inician inflamacién mediante fagocitosis y secrecién de
citocinas proinflamatorias; intermedios (CD14+CD16+), que estimulan linfocitos T mediante presentacion
antigénica; yno clasicos (CD14owCD16+), con roles antiinflamatorios y de homeostasis vascular,

induciendo IL-4 en linfocitos T CD4+ (15,16).

Los granulocitos, identificados por la presencia de granulos citoplasmaticos, son células inmunitarias
maduras que circulan en la sangre y migran rapidamente a los tejidos ante estimulos inflamatorios. Este
grupo incluye tres tipos principales: neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos, cada uno con roles especificos

(15).

Los neutroéfilos, o leucocitos polimorfonucleares, son las células inmunitarias mas abundantes
en sangre (50-70% de los leucocitos) y actian como primeros respondedores ante infecciones
(17). A pesar de su corta vida (6-8 horas), pueden responder mediante fagocitosis, liberacién de
péptidos antimicrobianos (defensinas, catelicidinas) (18) y formacién de trampas
extracelulares (NETs, por sus siglas en inglés). Estas ultimas son redes compuestas por ADN,
histonas y proteinas granulares que atrapan y neutralizan microbios extracelulares,
concentrando componentes antimicrobianos como la elastasa de neutroéfilos (19). En el contexto

inflamatorio, se observan subtipos en base al grado de expresién de CD62L y CD16, como los
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neutroéfilos en banda (inmaduros, CD62L+CD16!ov), segmentados (maduros, CD62L+CD16+)
y CD62Ldim (reguladores de linfocitos T) (20).

Los eosindfilos, que representan 1-5% de los leucocitos, tienen una vida circulante breve (<24
horas) y se acumulan en tejidos afectados (21,22). Sus granulos citoplasmaticos almacenan
proteinas catidnicas, como la proteina basica mayor (MBP, por sus siglas en inglés), la proteina
catidnica eosinofilica (ECP, por sus siglas en inglés), la neurotoxina derivada de eosinéfilos
(EDN, por sus siglas en inglés) y la peroxidasa eosinofilica (EPO, por sus siglas en inglés), las
cuales ejercen efectos citotoxicos sobre patégenos extracelulares, especialmente helmintos, y
contribuyen al dafio tisular en inflamaciones crénicas (23). La liberacién de estos componentes
granulares, junto con mediadores como leucotrienos, factor activador de plaquetas (PAF, por sus
siglas en inglés) y citocinas (GM-CSF, IL-3, IL-5, TNF-a, entre otras) no solo amplifican la
inflamacidn aguda y crénica, sino que también desempefian un papel central en enfermedades
alérgicas, modulando el reclutamiento celular y la activacién de otras células inmunitarias (24).
Los baséfilos, células granulociticas minoritarias en sangre (<1%), desempefian roles
multifacéticos mas alla de su asociacién clasica con alergias (25). Derivados de la médula ésea,
estos leucocitos expresan receptores de alta afinidad para IgE (FceRI), lo que les permite
liberar histamina, citocinas (IL-4, I[L-13) y leucotrienos durante reacciones de
hipersensibilidad (26). Sin embargo, su funcién se extiende a la defensa contra parasitos
helmintos, donde activan respuestas Th2 y reclutan eosinéfilos para neutralizar patégenos (27)

y en procesos de autoinmunidad y cancer (28).

Las células dendriticas (DCs) destacan como las células presentadoras de antigeno (APCs, por sus
siglas en inglés) mas eficientes del sistema inmunolégico, superando a otras células como monocitos y
linfocitos B en su capacidad para activar linfocitos T (29). Estas células especializadas cumplen un doble rol
crucial: no solo inician la respuesta adaptativa al conectar la inmunidad innata con la especifica, sino que
también participan en el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica (30). El proceso de presentacién
antigénica implica la captura, procesamiento y presentaciéon de péptidos antigénicos en moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés), al receptor del linfocito T (TCR,
por sus siglas en inglés) junto con sefiales coestimuladoras esenciales (CD80/CD86) para la activacion
optima de los linfocitos en los 6rganos linfoides secundarios (31,32). El sistema de presentacién antigénica
sigue las "reglas del ocho", donde los linfocitos T CD4+ reconocen péptidos de 15 aminoacidos presentados
por MHC-II (HLA-DR, DP, DQ) y los CD8+ interactian con péptidos de 9 aminoacidos en MHC-I (HLA-A, B,
(C), con participacion crucial de correceptores (CD4 para MHC-II y CD8 para MHC-I) (Figura 3) (32). Existe
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una notable diversidad funcional entre los subtipos de DCs. Las DCs mieloides (mDCs) (33), divididas en
mDC1 (especializadas en presentacion a linfocitos T CD8+ en respuestas antivirales/antitumorales) y
mDC2 (mas eficientes en activar linfocitos T CD4+ y modular respuestas alérgicas), muestran variantes
como las mDCs CD16+ con mayor capacidad proinflamatoria (34). Por otro lado, las DCs plasmacitoides
(pDCs) se especializan en la produccién de interfer6n tipo I durante infecciones virales, coordinando la
respuesta antiviral (35). Completan este panorama las DCs foliculares (foDCs), que interactiian con
linfocitos B en centros germinales (36), y las moDCs derivadas de monocitos durante inflamacién, capaces
de presentar antigenos localmente sin migrar a 6rganos linfoides (37). Esta especializacion celular permite
una respuesta inmunitaria precisa y adaptada a cada amenaza, destacando el papel central de las DCs en la

inmunorregulacién.

Figura 3 | Diagrama esquemadtico de la presentacion antigénica de linfocitos Th (CD4+) y Tc (CD8+) con moléculas MHC.
La longitud del péptido presentado al TCR varia segiin el tipo de MHC implicado: las moléculas MHC-I (Panel B) exhiben péptidos de
aproximadamente 9 aminodcidos, mientras que las MHC-II (Panel A) presentan péptidos mds extensos, de alrededor de 15
aminodcidos. Las regiones hipervariables (resaltadas en amarillo) de las moléculas MHC actilan como sitios de union preferencial para
los péptidos antigénicos (representados en rojo), facilitando el reconocimiento especifico por parte de los linfocitos T. Esta interaccion,
mediada por correceptores (CD4 para MHC-11 y CD8 para MHC-I), subraya la precision del sistema inmunoldgico en la identificacion
de amenazas, adaptdndose a las diferencias estructurales entre ambos tipos de MHC para garantizar una respuesta eficaz y especifica.
Imagen tomada de Bellanti, Immunology 1V ©.

Las células Natural Killer (NK) son linfocitos granulares derivados de la médula 6sea que representan
entre el 5-20% de los linfocitos circulantes y se distribuyen en dérganos linfoides como bazo e higado
(15). Estas células inmunitarias innatas poseen la capacidad dnica de reconocer y destruir células
tumorales o infectadas por virus sin necesidad de activacién previa, gracias a un sofisticado sistema de
receptores de superficie que incluyen CD16 (FcyRIII) y CD56 (38). Su mecanismo de accién se basa en el
balance entre sefiales inhibitorias (a través de receptores de inhibiciéon KIR que detectan MHC-I en células

sanas) y activadoras (mediante receptores de activacion KAR que identifican células alteradas), lo que les
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permite inducir apoptosis mediante la liberacidn de perforina/granzimas o a través de la interaccién FasL-
Fas (39,40). Ademas, ejercen citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) al unirse a blancos
opsonizados mediante IgG, puenteando asi la inmunidad innata y adaptativa (41). Las NK se clasifican en
subpoblaciones funcionales: las CD56dim CD16+ (altamente citotoxicas), las CD56brighit CD16- (con roles
inmunomoduladores como secrecion de citocinas) y variantes asociadas a infecciones croénicas (15). Mas
alla de su funcion citolitica, producen IFN-y, TNF-a y quimiocinas que regulan respuestas inflamatorias y
activan macrdéfagos (42). Esta versatilidad las convierte en elementos clave en defensa antitumoral,
antiviral, y en el desarrollo de terapias inmunolégicas, destacando su papel dual como efectoras letales y

reguladoras de la homeostasis inmunoldgica.

El sistema inmunitario adaptativo constituye una sofisticada red de defensa especializada que actia
con precision y memoria, diferencidandose de la inmunidad innata por su capacidad para reconocer
especificamente antigenos mediante receptores Unicos en linfocitos B (BCR, por sus siglas en inglés) y T
(TCR) (Figura 4) (7). Este sistema presenta tres caracteristicas fundamentales: (1) especificidad
molecular, permitiendo identificar patrones antigénicos particulares; (2) diversidad extraordinaria, con
capacidad para responder a practicamente cualquier estructura extrafia; y (3) memoria inmunoldgica,
generando células de larga vida que aceleran y potencian las respuestas ante reinfecciones (7). Se organiza
en dos ramas complementarias: la inmunidad humoral, mediada por anticuerpos (IgM, IgG, IgA, IgD, IgE)
secretados por linfocitos B que neutralizan patégenos extracelulares; y la inmunidad celular, ejecutada
por linfocitos T que eliminan células infectadas (CD8+ citot6xicos) o regulan respuestas inmunes (CD4+
helper) mediante citocinas (7). Aunque su activacidon requiere dias tras la exposicion antigénica (a
diferencia de la respuesta innata inmediata) su capacidad para generar memoria proporciona protecciéon

duradera.
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Figura 4 | Representacion grdfica de las diferencias clave entre linfocitos By T. Los linfocitos By T poseen mecanismos diferentes
para reconocer antigenos, determinados por la naturaleza de sus receptores especificos (BCR en células By TCR en células T). Mientras
que los linfocitos B identifican antigenos en su forma nativa (proteinas intactas o estructuras no procesadas), los linfocitos T solo
reconocen fragmentos antigénicos procesados, presentados por APCs en MHCs. Imagen tomada de Bellanti, Immunology IV ©.
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El desarrollo de los linfocitos B constituye un proceso secuencial altamente regulado que puede dividirse
en dos fases fundamentales: una etapa independiente de antigeno en la médula 6sea y una fase

dependiente de antigeno en 6rganos linfoides periféricos (Figura 5) (43).
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Figura 5 [ El desarrollo de los linfocitos B comprende dos fases fundamentales: una fase antigeno-independiente en médula 6sea
Yy una fase antigeno-dependiente en tejidos linfoides periféricos, donde los linfocitos B maduros responden diferencialmente segtin el
tipo de antigeno. Los antigenos como polisacdridos activan células B produciendo principalmente IgM sin ayuda de linfocitos T,
mientras que los antigenos proteicos requieren cooperacion de células T para inducir cambio de isotipo (de IgM a IgG, IgA o IgE) e
hipermutacién somdtica generando asi anticuerpos de alta afinidad y funciones especializadas en la respuesta inmunitaria adaptativa.
Imagen tomada de Bellanti, Immunology 1V ©.

Durante la primera fase, las células progenitoras hematopoyéticas sufren transformaciones progresivas:
en la fase pro-B (CD19+) se inicia el reordenamiento de los genes que constituirdn el BCR; en la fase pre-B
se expresa temporalmente un receptor pre-B; y en la fase de células B inmaduras, se expresara un BCR de
superficie con especificidad unica (IgM e IgD) llevandose a cabo de forma paralela una selecciéon negativa
para eliminar clones autorreactivos (43). Finalmente, los linfocitos B inmaduros abandonan la médula 6sea
migrando hacia el bazo donde pasaran al estadio de célula B transicional hasta completar su maduracién
como células B maduras (44). En la fase dependiente de antigeno, los linfocitos B maduros migran a tejidos
linfoides periféricos, donde la unién del antigeno al BCR desencadena su activacion y proliferacion. Esta
etapa implica una funcionalidad doble: como células presentadoras de antigeno, procesan y presentan
péptidos en MHC-II para interactuar con linfocitos T colaboradores (en el caso de antigenos proteicos), y
como efectoras secretoras, dando lugar tanto a células plasmaticas productoras de anticuerpos como a
células B de memoria, preparadas para responder mas rapidamente ante futuras exposiciones al mismo

antigeno (45). Durante este proceso, ocurren modificaciones genéticas adicionales, como hipermutacién
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somatica (para afinar la afinidad del anticuerpo) y cambio de isotipo (generando IgG, IgA o IgE), lo que

amplia la versatilidad de la respuesta humoral (46).

Los linfocitos T son células de pequefio tamafio (<10 nm) que se encuentran predominantemente en
sangre periférica y tejidos linfoides secundarios. Estas células se clasifican en dos poblaciones principales
segun la expresion de correceptores de superficie: los linfocitos T CD4+ (células colaboradoras o Th), que
secretan citocinas para coordinar respuestas inmunes celulares y humorales, y los linfocitos
T CD8+ (células citotoxicas o Tc), especializados en inducir apoptosis en células diana (47). En condiciones
normales, la proporcién circulante de CD4+/CD8+ es aproximadamente 2:1, relaciéon que se invierte en
infecciones como el VIH durante el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) debido a la
destruccion selectiva de CD4+ (48). Existe ademas una poblaciéon minoritaria de linfocitos T doble
negativos (DN, CD4-CD8-), abundante en mucosas (47). Todos los linfocitos T expresan el complejo CD3,
esencial para la transduccién de sefiales, y receptores de antigeno (TCR) de dos tipos: el mas comun (95%)
esta formado por cadenas a/f3, mientras que una minoria (5%) presenta cadenas y/§, predominantes en
tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, por sus siglas en inglés) (15). El complejo receptor de linfocitos
T incluye tanto el heterodimero TCR (af8 o y6) como las moléculas CD3 (CD3-gy, CD3-e8 y CD3-((), que

juntas garantizan su integridad estructural y funcional en el reconocimiento antigénico.

El desarrollo de los linfocitos T en el timo comienza con la migracién de precursores linfoides comunes
(CLP, por sus siglas en inglés) desde la médula 6sea, los cuales inicialmente carecen de marcadores como
CD3, CD4 o CD8 (49). A medida que maduran, adquieren primero el complejo CD3 (marcador de linaje T) y
posteriormente desarrollan receptores TCR, pasando por etapas secuenciales: células doble negativas
(DN) sin CD4/CD8, pero con un pre-TCR (50), luego células doble positivas (DP) que expresan
simultdneamente CD4 y CD8 junto con un TCR completamente reordenado, y finalmente células simple
positivas (SP) que se especializan en CD4+ o CD8+ (49). Durante la fase DP, los timocitos son sometidos a
rigurosos procesos de seleccién para garantizar que su TCR reconozca adecuadamente el MHC sin
reactividad contra lo propio (Figura 6) (51). La seleccién de timocitos en el timo ocurre en dos etapas
criticas: seleccion positiva en la corteza del timo, donde los timocitos con TCR funcionales que reconocen
moléculas propias del MHC (con afinidad intermedia) sobreviven, mientras que aquellos con TCR no
funcionales o incapaces de interactuar con el MHC mueren por apoptosis (seleccidn por restriccién MHC);
y seleccion negativa en la region corticomedular, donde los timocitos con TCR que se unen con alta
afinidad a péptidos propios son eliminados para prevenir autoinmunidad (51). Este proceso depende
criticamente de la expresion de antigenos tisulares en células epiteliales timicas medulares (mTEC, por
sus siglas en inglés) del timo, mediada por factores de transcripcion como AIRE (Autoimmune Regulator) y

Fezf2 (Fez Family Zinc Finger 2) (52,53). AIRE induce la expresion de antigenos tisulares periféricos a través
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de su interaccién con complejos epigenéticos, mientras que Fezf2 regula de manera directa la expresion de
los genes al unirse especificamente a sus secuencias promotoras (52,53). Su accién conjunta asegura que
los timocitos sean expuestos a un repertorio diverso de antigenos propios, ampliando el espectro de
autorreactividad detectada y eliminada durante la seleccidn negativa. Este proceso, conocido también como
tolerancia central, se basa en obtener la "afinidad justa": interacciones demasiado débiles llevan a muerte
por falta de estimulos de supervivencia, las muy fuertes desencadenan apoptosis (eliminando células
autoreactivas), y solo aquellas con afinidad moderada sobreviven y maduran como linfocitos T efectores
(Teff) o reguladores (Treg) (51). Diversos modelos han sido propuestos para explicar esta seleccién
afinidad-dependiente (54). El modelo instructivo plantea que el destino celular se define directamente
por la intensidad de la sefial del TCR: afinidades intermedias inducen FoxP3 y diferencian a células Treg,
mientras que afinidades bajas conducen a células Teff. En cambio, el modelo estocastico o selectivo
sugiere que la expresion de FoxP3 puede iniciarse de forma independiente al TCR, y que estas células
FoxP3* serian mas resistentes a la eliminacién negativa. Finalmente, el modelo del nicho propone que la
generacion de Treg depende no solo de la afinidad del TCR, sino también de la competencia por antigenos

propios poco abundantes, lo que limita el nimero de Treg que pueden desarrollarse para un antigeno (54).
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Figura 6 | Representaciéon esquemdtica de los procesos de seleccién positiva y negativa de los linfocitos T durante su
maduracioén en el timo. Imagen tomada de Bellanti, Inmunology IV ©.
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Aunque este filtro es eficaz, algunas células autoreactivas pueden escapar al timo, siendo controladas
posteriormente por mecanismos de tolerancia periférica. Solo aquellos que superan esta prueba se
diferencian en SP y migran a tejidos linfoides periféricos como células T naive funcionales, listas para

activarse ante su antigeno especifico y generar posteriormente células T de memoria.

Los linfocitos T CD4+ se diferencian en células efectoras productoras de citocinas tras su activacion, lo
que les permite coordinar la respuesta inmunitaria mediante el reclutamiento y activacion de otras células
inmunes (55). Estas células se especializan en distintos subtipos funcionales, incluyendo las células T
colaboradoras (Th), cooperadoras foliculares (Tfh) y reguladoras (Treg). Estas tltimas detalladas mas

adelante.

Los linfocitos Th muestran una notable plasticidad, pudiendo cambiar su fenotipo en respuesta a las
sefiales del entorno, lo que permite al sistema inmunolégico adaptar finamente sus respuestas (56). Lo que
actualmente se acepta es que el microambiente de citocinas, concentracion antigénica y tipo de APC
determina la diferenciacién hacia un linaje u otro (57,58). En funcién del tipo de respuesta, podemos

encontrar linfocitos Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 y Th1* con sus respectivas funciones (Figura 7):

Los linfocitos Th1 desempefian un papel fundamental en la coordinacién de lainmunidad celular
y los procesos inflamatorios, actuando como mediadoras clave de la respuesta inmunitaria (59).
Estas células, conocidas como linfocitos T inflamatorios, expresan el factor de transcripcion T-
bet y producen citocinas como el IFN-y y TNF-a, que potencian la actividad de los macréfagos,
mejorando su capacidad fagocitica y estimulando la liberacién de especies reactivas de oxigeno
y otros compuestos bactericidas para eliminar patégenos de manera mas eficiente (55-57,59).
Ademas, las células Th1 incrementan la expresion de moléculas de MHC en macréfagos y otras
células presentadoras de antigeno, optimizando asila presentacion antigénica (60). Estas células
también colaboran en la activacion de los linfocitos T CD8+ (61).

Los linfocitos Th2 desempefian un papel crucial en la inmunidad humoral y los procesos
inflamatorios alérgicos, principalmente mediante el cambio de isotipo hacia IgE (55,62). Estas
células expresan el factor de transcripcion GATA3 y son esenciales para la activacién y
diferenciacion de los linfocitos B ante antigenos proteicos dependientes de células T. La IL-4
actia sobre los linfocitos B como factor de crecimiento que promueve su proliferaciéon y
diferenciacion hacia células plasmaticas productoras de anticuerpos o células B de memoria
(62). Los linfocitos Th2 también inducen inflamacién al estimular mastocitos (a través de IL-9)

y eosindfilos (mediante IL-5), lo que los vincula estrechamente con respuestas alérgicas (62).
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Por otro lado, la IL-13 promueve el recambio epitelial, produccién de mucosidad y contracciéon
de la musculatura lisa, imprescindible en la defensa antiparasitaria (62).

Los linfocitos Th9 se generan en presencia de TGF-f3 e IL-4, destacando por su capacidad de
secretar grandes cantidades de IL-9 (63,64). Estas células expresan el factor de transcripcion
PU.1 y participan en la defensa contra infecciones parasitarias, pero también estan implicadas
en procesos inflamatorios, alergias, enfermedades autoinmunes o incluso modulando la
actividad de las células Treg (65,66).

Los linfocitos Th17 se distinguen por expresar el factor de transcripcion RORyt y su capacidad
para producir citocinas proinflamatorias como IL-17 e IL-22 (55,57,58). La IL-17 desempefia un
papel crucial en el reclutamiento de neutréfilos y en la estimulacion de fibroblastos, células
endoteliales, macro6fagos y células epiteliales para producir diversos mediadores inflamatorios
(IL-1, IL-6, TNF-a, metaloproteasas y quimiocinas) que promueven infiltraciéon celular y dafio
tisular (67). Esta citocina se encuentra elevada en enfermedades autoinmunes como artritis
reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria intestinal y asma, evidenciando su
participacion en estos procesos patolégicos (68). Por su parte, la IL-22, también producida por
células NK, posee efectos duales, promoviendo tanto péptidos antimicrobianos como
inflamacidn (69).

Los linfocitos Th22 expresan el factor de transcripciéon AHR y estan especializados en la
produccién de IL-22, distinguiéndose de los linfocitos Th17 por su incapacidad para sintetizar
IL-17 (70). Estas células desempefian un papel fundamental en la proteccién y homeostasis de
las barreras epiteliales, particularmente a nivel de la mucosa intestinal, donde contribuyen al
mantenimiento de la integridad del epitelio y los mecanismos de defensa local (69).

Los linfocitos Th1* (también conocidos como Th1/Th17) son un subconjunto de células T
efectoras que coexpresan simultaneamente los factores de transcripcion T-bet (Th1l)
y RORyt (Th17), lo que les confiere un perfil hibrido con funciones proinflamatorias (71). Estas
células emergen en contextos de inflamacién crénica (enfermedades autoinmunes como la
esclerosis multiple o la artritis reumatoide) y combinan caracteristicas de ambos linajes:
producen IFN-y (Th1) e IL-17 (Th17), lo que amplifica el dafio tisular (71). Su desarrollo esta
influenciado por citocinas como IL-23 e IL-1f3, que promueven la plasticidad de Th17 hacia el

fenotipo Th1/Th17 (71).

Los linfocitos T foliculares colaboradoras (Tfh) representan una poblacién especializada de linfocitos
T que se localizan en los foliculos linfoides, donde desempefian un papel esencial en la interacciéon con
linfocitos B durante la respuesta inmunitaria (72). Estas células expresan marcadores caracteristicos como
CXCRS5, PD-1 e ICOS, el factor de transcripcion Bcl-6 y producen IL-21, lo que les permite regular la

activacién y diferenciacién de los linfocitos B (15). Su naturaleza plastica les permite adoptar diversos
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perfiles funcionales (Tfh1, Tfh2, Tfh17) segiin el microambiente inmunolégico (15). Ademas, algunas Tfh
pueden convertirse en células T reguladoras foliculares (Tfr), que modulan la respuesta inmunitaria

dentro de los foliculos mediante mecanismos supresores similares a los de las Treg convencionales (73).
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Figura 7 | Diferenciacion especializada de linfocitos T CD4+ segiin el contexto inmunolégico. Los linfocitos T CD4+ virgenes se
diferencian en subpoblaciones efectoras especializadas segiin la naturaleza del inmundgeno: frente a patégenos intracelulares, se
diferencian en células Thl que potencian respuestas de macrofagos y linfocitos T CD8+; ante pardsitos extracelulares, se generan
células Th2, activando eosindfilos, mastocitos y basdfilos; mientras que bacterias u hongos extracelulares inducen células Th17 para
reclutar neutrdfilos. Paralelamente, los inmundgenos promueven la formacion de células Tfh, que interactiian con linfocitos B
facilitando el cambio de isotipo, la maduracién de afinidad y la diferenciacion en células plasmadticas o de memoria. Estas células Tfh
pueden adquirir caracteristicas de otros subtipos (Th1, Th2 o Th17) al expresar bajos niveles de sus factores de transcripcion (T-bet,
GATA3 o RORyt respectivamente), lo que determina la produccién de anticuerpos hacia isotipos especificos segiin el contexto
inmunolégico. No estdn representadas las poblaciones Th9, Th22 y Tfr. Inagen tomada de (55).

Linfocitos T CD8+

Los linfocitos T CD8+, a diferencia de los CD4+, se especializan en citotoxicidad directa mediante la
produccion de perforina y granzimas, induciendo apoptosis en células diana que presenten antigenos con

MHC-I (74). Estas células citotéxicas actian eliminando selectivamente células infectadas por virus o
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tumorales mediante sinapsis inmunolégicas especificas. Existen 6 subtipos principales: Tc1 (productoras
de IFN-y, cruciales en defensa antiviral), Tc2 (secretoras de IL-4/IL-5/IL-10, asociadas a patologias
croénicas), Tc9 (productoras de IL-9), Tc17 (productoras de IL-17 e IL-22), Tc22 (productoras de 1L-22) y
Tfc (productoras de IL-4, IL-21 e IFN-y) (74). Si bien son esenciales para combatir infecciones
intracelulares y cancer, también pueden causar dafio tisular en trasplantes o enfermedades autoinmunes.
Recientemente se ha descrito un subgrupo regulador CD8+, aunque su relevancia clinica en humanos

requiere mayor investigacion (75).

El sistema inmunoldgico cuenta con poblaciones linfocitarias especializadas que combinan
caracteristicas de inmunidad innata y adaptativa. Entre ellas destacan las células T y8 y las células NKT,
que expresan receptores de antigeno con diversidad limitada, disefiados para reconocer patrones
moleculares conservados en situaciones de infeccion, estrés celular o transformacién maligna (76).
Generadas a partir de precursores CD4-CD8- (doble negativos), las células T yd representan una minoria
en sangre periférica (1-15% de linfocitos), pero aumentan significativamente durante infecciones y en
enfermedades autoinmunes (77,78). Predominan en mucosas, especialmente en el epitelio intestinal y
pulmonar (77,78). Funcionalmente, producen citocinas proinflamatorias (IFN-y, TNF-a), eliminan células
infectadas o tumorales mediante mecanismos citotéxicos similares a los de células NKy T o CD8+ (77). En
cuanto a las NKT (constituyendo aproximadamente entre el 0,2% y el 2,5% del total de linfocitos), son un
grupo heterogéneo que combina marcadores de células T (CD3) y NK (CD56) (78). Las células NKT
invariantes (iNKT), la subpoblacion mejor caracterizada, reconocen glucolipidos presentados por
moléculas CD1d, estructuralmente similares al MHC-I, pero especializadas en presentar antigenos lipidicos
(79). Tras su activacion, las iNKT producen rapidamente citocinas polarizantes (IFN-y, IL-4) y adquieren

propiedades citotoxicas regulando respuestas inmunes tempranas (79).

Las células T reguladoras (Treg) constituyen una subpoblacion de linfocitos T CD4+ especializada en
mantener el equilibrio inmunolégico, ejerciendo un control crucial sobre las respuestas inmunitarias para
preservar la tolerancia a autoantigenos y evitar reacciones excesivas (80). Estas células desempefian
funciones vitales en procesos fisiolégicos como la gestacion, la interacciéon con microbiota comensal, la
tolerancia a alérgenos y la reparacion tisular, actuando como "arbitros inmunolégicos" que discriminan
entre amenazas reales y elementos inocuos (81). Su capacidad para modular la activacién o supresion de la
respuesta inmune las convierte en elementos clave para prevenir enfermedades. Alteraciones en su funcién

puede desencadenar diversas patologias, incluyendo trastornos autoinmunes, enfermedades inflamatorias,
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alergias, infecciones, cancer y trastornos primarios de regulacién inmunolégica (PIRD, por sus siglas en

inglés), evidenciando su papel central en la homeostasis del sistema inmunoldégico (81,82).

El descubrimiento de las Treg se remonta a 1969, cuando se identificaron por primera vez en modelos
murinos como linfocitos T de origen timico con capacidad supresora (82-84). Durante las décadas
siguientes, los estudios en roedores demostraron su papel crucial en la prevencién de enfermedades
autoinmunes (85,86). En los afios 90 se produjeron avances significativos, incluyendo la identificacién de
CD25 (cadena a del receptor de IL-2) como marcador clave y el posterior reconocimiento del papel de las
citocinas IL-10 y TGF-f3 en su funcion supresora (82,85,87). El hito mas importante en la caracterizacion de
estas células fue el descubrimiento en 2003 del factor de transcripciéon FoxP3 (forkhead box Protein 3) como
regulador maestro de su desarrollo y funcién (88,89). Posteriormente, se observo que la expresion de
FoxP3 se correlacionaba con altos niveles de CD25 y, en 2006, gracias al hallazgo de una correlacién inversa
entre CD127 (receptor de IL-7) y FoxP3, se definid el fenotipo clasico CD4+CD25hCD127!ewFoxP3+ para su
identificacion (82,87,90). Mas adelante se descubri6 que las Treg pueden dividirse en dos subtipos
principales seglin su origen: nTreg (naturales o derivadas del timo, con expresién estable de FoxP3) y
pTreg (generadas en tejidos periféricos, con expresion transitoria de FoxP3) (Figura 8) (84-86,91). Dentro
de estas poblaciones, el grado de expresion de FoxP3 muestra un rango dinamico, desde células Treg en
reposo (rTreg) con expresion baja (FoxP3low) hasta Treg activadas (aTreg) con expresion alta (FoxP3hi)
(92,93). Esta heterogeneidad funcional permite distinguir subpoblaciones mediante marcadores
adicionales como CD45RA: las rTregse identifican como CD45RA+FoxP3low, las aTreg (con maxima
capacidad supresora) como CD45RA-FoxP3h, y los linfocitos T convencionales no supresores como
CD45RA-FoxP3low/-(93). Actualmente, el patrén de metilacion de la regidon TSDR (region desmetilada
especifica de Treg) en el gen FOXP3 se considera el marcador mas fiable para discriminar verdaderas Treg

de otras células T con expresion transitoria de FoxP3 (94).

Las células Tr1 representan un subtipo Unico de linfocitos Treg que se distinguen por su perfil
fenotipico y funcional. A diferencia de otras subpoblaciones CD4+, las Trl expresan marcadores
como CD49b y LAG-3, carecen de expresion constitutiva de FoxP3 (o la presentan de forma transitoria) y
producen grandes cantidades de IL-10 (95,96). Estas células se generan en la periferia bajo condiciones
tolerogénicas y desempefian un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis inmunoldgica,
previniendo enfermedades mediadas por linfocitos T y promoviendo tolerancia a largo plazo, tanto en
modelos murinos como humanos (97,98). Su actividad supresora es dependiente de antigeno: requieren
activacién a través de su TCR para inhibir respuestas inmunitarias mediante la secrecién de IL-10, que
suprime directamente a los linfocitos T efectores e inducen un fenotipo tolerogénico en APCs al reducir la

expresion de moléculas de MHC-II y citocinas proinflamatorias (98,99).
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La caracterizacion de las Treg se vuelve mas compleja al estudiar las células reguladoras CD8+, dado
su papel reciente en infecciones virales y tumorigénesis (75). Los linfocitos T CD8+CD103+ representan
una subpoblacién reguladora con capacidad inmunosupresora, cuya expresién del marcador CD103
(integrina aEB7, inducida por TGF-§3) les permite interactuar con la E-cadherina en epitelios y tejidos
trasplantados (100,101). A diferencia de las Treg clasicas, estas células carecen de FoxP3, CD25 y otros
marcadores convencionales, y ejercen su funcién supresora mediante contacto célula-célula mas que a
través de citocinas (102). Estudios recientes han logrado generar CD8+CD103+ humanas in vitro mediante
TGF-B, rapamicina y estimulaciéon con CD3/CD28+IL-2, obteniendo células con alta expresion de CD103 y
PD-1 que mantienen capacidad supresora en modelos de artritis, lo que abre nuevas perspectivas
terapéuticas, aunque persisten interrogantes sobre la heterogeneidad de estas poblaciones reguladoras

(103-105).

Las células T reguladoras CD8+CD122+ representan una poblacién especializada de linfocitos
supresores que juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica (106-
108). A diferencia de otras Treg, estas células expresan la cadena 3 del receptor de IL-2 (CD122) pero
carecen de marcadores clasicos como CD25 y FoxP3, mostrando un perfil inico de memoria central
(CD44highCD62Lhigh) (109). Diversos estudios han demostrado su capacidad para suprimir respuestas
autoinmunes y prevenir el rechazo de trasplantes, funcién mediada principalmente por su subpoblacién
CD8+CD122+PD-1+ a través de la producciéon de IL-10, TGF-$ e IFN-y (107). Aunque inicialmente se
identificaron como células de memoria convencionales, ahora se sabe que poseen propiedades reguladoras
potentes, incluso superiores a las Treg CD4+FoxP3+ en ciertos contextos de trasplante (108). Su mecanismo
de accion combina la sefializacién a través de PD-1 con la secrecion de citocinas inmunomoduladoras. Sin
embargo, persisten cuestiones sobre los detalles moleculares de su funcién supresora y su posible relaciéon
con estados de agotamiento inmunolégico, lo que requiere investigacion adicional para optimizar su uso

clinico (106-109).

Las células T CD8+CD28- son una poblacién inmunorreguladora que surge tras estimulacion antigénica
crénica, mostrando caracteristicas de senescencia celular (110,111). Estas células exhiben un
comportamiento dual: pueden actuar como supresoras mediante [L-10 y TGF-B en contextos como
trasplantes, pero también muestran actividad citotéxica (expresando granzima A y perforina) en
enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple y artritis reumatoide, donde su acumulacién se asocia
a mayor severidad (110,111). Aunque algunos estudios reportan expresion de FoxP3 en estas células, esto
sigue siendo controvertido (112). Su pérdida de CD28 refleja un estado de envejecimiento inmunolégico
avanzado, afectando a su capacidad proliferativa y respuesta apoptoética. Esta poblacién destaca por su
compleja heterogeneidad funcional, pudiendo actuar tanto como reguladoras como efectoras dependiendo

del contexto patolégico (110-112).
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Las células T reguladoras CD8+KIR+ (KIR+CD8+ Treg) son un subconjunto de linfocitos T con
funciones inmunorreguladoras identificadas en humanos, equivalentes a las células Ly49+CD8+ Treg en
ratones (113). Estas células expresan receptores inhibidores KIR (similares a los Ly49 en ratones) y
suprimen selectivamente células T CD4+ patdgenas en enfermedades autoinmunes, como la celiaquia,
mediante citotoxicidad dependiente del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase I. Ademas,
su frecuencia aumenta en tejidos inflamados y en infecciones como COVID-19, donde se asocian con
complicaciones autoinmunes, sugiriendo un rol clave en mantener la tolerancia periférica (113). Estudios
en ratones muestran que su ausencia durante infecciones virales provoca autoinmunidad, destacando su
funcién como mecanismo de retroalimentacién negativa para controlar la reactividad autoinmune sin
afectar la respuesta antiviral (113). Asi, las KIR+CD8+ Treg representan una poblacion reguladora distinta

y complementaria a las Treg CD4+, con potencial terapéutico en enfermedades autoinmunes e infecciosas.
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Figura 8 | Clasificacion de los principales tipos de células Treg y sus marcadores caracteristicos. En la figura quedan
representadas subpoblaciones de Treg CD4+, incluyendo células productoras de IL-10 (Tr1) y Treg convencionales. Subpoblaciones de
Treg CD8+, como las asociadas a trasplantes (CD8+CD103+, CD8+CD122+PD-1+), cdncer e infecciones (CD8+CD28-CD56+), y las

recientemente descritas Treg CD8+KIR+ en contextos infecciosos. Los marcadores clave se indican junto a cada subtipo. Imagen creada
por Daniel Acevedo con Biorender.

Las Treg ejercen su funciéon de forma directa e indirecta (Figura 9) (114,115). De manera directa,

mediante la secrecion de citocinas inhibidoras (IL-10, TGF-f e IL-35), la induccién de apoptosis a través
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de perforina y granzima, y la interaccién con otras células inmunes mediante moléculas de superficie

(114,115). Ademas, su alta expresion de CD25 les permite captar IL-2, limitando la activacion de linfocitos

T y NK. De manera indirecta, las Treg regulan la inflamacién mediante enzimas como CD39 y CD73, que

metabolizan ATP en AMP, pasando de una sefial proinflamatoria a antiinflamatoria (114,115). Algunas de

las moléculas de contacto celular y factores de transcripcion que refuerzan la actividad supresora son:

18

CTLA-4: es una molécula co-inhibitoria expresada constitutivamente en las Treg, aunque
también se encuentra en linfocitos activados. CTLA-4 compite selectivamente contra CD28
(receptor coestimulador presente en la membrana de linfocitos T) por la unién a sus ligandos
CD80/CD86, presente en la membrana de DCs. Al unirse a estas proteinas, induce su
internalizacién en vesiculas cuyo destino es la fusiéon con lisosomas para su degradacién. De esta
forma, se reduce su expresion, lo que limita la activaciéon de los linfocitos T durante la
presentacion antigénica (116,117). Para poder seguir ejerciendo su funcién, CTLA-4 se recicla
continuamente entre el interior celular y la membrana, proceso en el que la proteina LRBA
(lipopolysaccharide (LPS)-responsive and beige-like anchor protein) juega un papel clave al evitar
su degradacién en los lisosomas y promover su retorno a la superficie de las células Treg
(118,119).

PD-1/PD-L1: cuando PD-L1 de las Treg se une a PD-1 en linfocitos T activados, desencadena una
respuesta inhibitoria induciendo un estado de anergia. Esta interacciéon ademas favorece la
generacion de pTreg al aumentar la expresidon de FoxP3 y potenciar su actividad supresora (86).
Paralelamente, la unién de PD-1 con PD-L1 en DCs también promueve la diferenciacién de pTreg,
y una vez formadas, inducen un fenotipo tolerogénico en las DCs mediante el mismo mecanismo
molecular (120).

TIGIT: un receptor co-inhibitorio presente en Treg, asi como en linfocitos T activados. Este
receptor interactia principalmente con su ligando CD155, aunque también puede unirse a
CD112, moléculas expresadas tanto en APCs como en otros tipos celulares. En las Treg, la uniéon
de TIGIT a células dendriticas induce un fenotipo tolerogénico caracterizado por la producciéon
de IL-10, suprimiendo la activaciéon de los linfocitos T (121). A nivel intracelular, TIGIT inhibe la
via de sefializacién mTORC1, favoreciendo asi la estabilidad y expresion de FoxP3 en Treg (122).
Particularmente en las nTreg, la elevada expresidn de TIGIT se asocia con una mayor estabilidad
del linaje y capacidad supresora (123). Mecanisticamente, este efecto se debe en parte a que
TIGIT promueve la desmetilacion del gen FOXP3, reforzando su expresion y funciéon reguladora
(124).

GITR: es una molécula clave en la regulacién de la funcién de las células Treg. Su sefializacion
puede mejorar la proliferacién y supervivencia de las Treg y, en condiciones inflamatorias, puede

reforzar la estabilidad del fenotipo Treg al promover la expresion de FoxP3 (125).
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LAG-3: se expresa en células Treg y linfocitos T activados mostrando afinidad por moléculas
MHC-II debido a su similitud estructural con el correceptor CD4. En las Treg, LAG-3 desempefia
un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasis inmunitaria. Esta molécula inhibe la
proliferaciéon celular y la secrecion de citocinas, contribuyendo asi a la regulaciéon del sistema
inmunolégico (126-128). Ademas, aunque LAG-3 también se expresa en células Tr1, su papel
especifico en su funcién supresora atin no esta completamente descrito (95).

TIM-3: la sefializacién a través de TIM-3 en Treg potencia su funcién inhibitoria,
particularmente en contextos inflamatorios y tumorales. Este receptor promueve la estabilidad
del linaje Treg al interactuar con sus ligandos (Galectina-9), induciendo la produccién de
citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-$3 (128). La expresién de TIM-3 en Treg se asocia
con un fenotipo altamente supresor y parece ser esencial para controlar respuestas
autoinmunes e inflamatorias (128).

ICOS: potencia la eficacia de las Treg y, en determinadas condiciones, puede inhibir su apoptosis,
contribuyendo significativamente a su supervivencia (129). Este efecto se produce cuando ICOS
se une a su ligando ICOS-L, presente en células presentadoras de antigeno como células
dendriticas, linfocitos B y macréfagos. Esta interaccion estimula la transcripcidn de FoxP3, 1o que
a su vez incrementa la produccion de citocinas antiinflamatorias (129). Las células Treg pueden
clasificarse en dos subtipos funcionales segtin su perfil de expresién y mecanismos de supresion:
las Treg ICOS+, que ejercen su funcién inmunosupresora mediante la produccién de IL-10 (para
inhibir células dendriticas) y TGF-f (para suprimir linfocitos T efectores), y las Treg ICOS-, que
utilizan exclusivamente TGF-f3 como mecanismo de supresion (129).

Helios: un miembro de la familia de factores de transcripcion IKAROS, desempefia un papel
fundamental en la funcion de las Treg (130). Este factor es crucial para mantener la estabilidad
de la expresion de FoxP3 en condiciones inflamatorias, evitando que las Treg se transformen en
células efectoras (131). Aunque la ausencia de Helios no afecta el desarrollo ni la funcién de la
mayoria de los linfocitos CD4+, si provoca la apariciéon tardia de enfermedades autoinmunes al
comprometer especificamente la funcionalidad de las Treg, demostrando su importancia critica
en el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica (132). En ratones, los marcadores Helios y
Neuropilina-1 permiten diferenciar con claridad entre las células nTreg y pTreg. Sin embargo, en
humanos esta distincién no es tan clara. La expresién de Helios en nTreg humanas no es
constante, y al igual que FoxP3, también puede encontrarse en células T activadas, lo que
complica su uso como marcador exclusivo. Aun asi, tanto Helios como FoxP3 aportan
informacién valiosa sobre la estabilidad y la capacidad supresora de las Treg, ya que se ha
observado que las células Helios+ son mas estables y funcionalmente mas supresoras (133-

139).
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Figura 9 | Representacién esquemdtica de los mecanismos de supresion mediados por células Treg. (a) expresion de receptores
inhibidores que, al unirse a sus ligandos en APCs, refuerzan las células Treg y liberan citocinas inhibidoras. (b) disrupcion del
metabolismo de los linfocitos T al agotar la IL-2 disponible y mediante la produccion de adenosina (a través de las enzimas
CD39/CD73), aumentando los niveles de cAMP y suprimiendo su funcion. (cy d) supresién de la respuesta inmunitaria mediante la
accion de moléculas citotoxicas como granzimas y perforina que eliminan directamente a estas células, complementada por la
secrecién de citocinas inhibidoras (IL-10, TGF-f e IL-35) que bloquean la funcién de células efectoras, células NK y células
presentadoras de antigeno. (e, fy g) en contextos tumorales, las Treg pueden convertir células T CD4+ en fenotipo Treg, promover la
conversion de fibroblastos a fibroblastos asociados a cancer (CAF) a través de la secrecién de TGF-[3; y promover la angiogénesis a
través del factor de crecimiento del endotelio vascular (VGEF). Imagen modificada de (140).

Hace 70 afios se identificé por primera vez la agammaglobulinemia de Bruton, marcando un hito en
el estudio de las inmunodeficiencias primarias (IDP) (141). El desarrollo de tecnologias innovadoras
como la secuenciaciéon masiva de exomas y genomas humanos (NGS, por sus siglas en inglés), accesible a
nivel global, ha acelerado drasticamente el hallazgo de nuevas alteraciones genéticas asociadas a estos
trastornos. Este progreso ha permitido que el comité de expertos de la Unién Internacional de Sociedades

Inmunolégicas (IUIS, por sus siglas en inglés) documentara mas de 508 genes implicados en
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inmunodeficiencias primarias hasta el afio 2024, reflejando los extraordinarios avances en la comprension

de estas enfermedades en las Ultimas décadas (142,143).

Las inmunodeficiencias primarias constituyen un conjunto de enfermedades, mayoritariamente de
origen genético, que alteran el correcto funcionamiento del sistema inmunolégico. Aunque su
manifestacion principal es la inmunosupresion (que predispone a infecciones graves y recurrentes),
presentan una sintomatologia cada vez mas heterogénea que incluye fendémenos de autoinmunidad,
procesos autoinflamatorios, alergias graves e incluso sindromes neoplasicos (144). Esta aparente
paradoja, donde coexisten respuestas inmunes deficientes y desreguladas, ha llevado a un replanteamiento
conceptual. El descubrimiento continuo de nuevos defectos genéticos (tanto por pérdida como por
ganancia de funcién) motivo que en 2019 la IUIS redefiniera estas patologias como "Errores Innatos de la
Inmunidad" (EII), estableciendo un sistema de clasificacién dindmico (145). La clasificacién actualizada
de la IUIS en 2024 organiza los EIl en 10 categorias principales (142,143): (1) inmunodeficiencias
combinadas, (2) inmunodeficiencias combinadas con caracteristicas sindrémicas, (3) deficiencias
predominantes de anticuerpos, (4) enfermedades de desregulacién inmunoldgica, (5) defectos innatos de los
fagocitos, (6) alteraciones en la inmunidad intrinseca e innata, (7) enfermedades autoinflamatorias, (8)
deficiencias del sistema de complemento, (9) fallo medular y (10) fenocopias de errores innatos de la

inmunidad.

Los EII de desregulacién inmunolégica (grupo 4) comprenden un conjunto heterogéneo de trastornos
que afectan a genes cruciales para la regulacion del sistema inmunitario, manifestandose con una amplia
variabilidad clinica. Desde 2020, aquellos casos que presentan pérdida de los mecanismos de tolerancia,
dando lugar a autoinmunidad, procesos autoinflamatorios, linfoproliferaciéon o atopia grave, se clasifican
como Trastornos Primarios de Regulacion Inmunolégica (PIRD, por sus siglas en inglés) (146). Estos
engloban diversas patologias originadas por fallos en distintas vias regulatorias del sistema inmune, lo que

permite su subclasificacion en categorias especificas segiin los mecanismos fisiopatolégicos implicados.

En 2018 se acuiid el término "tregopatias" (147) para designar un subgrupo de EII caracterizados por
afectar especificamente la funcién de las células Treg, que posteriormente se incluyé dentro de los PIRD.
Inicialmente, esta categoria abarcaba mutaciones en genes como FOXP3, CD25, CTLA4, LRBA, BACHZ,IL10y
las variantes de ganancia de funcién (GOF, por sus siglas en inglés) de STAT3 (148,149). Con el tiempo, el
comité de expertos de la IUIS ha ampliado esta clasificacién incorporando nuevos genes defectuosos como
FERMT1, CD122, DEF6 y las mutaciones con ganancia de funciéon de IKAROS, reflejando los continuos
avances en la comprensidn de estos trastornos inmunorreguladores mediados por disfuncién de las Treg

(148,150) (Figura 10).
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Figura 10 | Principales patologias y sus defectos génicos implicados en la alteracién de la funcién y/o niimero de células
Treg. Las Tregopatias quedan representadas en rojo oscuro, los sindromes IPEX-like en amarillo, los trastornos de punto de control
inmunolégico en morado oscuro, los trastornos asociados a IL-10 en azul oscuro y otros EIl que afectan a las Treg en un recuadro
(esquina inferior derecha). Las flechas indican procesos fisioldgicos normales. IEI, inborn errors of immunity; B Phosphorilated; IPEX,
immune dysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked syndrome; LATAIL, LRBA deficiency with autoantibodies, regulatory T
(Treg) cell defects, autoimmune infiltration; CHAI, CTLA-4 haploinsufficiency with autoimmune infiltration; ALPS, Autoimmune
lymphoproliferative syndrome; 0S, Omenn Syndrome; HLH, hemophagocytic lymphohistiocytosis; CVID, Common variable
immunodeficiency; VEO-IBD, very early onset inflammatory bowel disease; APDS, Activated PI3K Delta Syndrome; WAS, Wiskott-
Aldrich Syndrome; DOCKS8, Dedicator of cytokinesis 8 deficiency; NBEALZ2, Neurobeachin-like 2. Imdgen modificada de (151).

El sindrome de desregulacion inmune, poliendocrinopatia y enteropatia ligada al X (IPEX, por sus
siglas en inglés) fue descrito inicialmente en 1982 como el primer trastorno asociado a un defecto en los
linfocitos Treg. Se caracteriza por manifestaciones autoinmunes tempranas debido a mutaciones en el
factor de transcripcion FoxP3, que reducen su expresion o alteran su funcién (152,153). Aunque el gen
FOXP3 no es esencial para el desarrollo de Treg, si regula su capacidad supresora al controlar moléculas
como TIGIT y CTLA-4, ademas de inhibir citocinas inflamatorias y la expresion de IL-2 (114,154,155). Las
mutaciones reportadas en IPEX suelen ser variantes nulas, cambios de sentido o pequeias
deleciones/inserciones que generan una proteina no funcional, lo que provoca que las Treg no puedan
controlar la proliferacion de linfocitos T efectores (156-158). Entre las mas de 70 mutaciones identificadas,

el 40% afecta la regiéon de unién al ADN (FKH), mientras que otras alteran dominios como la hélice de
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leucina (LZ) o la region rica en prolina (PRR). Ademas, existen dos isoformas principales de FOXP3: una
completa (FOXP3 FL) y otra sin parte del ex6n 2 (FOXP3 AE2), siendo esta ultima asociada a inestabilidad
de las Treg in vivo y cuadros clinicos graves (159). Aunque el IPEX clasico presenta diarrea intratable,
diabetes tipo 1 y eccema, hay casos atipicos con sintomas tardios, afectacién de un solo 6rgano o formas

leves (160).

La deficiencia de CD25 es un trastorno de desregulacién inmunitaria de herencia autosémica recesiva
causado por variantes bialélicas en el gen ILZRA, que codifica la proteina CD25. Esta molécula se expresa
en altos niveles en linfocitos Treg y es crucial para su funcién, ya que la sefializacién de IL-2 a través de
CD25 es necesaria para la produccion de IL-10 (161). Los pacientes con esta deficiencia presentan un
cuadro clinico similar al sindrome IPEX, por lo que se clasifica como una enfermedad IPEX-like (161). El
diagnostico se confirma mediante citometria de flujo, donde se observa la ausencia completa de CD25 en la
superficie de los linfocitos T. Aunque algunos pacientes muestran una respuesta proliferativa reducida ante
estimulos, esta puede recuperarse parcialmente con altas dosis de IL-2. Ademas, trabajos recientes han
demostrado que las células Treg deficientes en CD25 presentan una capacidad supresora alterada, lo que

explica su fenotipo clinico (162).

En humanos, la haploinsuficiencia de CTLA-4 provoca un trastorno inmunolégico denominado
enfermedad autoinmune infiltrativa por deficiencia de CTLA-4 (CHAI, por sus siglas en inglés). Los
pacientes con CHAI presentan manifestaciones clinicas diversas que incluyen citopenias autoinmunes,
hipogammaglobulinemia, enfermedades pulmonares, enteropatia, linfoproliferacidn, afecciones cutaneas,
compromiso neurolégico y mayor susceptibilidad a infecciones. A nivel inmunolégico, se observa una
disminucion de linfocitos B (incluidas las células B de memoria), células NK y linfocitos T, aunque en algunos
casos puede haber un aumento de linfocitos T colaboradores CD4+. Ademas, al igual que en el sindrome
IPEX, las Treg deficientes en CTLA-4 muestran una capacidad supresora disminuida, lo que contribuye a la

desregulacion inmunolégica caracteristica de esta enfermedad (163-165).

La deficiencia de LRBA, ya sea en forma homocigota o heterocigota, provoca una expresion deficiente
de CTLA-4 en la superficie celular, dando lugar a lo que se conoce como enfermedad LATAI (asociada a
autoanticuerpos, defectos en células Treg, infiltracién autoinmune y enteropatia). Esta condicién comparte
caracteristicas clinicas y fenotipicas con la haploinsuficiencia de CTLA-4. Dado el papel de LRBA en el
reciclaje de CTLA-4 en la membrana celular, la ausencia de esta proteina en las Treg provoca un descenso
de los niveles de niveles de CTLA-4, lo que conduce a una hiperproliferacion de linfocitos T, asi como a un
deterioro en la capacidad supresora de las Treg. Ademas, estos pacientes muestran un recuento disminuido
de Treg, agravando la desregulaciéon inmunolégica caracteristica de este trastorno (166,167). Un estudio
reciente ha descubierto la interaccion de la proteina Neurobeachin-like 2 (NBEALZ2) con células inmunes,
donde su pérdida de funcién provoca el sindrome de plaquetas grises (GPS, por sus siglas en inglés) y, en

algunos casos, trastornos autoinmunes (168). Mediante espectrometria de masas se identificé que NBEAL2
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se asocia con LRBA, y experimentos de inmunoprecipitacion confirmaron su interacciéon con CTLA-4 (168).
Curiosamente, la deficiencia de NBEALZ2 reduce la expresion de CTLA-4 en linfocitos T convencionales,

aunque no afecta aparentemente a las células Treg (168).

El factor de transcripcion BACH2 desempefia un papel fundamental en procesos inmunolégicos como la
recombinacion en células B, la hipermutacion somatica, la diferenciacién y funcion de linfocitos T, asi como
en la actividad de macro6fagos alveolares. Variaciones genéticas en el locus BACH2 se han vinculado con un
mayor riesgo de desarrollar enfermedades autoinmunes e inflamatorias, incluyendo artritis reumatoide,
diabetes tipo 1, asma, esclerosis multiple, vitiligo, enfermedad de Graves, Crohn y celiaquia. En 2017 se
describi6 por primera vez un caso de haploinsuficiencia de BACH2 en un paciente con colitis linfocitica,
esplenomegalia y deficiencia humoral progresiva acompafiada de infecciones sinopulmonares, dando
origen a la denominacion actual de inmunodeficiencia y autoinmunidad relacionada con BACH2 (BRIDA,
por sus siglas en inglés) (169). Los pacientes presentan niveles reducidos de células Treg tanto en sangre
como en colon, donde ademas se observa una disminucién en la expresion de FoxP3 que compromete su

funcién reguladora (169).
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Figura 11 | Esquema de la relacién entre las vias de seiializacién JAK-STAT con la expresion de FoxP3 y CD25 en células Treg.
Las flechas continuas indican procesos fisiolégicos de activacion. La flecha continua de mayor grosor indica una ganancia de funcién
de la via. Las lineas discontinuas indican procesos fisiolégicos de inhibicion. Imagen creada por Daniel Acevedo con Biorender.
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La cascada de sefalizaciéon de STAT3 es fundamental en la regulacion de las células Treg y Th17. En el
sindrome de ganancia de funcién de STAT3 (STAT3 GOF, por sus siglas en inglés), la activacion
constitutiva de STAT3 por IL-6 (junto con TGF-) promueve la diferenciacién de Th17 mientras suprime la
expresion de FoxP3, inhibiendo asi la generaciéon de Treg (170). Aunque STAT3 induce la expresion de
SOCS3 como mecanismo de retroalimentacién negativa, en STAT3 GOF esta regulacion es insuficiente para
controlar la sefializacién hiperactiva. Es importante destacar que SOCS3 actia especificamente sobre
STAT3, pero la hiperactividad de STAT3 compite con la via IL-2/STATS5, reduciendo su capacidad para
inducir la expresion de FoxP3 y CD25 (Figura 11) (171). Esta desregulacion conduce a un déficit de Treg
funcionales y un predominio del fenotipo Th17, lo que explica las manifestaciones autoinmunes

caracteristicas del sindrome, incluyendo linfoproliferacidn, citopenias y alteraciones del crecimiento (172).

Los PIRD que no se consideran tregopatias incluyen trastornos hiperinflamatorios como la
linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH, por sus siglas en inglés, con o sin susceptibilidad intrinseca al virus
de Epstein-Barr), linfoproliferacién no maligna con autoinmunidad (ALPS, por sus siglas en inglés),
enfermedad inflamatoria intestinal vinculada a la sefializacién de IL-10 de inicio muy temprano (VEO-IBD,
por sus siglas en inglés), y otros trastornos de autoinmunidad monogénica donde las células Treg no
desempefian un papel central (146,150). Aunque la base genética de estas PIRD no afecta directamente la
biologia y funciéon de las Treg, estas células pueden verse significativamente alteradas de manera directa o
indirecta en el contexto de estas enfermedades, mostrando cémo diversos mecanismos inmunopatolégicos

pueden converger en la desregulacién del sistema inmunitario.

El HLH es un trastorno hiperinflamatorio caracterizado por una activacién inmunitaria excesiva,
causada por defectos genéticos en genes como PRF1, UNC13D, STX11, STXBPZ2, SLC7A7, CDC42, FAAP24,
RHOG, LYST RAB27A, AP3B1, AP3D1, SAR, XIAP, CD27 o CD70, que afectan la citotoxicidad mediada por
granulos (150,173). Esta alteraciéon impide que las células efectoras citotéxicas eliminen adecuadamente
células infectadas o malignas, desencadenando una liberacién masiva de citocinas que prolonga la
hiperactivacién inmunolégica. Durante los episodios agudos de HLH, los linfocitos CD8+ sobreexpresan
CD25, consumiendo la IL-2 disponible y compitiendo con las células Treg por este recurso esencial, lo que
provoca un deterioro funcional indirecto y una disminucién drastica en el nimero de Treg (174). En casos
especificos como los asociados a deficiencias de XIAP (causante del trastorno linfoproliferativo ligado al
Xy VEO-IBD), las Treg se ven directamente afectadas: XIAP normalmente estabiliza a SOCS1, un regulador
clave de su funcién inhibitoria (175). Las mutaciones en XIAP generan inestabilidad en SOCS1,
hiperactivando las vias de STAT1/STAT3, reduciendo la capacidad supresora y la estabilidad de FoxP3 en
Treg (Figura 11), e induciendo la secrecion de IFNy que polariza la respuesta hacia un perfil inflamatorio
(176).
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Las inmunodeficiencias linfoproliferativas autoinmunes (ALPID, por sus siglas en inglés) son un
grupo heterogéneo de enfermedades genéticas caracterizadas por linfoproliferacién benigna (como
adenopatias y esplenomegalia) y manifestaciones autoinmunes, especialmente citopenias, debido a
alteraciones en la regulacion del sistema inmunolégico (177). Aproximadamenteel 20% de los
casos corresponden al sindrome linfoproliferativo autoinmune clasico (ALPS, por sus siglas en inglés),
caracterizado por mutaciones en la via Fas-FasL (FAS, FASLG, FADD o CASP10) y marcado por una expansion
significativa de células T doble negativas (CD3+TCRaf+CD4-CD8-) que pueden representar mas del 5-10%
del total de linfocitos en sangre periférica (frente a <1% en individuos sanos), junto con elevacién de
biomarcadores como IL-10, FasL soluble (>200 pg/mL) y vitamina B12 (>1500 ng/L) (178). Estos pacientes
presentan una reduccion relativa de Tregs a aproximadamente 1-2% de los linfocitos CD4+ (vs. 5-10% en
controles), con predominio de subpoblaciones naive (FoxP3lewCD45RA+) (178). Sin embargo, gracias a
avances en secuenciacion genética, se han identificado otros trastornos con fenotipos similares,
denominados ALPS-like, que incluyen deficiencias en CTLA-4 y LRBA (que alteran la funciéon de los
linfocitos T reguladores), el sindrome de PI3K8 activada (APDS, por sus siglas en inglés) con
hiperactivacién de la via PI3K-AKT-mTOR, enfermedades por STAT3 GOF (que afectan la sefializacién de
citocinas) y la haploinsuficiencia de NF-kB1 (que compromete la respuesta inflamatoria) (179). Estos
trastornos, que suponen otro 20% de los ALPID, comparten caracteristicas como alteraciones en las
poblaciones de linfocitos Treg, expansion de células B CD21/ow asociada a autoanticuerpos, senescencia de
linfocitos T y susceptibilidad a infecciones, pero difieren en sus mecanismos moleculares y manifestaciones
clinicas especificas (177). El diagndstico requiere andlisis genéticos e inmunofenotipicos, mientras que el
tratamiento se basa en terapias dirigidas, como inhibidores de mTOR para ALPS o inhibidores de PI3K§
para APDS. El principal desafio en el manejo de las ALPID radica en que el 60% de los pacientes no cuenta
con un diagndstico genético preciso, lo que limita drasticamente las opciones de tratamiento dirigido y
mantiene un enfoque terapéutico basado en inmunosupresores genéricos (como corticoides o rituximab),
con resultados variables y efectos adversos. La ausencia de mutaciones identificables no solo dificulta la
clasificacién prondstica, sino que también excluye a estos pacientes de terapias especificas (como abatacept
en CTLA-4 o leniolisib en APDS), sosteniendo complicaciones como linfoproliferacién progresiva, dafio

organico por autoinmunidad o infecciones recurrentes (177).

La Inmunodeficiencia Comun Variable (CVID, por sus siglas en inglés) es un trastorno heterogéneo de
la inmunidad, caracterizado por hipogammaglobulinemia, defectos en la producciéon de anticuerpos e
infecciones recurrentes, asi como manifestaciones autoinmunes y linfoproliferativas (180). Su
fisiopatologia implica alteraciones en linfocitos B (como la reduccién de células de memoria y expansién de
células B CD21w) y en linfocitos T, incluyendo disfunciéon de células Th y Treg, activaciéon crénica y
desregulacion de citocinas como IL-21 y BAFF (180). Existen dos formas clinicas principales: 1a clasica, con
predominio de infecciones respiratorias y autoinmunidad moderada, y la forma linfoproliferativa (CVIDc),

mas grave, con esplenomegalia, adenopatias y mayor riesgo de linfomas (181). En esta enfermedad, el papel
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de las células Treg sigue siendo controvertido: mientras algunos estudios reportan disminucién de Treg,
particularmente en pacientes con manifestaciones autoinmunes (182), otros no encuentran diferencias
significativas asociadas a gravedad o presencia de autoinmunidad (183). Curiosamente, aunque los niveles
puedan variar, la funcién supresora de estas células parece preservarse (184). Recientemente se ha descrito
también una reduccién en las Treg CD8+ en CVID, aunque sin correlacidn con la autoinmunidad (185). Estos
hallazgos contradictorios podrian explicarse por la heterogeneidad de la CVID, que agrupa probablemente
multiples enfermedades con mecanismos fisiopatolégicos distintos, lo que exige un enfoque diagnoéstico

individualizado basado en la caracterizacién inmunolégica detallada.

El sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS, por sus siglas en inglés) es una inmunodeficiencia primaria
ligada al cromosoma X causada por mutaciones en el gen que codifica la proteina WAS (WASP, por sus siglas
en inglés), la cual desempeia un papel clave en la funcién linfocitaria. Esta enfermedad se manifiesta con
infecciones recurrentes, trombocitopenia, eccema, trastornos autoinmunes y mayor riesgo de cancer (186-
188). Se han identificado mas de 200 mutaciones en el gen WAS, siendo las que provocan una pérdida
completa de WASP las asociadas a un fenotipo mas grave (186,187). La deficiencia de WASP afecta
principalmente alos linfocitos T, ya que altera la reorganizacion del citoesqueleto de actina tras la activacion
del TCR, lo que conduce a una sefializaciéon defectuosa, menor proliferaciéon y supervivencia celular
(186,187). Aunque WASP no es esencial para la generacion de células Treg en el timo, si es crucial para su
expansion y mantenimiento en la periferia (186,187). Los pacientes con WAS presentan una reduccion en
el porcentaje de Treg periféricas, especialmente en las subpoblaciones activadas, que muestran niveles
disminuidos de marcadores de activacién y receptores de migracion (186,188). Sin embargo, la capacidad
supresora de estas Treg parece conservarse en humanos, a diferencia de lo observado en modelos murinos,

donde presentan una funcién claramente alterada (186).

La deficiencia de DOCKS (dedicator of cytokinesis 8) es una inmunodeficiencia primaria poco frecuente
que se manifiesta con infecciones graves, niveles elevados de IgE, alergias y trastornos autoinmunes
(189,190). Aunque su mecanismo exacto no esta completamente dilucidado, se sabe que esta proteina
desempefia un papel clave en la funcién de las células Treg, ya que favorece la fosforilacion de STAT5
inducida por IL-2, esencial para su mantenimiento, ademas de participar en el reciclaje de CD25 (189). Los
pacientes con esta deficiencia presentan una reducciéon en el niimero y la capacidad supresora de las Treg

(189).

El sindrome de Omenn (OS, por sus siglas en inglés) es una inmunodeficiencia combinada grave de
herencia autosémica recesiva, causada principalmente por mutaciones hipomorficas en los genes de
recombinacion RAG1/RAGZ, aunque también puede asociarse a alteraciones en otros genes como DCLRE1C,
IL7R, RMRPE ILZRG, ZAP70, LIG4 y ADA (191). Estas mutaciones afectan parcialmente el proceso de
recombinacién V(D)], generando un cuadro clinico caracterizado por eritrodermia generalizada, alopecia,

linfadenopatia, hepatomegalia y diarrea, junto con una marcada disminuciéon de linfocitos B circulantes
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(191,192). Estudios recientes han demostrado que los pacientes con OS presentan un nimero variable
de células Tregen sangre periférica, las cuales muestran expresion reducida de FoxP3y capacidad
supresora limitada o nula in vitro, ademas de una drastica disminucién de Treg en el timo (192). Estos
hallazgos revelan por primera vez un defecto en el desarrollo y funcién de las Treg en el OS, sugiriendo que
tanto la tolerancia central como la periférica estan comprometidas en esta enfermedad, lo que contribuye

a su fenotipo autoinmune e inflamatorio severo.

La deficiencia de STAT5b es una enfermedad autosémica recesiva poco frecuente que combina retraso
severo del crecimiento con inmunodeficiencia grave (193). Esta condicion surge porque STAT5b regula la
transcripcion de genes cruciales como ILZRA, FOXP3, BCL2 y la hormona de crecimiento (193,194). Los
pacientes presentan un fenotipo inmunolégico caracterizado por reduccién en el numero de células Treg,
baja expresiéon de FoxP3 y CD25, junto con una capacidad disminuida para suprimir la proliferacion de
linfocitos T (193,194). Estas alteraciones se asocian clinicamente con manifestaciones autoinmunes como
eccema severo, artritis, tiroiditis y purpura trombocitopénica, evidenciando el papel fundamental de
STAT5b en la funcién y mantenimiento de las Treg (193,194). Estudios recientes han destacado el papel de
la citocina IL-9, que activa STAT3 y STAT5 en las Treg (65). En modelos murinos con deficiencia del receptor
de IL-9 (IL-9R), se observé una capacidad supresora reducida de las Treg en encefalomielitis autoinmune,
mientras que ensayos in vitro e in vivo demostraron que IL-9 mejora la funcién supresora y supervivencia
de las Treg mediante la sefializacién de STAT3/STATS5 (65). Estos hallazgos sugieren que la via de IL-9/IL-
9R podria ser relevante en el estudio de inmunodeficiencias con desregulacién inmune, abriendo nuevas

perspectivas terapéuticas.

A continuacion, en la Tabla 1 se resumen las principales alteraciones que afectan al funcionamiento y/o

numero de las células Treg:

Continuacion

Defectos de células Treg en EII

Tregopatias
Enfermedad Gen Fenotipo Treg \ Funcion Treg in vitro Referencia
Niveles normales o bajos de
Sindrome IPEX FOXP3 Treg Fc?),(P3+ circulantes y de CapaC}dac.l supresiva (195)
expresion de FoxP3; con alta disminuida
desmetilaciéon de TSDR
e Niveles normales o bajos de Capacidad supresiva
DsisEtETE ¢ C2S [LzRA Treg FoxP3+ circulantes alterada (161)
Niveles normales o altos de Capacidad supresiva
Deficiencia de CTLA-4 CTLA4 Treg FoxP3+ en sangre, con pacidac sup (164)
S disminuida
expresion disminuida de FoxP3
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Continuacion
Niveles normales o bajos de
Deficiencia de LRBA LRBA Treg FoxP3.+, circulantes y de Capacidad supresiva (167)
expresion de FoxP3 alterada
Deficiencia de NBEAL2 NBEAL2 ECR ECR (168)
Deficiencia de BACH-2 BACH2 Wi e e exg;;?j“’n CeliEr ND (169)
IL10
Deficiencia de IL-10/IL-10R IL10RA ECR ECR ECR
IL10RB
Niveles normales o bajos de Capacidad supresiva
ALY S Treg FoxP3+ circulantes alterada (172)
Deficiencia de FERMT1 FERMT1 ND ND ECR
Deficiencia de CD122 IL2RB ND ND ECR
Deficiencia de DEF6 DEF6 ND ND ECR
IKAROS GOF IKZF1 ND ND ECR

PRF1
UNC13D
STX11
STXBP2
SLC7A7
CDC42
FAAP24
RHOG Niveles disminuidos de Treg
HLH LYST FoxP3+ circulantes ECR (174)
RAB27A
AP3B1
AP3D1
SAP
XIAP
CD27
CD70
ALPS %51':1;6 Treg,FoxP3+ bajas; Treg Capacidad supresiva (178)
CASP10 virgenes elevadas alterada
(FoxP3lewCD45RA+)
Niveles normales o reducidos
VEO-IBD YIAP . de células Treg FoxP.33+ Capacidad supresiva (176)
circulantes y de expresion de alterada
FoxP3
PIK3Cd Niveles disminuidos de Treg Capacidad supresiva
Gl PIK3R1 FoxP3+ circulantes alterada (196)
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CVID Desconocido ECR ECR ECR
. o Capacidad supresora
WAS WASP iele dlSl’nll:luldOS 2 Ui normal o levemente (186)
FoxP3+ circulantes .
reducida
DOCKS DOCKS Niveles dlSInll:luldOS de Treg Capacidad supresiva (189)
FoxP3+ circulantes alterada
RAG1
RAGZ Niveles bajos de células Treg
DCLRE1 I
FoxP3+ en sangre periférica y
CIL7R 2 . . .
expresion reducida de FoxP3, Capacidad supresiva
oS RMRP - - o (192)
IL2RG acompafiado de una drastica disminuida
7AP70 disminucion de Treg FoxP3+ en
LG4 el tejido timico
ADA
Niveles reducidos de Treg
STATSB STATSB . .Foxl?§+ circulantes y Capacidad supresiva (194)
disminucion en la expresion de alterada
FoxP3

Tabla 1 | Resumen las principales alteraciones que afectan al funcionamiento y/o niimero de las células Treg. ECR, estudios
complementarios requeridos para una mayor comprension del nimero, fenotipo y capacidad supresora en la patologia; ND, no
disponible, ausencia de estudios Treg en la patologia. Modificado de (151).

Las vias de sefalizacién intracelular constituyen redes moleculares altamente conservadas que
coordinan las respuestas inmunoldgicas mediante la transmision de sefiales desde receptores de superficie
hasta el nucleo celular, regulando procesos como activacion, proliferacion, diferenciacion, metabolismo
y apoptosis de las células inmunitarias (197). En condiciones fisiologicas, estas vias mantienen un
equilibrio preciso mediante mecanismos de retroalimentacion positiva y negativa, permitiendo respuestas
inmunes adecuadas mientras previenen la hiperactivaciéon patoldgica. Sin embargo, cuando se producen
alteraciones genéticas en componentes clave de estas cascadas de sefializacién como mutaciones en genes
que codifican proteinas kinasas (PI3K, AKT, mTOR, JAK, JNK, ERK, MAPK1/2, p70S6K, p38) o factores
de transcripcion (STAT3, STAT5A/B, NF-kB, CREB), se rompe este equilibrio homeostatico, conduciendo
a estados de desregulaciéon inmunolégica (Figura 12) (197). Esta situacion es particularmente evidente en
los ALPID, donde mutaciones en componentes de vias como PI3K/AKT/mTOR, JAK/STAT o NF-kB alteran
los puntos de control inmunolégicos, provocando expansion clonal de poblaciones linfoides autorreactivas,

defectos en la funcién de células Treg, y produccion aberrante de citoquinas proinflamatorias (198). La

30



Introduccion

estrecha interconexion entre estas vias explica por qué alteraciones en un solo componente pueden tener
efectos pleiotropicos en multiples aspectos de la respuesta inmune, y por qué estrategias terapéuticas
dirigidas contra proteinas centrales de estas redes (como mTOR en PI3K o JAK en STAT) pueden corregir

simultaneamente varios aspectos de la desregulacién inmunoldgica.
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Figura 12 | Esquema ilustrativo de las principales vias de sefializacion involucradas en la desregulacion inmunolégica en
células T. Imagen creada por Daniel Acevedo con Biorender.

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) son enzimas altamente conservadas que
actiian como intermediarias clave en la transmision de sefiales intracelulares, regulando procesos celulares
fundamentales como la proliferacion, diferenciacion, supervivencia y apoptosis (199). Estas quinasas se

organizan en tres familias principales: ERK (asociada principalmente a crecimiento y mitosis), JNK
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(vinculada a respuestas de estrés) y p38 (implicada en inflamacién y produccion de citocinas) (199). Las
MAPK funcionan mediante cascadas de fosforilacion en tres niveles (MAPKKK - MAPKK —» MAPK), donde
cada paso amplifica la sefial proveniente de estimulos externos como citocinas, factores de crecimiento o
estrés celular (199,200). Su actividad se regula dindAmicamente mediante fosfatasas que revierten las
fosforilaciones, manteniendo asi el equilibrio en la sefializacién. En el contexto de los ALPID, las MAPK
desempefian un papel crucial al modular la activacién de factores de transcripcién como CREB y AP-1, que
a suvezregulan la expresion de genes implicados en respuestas inflamatorias y proliferacién celular (198).
La desregulaciéon de estas vias puede contribuir a la patogénesis de ALPID al alterar procesos
inmunolégicos clave, como la activacién aberrante de linfocitos, 1a produccién descontrolada de citocinas y
los defectos en la apoptosis (198). Dada su participacion central en multiples aspectos de la funcidén inmune,
las MAPK representan dianas terapéuticas prometedoras, aunque su inhibicién requiere un enfoque preciso

debido a su amplia implicacién en procesos fisiolégicos esenciales.

El factor de transcripcién NF-kB estad compuesto por cinco miembros (RelA/p65, RelB, c-Rel, NF-
kB1/p50 y NF-kB2/p52) que forman diversos homo y heterodimeros reguladores de la expresidn génica
(201). En estado basal, estos complejos permanecen inactivos en el citoplasma unidos a proteinas
inhibidoras (IkB), cuyo bloqueo es mediado por el complejo IKK (formado por las quinasas IKKa/IKKf y
la subunidad reguladora NEMO/IKKYy) (201). NF-xB participa en dos vias de activaciéon principales: la
canodnica (dependiente de IKKB-NEMO), que responde a estimulos proinflamatorios mediante la liberacion
de heterodimeros p50/p65, y la alternativa (mediada por IKKa), involucrada en procesos de desarrollo y
modulacién inmune (201). En el contexto de los ALPID, mutaciones en componentes como NFKB1
(p50/p105) altera la homeostasis inmunolégica al inducir expresién aberrante de citocinas inflamatorias
(IL-1B, IL-6, TNF-a), moléculas de adhesiéon y metaloproteasas, contribuyendo a fendémenos de
autoinmunidad y linfoproliferacion, evidenciando el papel crucial de esta via en el equilibrio entre

activacidn y tolerancia inmunolégica (197,198).

Lavia PI3K/AKT/mTOR es fundamental en la regulacion del crecimiento, proliferacién y supervivencia
celular, especialmente en el contexto de los ALPID (198). Cuando se activan receptores como los de
citoquinas o antigenos, la PI3K8 (compuesta por las subunidades catalitica p1108 y reguladora p85a)
fosforila el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) para generar fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (PIP3), lo
que recluta y activa la quinasa AKT (202). Esta, a su vez, inhibe los factores de transcripciéon FOXO y activa

el complejo mTOR, que se subdivide en mTORC1 y mTORC2. Mientras mTORC1 regula la sintesis proteica
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y el crecimiento celular a través de la fosforilacién de p70S6K (promueve la traducciéon de ARNm) y 4E-
BP1 (regula la iniciacion de la traducciéon), mTORC2 modula el citoesqueleto y la supervivencia celular. A
nivel molecular, AKT y mTORC1 coordinan sefiales que impulsan la progresion del ciclo celular,
especialmente durante la fase G1 y la transicion a fase S (197,202). AKT, una vez activado, estimula la
expresion de ciclinas D y E mediante la activacién de factores de transcripcién como Myc, y al mismo
tiempo inhibe proteinas supresoras del ciclo como p21 y p27, que normalmente bloquean la actividad de
los complejos CDK-ciclina. Esto favorece la activacion de CDK4/6 y CDK2, permitiendo la entrada en fase
S. Por otro lado, mTORC1, potencia la traduccién de proteinas mediante la activacién de p70S6K, lo cual
promueve la sintesis de ciclinas como la D1 y otras proteinas necesarias para la divisiéon celular (197,202).
En trastornos como el APDS, mutaciones en PIK3CD o PIK3R1 provocan una hiperactivacion de esta via, lo
que conduce a proliferacién linfocitaria descontrolada, senescencia de células T, defectos en la

diferenciacion de linfocitos B y mayor susceptibilidad a infecciones y autoinmunidad (198).

La via JAK-STAT es una ruta esencial en la sefializacion celular que regula procesos inmunolégicos, como
la diferenciacién, proliferaciéon y respuesta inflamatoria (203). Cuando las citocinas se unen a sus
receptores, activan lasquinasas JAK (Janus Kinase), que fosforilan y reclutan factores de
transcripcion STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription). Estos dimerizan y se translocan al
nucleo, donde modulan la expresion génica (203). En el contexto de los ALPID, mutaciones como STAT3
GOF o alteraciones en JAK conducen a una activacion constitutiva de esta via, provocando linfoproliferacion

descontrolada, autoinmunidad temprana y susceptibilidad a infecciones (198).

Dada la complejidad de estas enfermedades, el tratamiento requiere un enfoque dirigido que module las
vias de sefializacion hiperactivas, evitando la inmunosupresién excesiva (204). Aunque los glucocorticoides
han sido el pilar convencional para el manejo de enfermedades inmunomediadas por su potente efecto
antiinflamatorio, su uso prolongado conlleva efectos adversos significativos, que van desde reacciones
agudas (como episodios psicoticos) hasta complicaciones crénicas (como hipercortisolismo iatrogénico,
osteoporosis o diabetes) (205). Debido a estos riesgos, se han desarrollado terapias mas selectivas, como
tacrolimus, micofenolato de mofetilo, leniolisib, sirolimus o ruxolitinib, que actiian de forma dirigida
sobre vias inmunoldgicas especificas (204). El éxito del tratamiento farmacoldgico en estos casos depende
de lograr un equilibrio crucial: por un lado, debemos suprimir la actividad patolégica de las células T
efectoras, y por otro, preservar o incluso potenciar la funcién de los linfocitos Treg para crear un ambiente

inmunolégico tolerogénico. Este enfoque balanceado nos permite restaurar la homeostasis del sistema
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inmunitario, controlando eficazmente la desregulacién inmunolégica mientras mantenemos un perfil de
seguridad mas favorable que con terapias convencionales. A continuacién, se detalla el mecanismo de

accion de estos agentes (resumidos en la Figura 13) y su relevancia en el manejo de los PIRD.

T cell
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Figura 13 | Esquema ilustrativo de los principales inmunosupresores utilizados en el tratamiento de células T y su
mecanismo de accién. Imagen tomada de (206).

El tacrolimus ejerce su efecto inmunosupresor al interferir especificamente con la via de sefalizacion
de la calcineurina, un proceso fundamental para la activacién de los linfocitos T (204,207). Cuando el
antigeno se une al TCR, se desencadena una cascada de sefializacién que aumenta los niveles intracelulares
de calcio. Este calcio se une a la calmodulina, la cual activa a la enzima calcineurina (una fosfatasa
dependiente de calcio/calmodulina) (208). Normalmente, la calcineurina activada desfosforila al factor
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nuclear de células T activadas (NFAT, por sus siglas en inglés), permitiendo su translocacién al nicleo donde
induce la expresién de la IL-2 (208). El tacrolimus, al unirse a la proteina FKBP-12 (proteina fijadora de
inmunofilinas), forma un complejo que bloquea irreversiblemente la actividad fosfatasa de la calcineurina
(207). Esta inhibicién impide la activacién de NFAT y, en consecuencia, interrumpe la produccion de IL-2 y
otras citocinas esenciales para la proliferaciéon y activaciéon de los linfocitos T (207). Al suprimir
selectivamente esta via de sefalizacion, el tacrolimus logra un efecto inmunomodulador mas dirigido que

los glucocorticoides convencionales (204).

El micofenolato mofetilo (MMF, por sus siglas en inglés) ejerce su potente efecto inmunosupresor al
inhibir selectivamente la inosina monofosfato deshidrogenasa (IMPDH, por sus siglas en inglés), enzima
clave en la via de novo de sintesis de guanosina (209). Tras su administracion, el MMF (un profirmaco) es
rapidamente transformado en su forma activa, el &cido micofendlico (210). Esta conversiéon ocurre
principalmente en el higado, donde las esterasas hepaticas rompen el grupo éster del MMF mediante
hidroélisis. Una vez liberado, el 4&cido micofendlico ejerce su efecto inmunosupresor al bloquear de manera
reversible la enzima IMPDH tipo II, que es especialmente abundante en linfocitos T y B activados
(209,210). Esta inhibicién reduce drasticamente los niveles intracelulares de GTP (guanosina trifosfato),
un nucleétido esencial para multiples procesos celulares. En la sintesis de acidos nucleicos, el GTP se
incorpora como desoxiguanosin trifosfato (dGTP) durante la replicaciéon del ADN (211) y como nucleétido
directo en la transcripcién de ARN (ARNm, ARNr y ARNt), necesarios parala produccién de proteinas (212).
Ademas, el GTP actia como molécula de sefializacion a través de proteinas G (como Ras y Rac) que regulan
puntos criticos del ciclo celular, incluyendo la transiciéon G1/S y la entrada en mitosis (213). Los linfocitos
activados, que dependen casi exclusivamente de la via de novo para obtener GTP, ven asi limitada su
capacidad de proliferacion y produccién de citocinas (214). Al interrumpir este proceso, el MMF suprime
selectivamente la expansién clonal de linfocitos autorreactivos, lo que explica su eficacia con un perfil de
seguridad mas favorable que otros inmunosupresores al afectar minimamente a células que utilizan vias

alternativas de sintesis de purinas (214).

Leniolisib es un inhibidor altamente selectivo de la isoforma delta de la PI3K que actiia mediante un
mecanismo competitivo reversible, uniéndose especificamente al dominio catalitico de la subunidad p11068
(215). Esta unién impide la interaccion entre p1106 y la subunidad reguladora p85a, bloqueando asi la
conversion de PIP2 a PIP3 en la membrana plasmatica de células inmunitarias (216). Al interrumpir esta

reaccion clave, leniolisib previene la activacion de la cascada de sefializacion PI3K/AKT/mTOR, lo que se
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traduce en una regulacién negativa de la proliferacién y supervivencia de linfocitos B y T disfuncionales
(216,217). Su especificidad por PI3KS (expresada principalmente en leucocitos) permite una acciéon
dirigida que normaliza la diferenciaciéon de linfocitos B (reduciendo poblaciones patoldgicas como las
células transicionales y CD21lew mientras aumenta los linfocitos B maduros), mejora la funcién citotéxica
de linfocitos T/NK contra infecciones virales, y reduce significativamente los marcadores de activaciéon
inmune desregulada (218-220). En el sindrome de APDS, estas acciones farmacoldgicas corrigen las
manifestaciones clinicas principales: disminuyen la linfadenopatia y esplenomegalia, normalizan los
niveles de IgM elevada, y mejoran la citopenia autoinmune, todo ello con un perfil de seguridad favorable
que muestra minimos efectos adversos (cefalea leve, diarrea ocasional) y carece de las toxicidades graves
asociadas a inhibidores menos selectivos de PI3K (198). La aprobaciéon por la FDA en 2022 como primer
tratamiento dirigido para APDS subraya su papel transformador en el manejo de estos trastornos

inmunorreguladores (221).

El sirolimus (rapamicina) ejerce su accién inmunosupresora mediante un mecanismo molecular
dirigido: al unirse a la proteina FKBP-12, forma un complejo que se acopla al dominio de unién a la
rapamicina de mTOR en el complejo mTORC1, bloqueando su actividad quinasa (222). Esta interacciéon
inhibe especificamente dos blancos clave: la proteina p70S6K (reduciendo la sintesis proteica ribosémica)
y 4E-BP1 (limitando la iniciacién de la traduccién), lo que interrumpe la progresion del ciclo celular en fase
G1 de los linfocitos T y B activados (223,224). A diferencia de otros inmunosupresores, el sirolimus no
afecta las sefiales tempranas de activacion linfocitaria, sino que modula selectivamente su proliferacion
posterior, preservando ademas la funcién de los linfocitos Treg (225). Esta selectividad se explica por tres
mecanismos clave: (1) las Treg poseen una dependencia metabdlica Unica basada en B-oxidacion de
lipidos (mTORC1-independiente), a diferencia de las células T efectoras que requieren glucdlisis aerébica
(mTORC1-dependiente); (2) el sirolimus preserva la sefializacién de IL-2/STAT5 esencial para la
supervivencia Treg, mientras bloquea las vias proinflamatorias (STAT3/mTORC1/p70S6K) que
desestabilizan FoxP3; y (3) promueve activamente la estabilidad del linaje Treg al inhibir su diferenciaciéon
hacia fenotipos Th1/Th17 (via supresion de sus factores de transcripcion T-bet/RORyt respectivamente)
(225-227). Este mecanismo explica su particular eficacia en sindromes linfoproliferativos como el ALPS,
donde controla la expansion clonal patolégica manteniendo un perfil de seguridad mas favorable que los
inhibidores de calcineurina, con menor riesgo de efectos como nefrotoxicidad (228). Estudios clinicos
demuestran que el sirolimus aumenta significativamente la proporcién de Treg FoxP3+ funcionales en

pacientes, correlaciondndose con menores tasas de rechazo agudo y mejor control de autoinmunidad (229).
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El ruxolitinib es un inhibidor selectivo de las quinasas JAK1 y JAK2, que actiia bloqueando
competitivamente el sitio catalitico de estas enzimas, cruciales en la transmisién de sefiales de citocinas
proinflamatorias (230,231). Al unirse al dominio quinasa de JAK, impide la fosforilacién y activacion de
los factores de transcripcion STAT (especialmente STAT3/STAT5), interrumpiendo asi la cascada de
sefializacion JAK-STAT (231). Esta inhibicién reduce la expresién de genes implicados en proliferacion
celular, supervivencia y produccién de citocinas (como IL-6, IFN-y) (232). Su especificidad por JAK1/JAK2
frente a JAK3 le confiere efectos inmunomoduladores clave en sindromes de hiperactivacién inmune, donde
normaliza la respuesta inflamatoria descontrolada sin suprimir globalmente la inmunidad (233,234).
Ademads, su acciéon reversible permite un ajuste fino de la dosis, minimizando efectos adversos
hematolégicos (anemia, trombocitopenia) asociados a la inhibicién prolongada de JAK2 en médula 6sea

(235).

El resumen de los principales farmacos utilizados en el tratamiento de los PIRD queda reflejado en la

siguiente tabla:

Tabla 2 | Resumen los principales farmacos utilizados en el manejo de los PIRD.

Farmaco Diana principal PIRD Uso clave Referencia
Tacrolimus Calcineurina IPEX, HLH Supresion de linfocitos T autoreactivos
ALPS, ALPID (APDS,
MMF IMPDH Reduccion de linfocitos B/T autorreactivos
CTLA-4/LRBA)
Leniolisib PI3K§ APDS, ALPS Inhibicién de la via especifica PI3K§ (177,236)
ALPS, ALPID (APDS, Control de la linfoproliferacion y
Sirolimus mTOR
CTLA-4/LRBA) autoinmunidad
Ruxolitinib JAK1/2 STAT3 GOE, HLH Bloqueo de la sefializacion de citoquinas

El estudio del impacto de los inmunosupresores sobre las células Treg es clave para optimizar el
tratamiento de los ALPID. Su preservacién o expansion podria mejorar el perfil de seguridad de las terapias,
reduciendo efectos adversos como infecciones o autoinmunidad secundaria. Comprender como farmacos
como tacrolimus, micofenolato, sirolimus, leniolisib y ruxolitinib modulan la funcién y ndmero de las
Treg permitiria disefiar estrategias mas selectivas: potenciando su actividad supresora cuando sea
necesario (ej. en autoinmunidad) o evitando su deplecion colateral (ej. en linfoproliferacion). Esta
aproximaciéon molecular podria equilibrar la eficacia terapéutica y seguridad en los ALPID, donde el desafio

es controlar la desregulaciéon inmunitaria sin comprometer la tolerancia.
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Medicamentos como el tacrolimus, MMF, el sirolimus, el ruxolitinib y el leniolisib actian mediante
mecanismos diversos con efectos variables sobre las subpoblaciones de Treg. Por ejemplo, el tacrolimus
inhibe eficazmente los linfocitos T efectores al suprimir la activacién de NFAT inducida por el TCR, lo que
también disminuye la expresion de FoxP3 y la produccién de IL-2, crucial para el mantenimiento y funcién
de las Treg limitando su utilidad para inducir tolerancia a largo plazo (237-239). En cambio, el MMF al
inhibir la IMPDH y limitar la sintesis de purinas, afecta preferentemente a linfocitos T convencionales en
proliferacién, pero puede preservar parcialmente las Treg debido a su menor dependencia metabélica de
esta via (240-243). El sirolimus promueve la estabilidad y funcién de las Treg mediante la inhibiciéon
especifica de mTORC1, lo que reduce la diferenciacién hacia linajes efectores (Th1/Th17) mientras
preserva la via FoxP3 dependiente de mTORC2, esencial para la supervivencia de las Treg (225-227). Por
otro lado, el ruxolitinib al inhibir JAK1/2, reduce la sefializacién de IL-2/STAT5 (necesaria para la
expansion de las Treg), pero simultdneamente suprime citoquinas como IFN-y e IL-6 que inducen
resistencia a la supresiéon mediada por las Treg, mejorando asi su funcionalidad neta en contextos
inflamatorios (244-247). Por su parte, el leniolisib representa un enfoque innovador al inhibir
selectivamente la via PI3K§, crucial en la proliferacion y activacion de células inmunes (248-251). Si bien
ha demostrado eficacia en el sindrome de APDS, su impacto sobre las Treg aiin no se ha explorado in vitro.
Estudiar este efecto es un paso clave para entender su potencial en modular el equilibrio inmunolégico,

controlando la proliferacion excesiva de células inmunes sin comprometer la funcién de las Treg.

En resumen, el sistema inmunolégico es una red altamente especializada que integra mecanismos
innatos y adaptativos para garantizar la defensa del organismo, manteniendo al mismo tiempo la tolerancia
inmunolégica. Las células Treg desempefian un papel central en este equilibrio, modulando respuestas
inflamatorias y previniendo la autoinmunidad. Sin embargo, alteraciones en su desarrollo, funcién o
numero, ya sea por defectos genéticos (como en las tregopatias) o por disfuncién secundaria (como en otros
Ell), pueden desencadenar trastornos inmunolégicos complejos. El estudio de estas alteraciones no solo ha
permitido comprender mejor la fisiopatologia de las enfermedades inflamatorias y autoinmunes,
monogénicas (como el sindrome IPEX, la deficiencia de CTLA-4 o el APDS) y poligénicas, sino que también
ha abierto nuevas perspectivas terapéuticas dirigidas a restaurar la homeostasis inmunoldgica. Avances en
el conocimiento de las vias de sefializacién implicadas, como PI3K/AKT/mTOR, JAK-STAT y NF-kB, han
facilitado el desarrollo de tratamientos mas especificos, como inhibidores de mTOR o JAK, que buscan
corregir los defectos funcionales de las Treg sin comprometer la inmunidad. Estos hallazgos resaltan la
importancia de continuar investigando los mecanismos moleculares que gobiernan la regulacion

inmunolégica para mejorar el diagnéstico y manejo de los PIRD.
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Hipdtesis y objetivos

En la actualidad, se han identificado mas de 508 tipos de inmunodeficiencias primarias (ORPHA
101997, con una prevalencia de 1-9 por cada 100.000 personas), ahora denominadas errores innatos de la
inmunidad (EII), las cuales presentan fenotipos amplios y superpuestos que van desde una mayor
susceptibilidad a infecciones hasta una desregulaciéon inmunitaria significativa. La desregulaciéon del
sistema inmunolégico representa un desafio en pacientes con EIl, ya que alin no existen enfoques
diagnosticos ni terapéuticos efectivos. Un diagnoéstico mas preciso de la patologia inmunolégica subyacente,
junto con tratamientos dirigidos, podrian ayudar a controlar la autoinmunidad y la inflamacién,
previniendo asi dafios en érganos vitales (especialmente en nifios en etapa de desarrollo) y facilitando el
acceso a terapias curativas. Las células T reguladoras (Treg) estan implicadas en la desregulacion
inmunolégica, por lo que su estudio detallado junto a la caracterizaciéon del perfil inmunolégico en
pacientes con EIl con manifestaciones clinicas de desregulacion inmunolégica podrian servir como

biomarcadores para mejorar su diagnostico y desarrollar terapias innovadoras.
Bajo este contexto, las hipdtesis planteadas en esta tesis doctoral son las siguientes:

Las manifestaciones de desregulacion inmunoldgica en pacientes con EIl estan directa o
indirectamente relacionadas con alteraciones en las células Treg, lo cual podra demostrarse
mediante el estudio de su fenotipo y funcion.

La implementacion de un enfoque de medicina personalizada de precision en el manejo de
los trastornos primarios de regulaciéon inmunolégica (PIRD) podria mejorar significativamente
la eficacia terapéutica y calidad de vida de los pacientes al seleccionar tratamientos dirigidos a
las alteraciones inmunolégicas y vias moleculares alteradas en cada paciente. Esta estrategia
permitiria reducir los efectos adversos asociados a terapias inmunosupresoras convencionales

no especificas y potenciar el uso de fairmacos moduladores.
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Teniendo en cuenta las hipdtesis planteadas, el objetivo principal consistird en determinar el perfil
inmunolégico y el papel directo o indirecto de las células Treg en las manifestaciones de desregulacion

inmunitaria en pacientes pediatricos con EII.
Para alcanzar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos:

Evaluar la presencia de alteraciones en diferentes subpoblaciones inmunolégicas (linfocitos
T y B y sus subpoblaciones, monocitos, células dendriticas, células NK, granulocitos), incluyendo
marcadores fenotipicos y de diferenciacion, en pacientes con EIl y desregulaciéon inmunolégica,
mediante citometria de flujo multiparamétrica.
Caracterizar especificamente la poblacién de células Treg en pacientes con EIl y desregulacion
inmunolégica.
Elucidar las posibles vias inmunoldgicas implicadas en la desregulacién inmunoldgica en
pacientes con ElIl y desregulacion inmunoldgica.
Definir patrones sanguineos de la inmunopatologia subyacente del paciente para un
diagnostico preciso.
Desarrollar una metodologia de evaluacion del estado de activacién de las vias
PI3K/AKT/mTOR, JAK-STAT y NF-kB mediante analisis proteémico en controles sanos para
su posterior aplicacién en pacientes con EII.
Evaluar los mecanismos por los cuales los inmunomoduladores actualmente utilizados

impactan en el fenotipo de las Treg in vitro.
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Material y métodos

Este proyecto se desarrollé en la Unidad de Inmunologia Clinica e Inmunodeficiencias Primarias
del Hospital Sant Joan de Déu (HSJD) y Hospital Clinic de Barcelona (HCB); y el Laboratorio de
Inmuno-Regulaciéon (LIR) del Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Maraiién (IiSGM) de
Madrid, con el objetivo de caracterizar las alteraciones inmunolégicas, especialmente en células Treg, en
pacientes pediatricos con EIl y manifestaciones de desregulacion inmune. Mediante un disefio
observacional prospectivo, se analizaron fenotipos celulares y funcionalidad de Treg mediante citometria
de flujo multiparamétrica y bioinformatica utilizando muestras de pacientes de ambos centros y controles
pediatricos sanos del Biobanco del HS]D y del Hospital Universitario Gregorio Maraiiéon (HUGM). Ademas,
se evalué in vitro el efecto de inmunomoduladores sobre Treg y se explordé el uso diagnoéstico de las vias de
sefializacion PI3K/AKT/mTOR, JAK-STAT, NF-kB. La colaboracion entre estos centros de referencia permitio
reclutar una cohorte significativa de pacientes con EII, una poblacién poco frecuente, pero con alta
necesidad de terapias dirigidas, con el fin de mejorar el diagnéstico inmunolégico y sentar las bases para
futuros tratamientos personalizados, como la terapia con células Treg, que podrian aplicarse no solo en EII

sino también en otras enfermedades con desregulaciéon inmune.

Esta investigacion se desarroll6 siguiendo protocolos aprobados por el Comité de Etica de Investigacién
con Medicamentos (CEIm) de la Fundacién Sant Joan de Déu, en estricto cumplimiento de los principios
éticos internacionales. El estudio se adhiri6 a: (1) la Declaracion de Helsinki (revision de Fortaleza, 2013)
de la Asamblea Médica Mundial, (2) el Convenio de Oviedo sobre derechos humanos y biomedicina, y (3)
el marco legal espafiol (Ley 14/2007 de Investigacién Biomédica y Real Decreto 1716/2011). En todo
momento se garantizé la primacia de los derechos, seguridad y bienestar de los participantes sobre los

objetivos cientificos, manteniendo sin alteraciones el seguimiento clinico habitual de los pacientes.

Previo a la obtencién de muestras bioldgicas, se implementd un proceso exhaustivo de consentimiento
informado (Anexo 1) dirigido a padres, madres o tutores legales, complementado con asentimiento escrito
en participantes mayores o iguales a 12 afos. Durante este proceso, se explicaron detalladamente los
objetivos de la investigacidn, los procedimientos involucrados, los posibles beneficios y riesgos, asi como
los derechos de los participantes, incluyendo la voluntariedad de su participacién y la posibilidad de
retirarse del estudio en cualquier momento sin consecuencias. Se otorgd un periodo de reflexiéon adecuado

para resolver dudas y tomar una decisién informada, culminando con la firma del documento de
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consentimiento por parte de los representantes legales y el investigador principal, quedando una copia a

disposicién de las familias como constancia del proceso.

El tratamiento de los datos personales y clinicos se rigié por la normativa europea y espafiola vigente en
materia de proteccion de datos y ética en investigacion biomédica. Especificamente, se cumplié con: (1) el
Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo y del Consejo de 27 de abril de 2016 (RGPD),
que establece las normas para la proteccién de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de sus
datos personales y a la libre circulacion de estos datos; (2) la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre,
de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales (LOPDGDD), que adapta el
ordenamiento juridico espafiol al RGPD y (3) la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora
de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informaciéon y
documentacion clinica, que garantiza el derecho a la intimidad y a la confidencialidad de los datos de

salud. Adicionalmente, se disefié un plan de gestidon de datos que queda descrito en el Anexo 2.

Los principios éticos que guiaron este trabajo priorizaron en todo momento el bienestar y los derechos
de los participantes sobre cualquier otro interés cientifico o social Se mantuvo especial atencién en proteger
la identidad de los menores y en garantizar que su participacién no interfiriera con la atencién médica
habitual que recibian El disefio del estudio incluy6 mecanismos para preservar la privacidad de los datos
personales y minimizar cualquier riesgo potencial asociado con la investigaciéon cumpliendo asi con los méas

altos estandares éticos en investigacién biomédica con poblacién pediatrica

Este estudio prospectivo de cohorte observacional incorpora un modelo experimental en el que se
analizardn muestras sanguineas para realizar inmunofenotipado, evaluar la funcién de las células Treg y
estudiar las vias inmunoldgicas relevantes. El disefio combina el seguimiento longitudinal de los
participantes con técnicas de laboratorio avanzadas, integrando asi la observacion clinica con la
investigacion traslacional para obtener una comprension integral de los mecanismos inmunopatolégicos.
Este enfoque metodolégico es particularmente adecuado para el estudio de enfermedades con componente
inmunolégico, ya que no solo describe las anomalias presentes, sino que también investiga sus bases

moleculares subyacentes.

La investigacion se centrara en una cohorte de pacientes pediatricos (< 18 afios) diagnosticados con EII
que presenten desregulaciéon inmunolégica (denominados PIRD) siguiendo los criterios establecidos por la

Sociedad Europea de Inmunodeficiencias (ESID). Para ser incluidos, los participantes deberan mostrar al
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menos una de las siguientes manifestaciones clinicas: manifestaciones autoinmunes, linfoproliferacion,
eccema severo, enfermedad inflamatoria intestinal, granulomas, vasculitis o cuadros similares a
linfohistiocitosis hemofagocitica. Ademas, deberan presentar al menos una anomalia numérica o funcional
en los estudios inmunolégicos sin evidencia de deficiencia profunda de células T o B. Se excluirdan aquellos
pacientes con diagndstico actual de infecciéon por VIH, enfermedades hematooncolégicas en tratamiento
con quimioterapia o que no proporcionen su consentimiento informado por escrito para participar en el

estudio.

Para la seleccion de pacientes, se cont6 con la colaboracion de dos hospitales espafioles de referencia en
el diagnéstico y tratamiento de inmunodeficiencias primarias en poblacién infantil: el Hospital Sant Joan
de Déu en Barcelona y el Hospital Gregorio Marafién en Madrid, centros designados como CSUR (Centro,
Servicio o Unidad de Referencia). Ambos centros mantienen una estrecha colaboraciéon con diversas
instituciones especializadas a nivel nacional e internacional. Cabe destacar que la Unidad de Inmunologia
Clinica e Inmunodeficiencias Primarias del Hospital Sant Joan de Déu forma parte de la Red Europea de

Referencia (ERN) RITA, dedicada al estudio de las inmunodeficiencias.

El reclutamiento se llevé a cabo durante un periodo de tres afios, logrando incluir en el estudio un total
de 51 pacientes pediatricos (aproximadamente 25 casos por cada centro hospitalario). A pesar de
tratarse de enfermedades consideradas raras (con una prevalencia de 1-9 / 100,000, ORPHA 101997), la
participacion coordinada de estos dos centros de excelencia permitié alcanzar el nimero de participantes
necesario para garantizar la validez de los resultados. Esta colaboracidn interinstitucional fue fundamental
para superar los desafios que plantea la investigacién en patologias de baja prevalencia. El estudio
contemplo la realizacion de analisis de muestras y recogida de datos clinicos iniciales en el momento de
inclusiéon de cada paciente (TO). Cuando el médico responsable indic6 la necesidad de iniciar terapia
inmunomoduladora, se evalud la respuesta al tratamiento mediante controles clinicos y pruebas analiticas
alos 3 meses (T1) y 6 meses (T2), registrando todos los hallazgos en la historia clinica segtin los protocolos
habituales de seguimiento para estos pacientes. Aproximadamente la mitad de los nifios participantes
(50%) requirio este tipo de tratamiento inmunomodulador durante el transcurso del estudio. Las variables

clinicas recogidas se muestran en el Anexo 2.

Los estudios inmunolégicos realizados sobre los pacientes PIRD incluyen: 1) Inmunofenotipado
extendido a través de citometria de flujo multiparamétrica y 2) estudio de la funcionalidad Treg a través de

su estimulacién celular. La Figura 14 resume la metodologia utilizada en el estudio de los PIRD.
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creada con Biorender.
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El procesamiento de las muestras sigui6 un protocolo estandarizado, con minimas variaciones segtn el
centro de procedencia. Las muestras consistieron en sangre periférica obtenida por venopuncién durante
controles clinicos rutinarios, recolectadas en tubos con heparina de litio (HepLi) (BD Vacutainer, REF:
368886) para preservar la viabilidad celular. Dada la naturaleza pediatrica del estudio, el volumen de
sangre extraida se ajustdé al peso del paciente (no se superaron los 10 mL). La HepLi actia como
anticoagulante al potenciar la actividad de la antitrombina III (ATIII), inhibiendo asi la trombina y el
factor Xa para prevenir la coagulacidn. A diferencia del EDTA, no quela el calcio, lo que preserva mejor la
morfologiay funcionalidad celular, (especialmente en leucocitos,) siendo ideal para estudios inmunoldgicos
funcionales como citometria de flujo o ensayos de activacion celular (15). Sin embargo, aunque conserva la
viabilidad, resulta necesario su procesamiento en fresco (<24h) dado que no inhibe el metabolismo celular
a corto plazo, como silo hace el EDTA. En el proyecto descrito, su uso fue clave para garantizar la calidad de
las muestras en los analisis de células Treg y vias de sefializacién como PI3K/AKT/mTOR, donde la

integridad celular era fundamental.

Tras la extraccion, las muestras fueron procesadas inmediatamente en fresco para los estudios de
inmunofenotipo y funciéon de células Treg, mientras que para los analisis de fosforilacién proteica se
criopreservaron células mononucleares en sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés). El
procesamiento se realiz6 en paralelo en ambos centros, utilizando protocolos armonizados de citometria
de flujo con paneles equivalentes de anticuerpos para garantizar la comparabilidad de resultados. Cabe
destacar que, aunque cada centro empled sus propios citometros (como el FACS Lyric en HSJD-HCB y el
MACSQuant en el [iSGM), se asentaron las estrategias de andlisis para asegurar la concordancia en las
mediciones. Las muestras destinadas a estudios coordinados entre centros fueron transportadas en
condiciones controladas, manteniendo siempre la trazabilidad y anonimizacién de los datos seguin el plan

de gestion aprobado por los comités de ética correspondientes.

Una vez recibidas las muestras procedentes del Biobanco del Hospital Sant Joan de Déu, se procedié a
su procesamiento inmediato. En primer lugar, se separé una alicuota para realizar tinciones de sangre
completa. El volumen restante se centrifugé a 400 x *g* durante 8 minutos, siguiendo un protocolo
estandarizado por el propio hospital, con el fin de separar el plasma de los componentes celulares. Tras la
centrifugacion, se observaron dos fases bien diferenciadas en el tubo. La capa superior, correspondiente al
plasma, se recolect6 cuidadosamente y se distribuyé en varios viales de 500 pL, dependiendo del volumen

obtenido. Estas aliquotas se sometieron a un proceso de criopreservacion escalonada, almacenandose
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inicialmente a -20°C y posteriormente a -80°C, para garantizar su estabilidad y permitir futuros analisis de

citoquinas y autoanticuerpos.

Como se mencion6 anteriormente, tras la recepcidn de la muestra se extrajo una alicuota para la tincién
de sangre completa, siguiendo un protocolo consensuado entre los hospitales de Barcelona y Madrid que
minimizé las variaciones metodoldgicas. Para la tincién de sangre completa fue necesario un volumen de
100 pL de sangre por panel de citometria para garantizar una adecuada cuantificacién de poblaciones
celulares poco frecuentes. Para el estudio inmunolégico PIRD, se emplearon 6 paneles en el citbmetro BD
FACS Lyric™ (HSJD-HCB) y 4 paneles en el MACSQuant® Analyzer 16, Miltenyi Biotech (IliSGM),
afiadiendo a cada tubo los anticuerpos correspondientes (ver secciéon 3.5), preparados en mezclas el
mismo dia de la recepcion para asegurar su frescura y optimizar el procesamiento, garantizando asi
resultados consistentes y comparables entre ambos centros. Las muestras se incubaron a temperatura

ambiente y protegidas de la luz durante 15 minutos.

Tras el periodo de incubacion, se procedi6 a la lisis de eritrocitos y fijacion celular mediante la adicién
de 2 mL de soluciéon BD FACS™ Lysing Solution 1X (REF: 349202), manteniendo los tubos a temperatura
ambiente y protegidos de la luz durante 15 minutos. Este reactivo combiné simultdneamente la lisis de
glébulos rojos y la fijacion de las células de interés. A continuacion, las muestras se centrifugaron a 600 x
*g* durante 5 minutos, se eliminoé el sobrenadante y se realizé un lavado con 2 mL de tampén fosfato salino
(PBS, por sus siglas en inglés) 1X, repitiendo la centrifugacién en las mismas condiciones para garantizar la

eliminacion completa de residuos.

Para el andlisis especifico de células Treg, se realiz6 un protocolo diferenciado: tras preparar los demas
tubos para su adquisicién inmediata en el citometro, el tubo correspondiente al panel de Treg fue sometido
a un proceso de fijacién y permeabilizacién siguiendo las instrucciones del kit Foxp3/Transcription Factor
Staining Buffer Set (eBioscience™, REF: 00-5523-00), seguido de la adicion de anticuerpos intracelulares
contra FoxP3 y Helios, los cuales se incubaron a 4°C en oscuridad durante 30 minutos. Finalmente, se lavd
la muestra con 2 mL de PBS 1X mediante centrifugaciéon a 600 x *g* durante 5 minutos para eliminar

residuos, dejandola lista para su analisis por citometria de flujo.

El procedimiento de aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas
en inglés) se llevé a cabo mediante un gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque (Lymphoprep™, REF:

04-03-9391/04, STEMCELL™ Technologies). Todo el proceso se realiz6 en condiciones estériles dentro de
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una cabina de flujo laminar (modelo Bio II Advanced Plus, Telstar Technologies S.L., con niimero de serie

532786) para garantizar la ausencia de contaminacién microbiana.

Tras extraer el plasma, la sangre restante se diluyé en una proporcién minima de 1:3 con PBS 1X estéril.
Posteriormente, la muestra se deposité con cuidado en un tubo Falcon de 30 mL, previamente cargado
con 8 mL de Ficoll (una cantidad optimizada segin los protocolos del HCB). La centrifugacion se realizé
a 800 x *g* durante 20 minutos, utilizando un perfil de aceleraciéon y frenado suave (modo SLOW) para
evitar perturbaciones en la interfase de separacion. Una vez finalizada la centrifugacién, se extrajo la capa
de PBMCs, visible como un halo blanquecino situado sobre el gradiente de Ficoll. Esta fraccién celular se
transfirié a un nuevo tubo Falcon de 15 mL, que se enras6 con PBS 1X estéril para proceder a dos lavados
consecutivos a 600 x *g* durante 5 minutos, lo que permitié eliminar residuos de Ficoll y células no
deseadas, obteniendo un pellet limpio de PBMCs. Finalmente, el pellet se resuspendié en medio de cultivo
completo X-VIVO® (Lonza, TheraPEAK™, REF: BE02-060Q), suplementado con penicilina/estreptomicina
(P/S) 1Xy 2% de suero humano AB proporcionado por el banco de sangre y tejidos. Este suero fue
previamente inactivado en el servicio de inmunologia del HCB mediante tratamiento térmico a 56°C
durante 1 hora. Para determinar la concentracion celular, se utiliz6 un contador automatico (Mindray,
modelo BC-3600), lo que permitié ajustar las células a la densidad requerida para los experimentos

posteriores.

Las PBMCs del paciente se mantuvieron en cultivo a 37°C con 5% de CO; a una concentracion de 1x10°
células/mL hasta el dia siguiente cuando se procedié al estudio funcional de linfocitos Treg, realizando
primero un lavado por centrifugacion y resuspension en medio X-VIVO para determinar la concentraciéon
exacta mediante contador automatico. Una vez ajustada la densidad celular, se sembraron 1x10° células
por pocillo en placas de 96 pocillos con fondo curvo (COSTAR®, REF: 3799) en un volumen final de 200 pL
de medio X-VIVO y se estimularon con forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, por sus siglas en inglés)
(Sigma-Aldrich, REF: 16561-29-8) e ionomicina (Sigma-Aldrich, REF: 56092-82-1) a una concentracion de
50 ng/mLy 1 pg/mL respectivamente durante 1 hora en las mismas condiciones de incubacién. Tras lo cual,
se afladié monensina (BD GolgiStop™, REF: 51-2092KZ) para bloquear especificamente la secreciéon de IL-
10 sin afectar la expresién de CD69 (un marcador clave de activacién celular que si se ve inhibido por
brefeldina A), continuando la incubaciéon durante 4 horas adicionales hasta completar 5 horas de
estimulacidn total. Finalizado este proceso, las células se recolectaron, lavaron con PBS (600 x *g*, 5 min)
y se tifieron con el tinte de viabilidad BD Horizon™ Fixable Viability Stain 510 (1 pL/10° células) junto con
el mix de anticuerpos del panel de funcionalidad Treg durante 15 minutos a temperatura ambiente,
procediéndose posteriormente a un nuevo lavado y a la tinciéon intracelular de FoxP3, LAP (lymphocyte
activation products) e IL-10 siguiendo el protocolo estandarizado para Treg en sangre completa (ver

seccidn 3.3.2), para finalmente adquirir las muestras en el citdbmetro y completar el analisis.
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Figura 15 | Resumen grdfico de la metodologia utilizada en el estudio del impacto de inmunosupresores sobre el fenotipo
Treg. Las siglas F1C1 hacen referencia a farmaco 1, concentracion 1y asi sucesivamente. Imagen creada con Biorender.

Las PBMCs se obtuvieron a partir de buffy coats de donantes sanos, suministrados por el banco de sangre
y tejidos del HCB, utilizando el mismo protocolo de aislamiento descrito previamente para el estudio de la

funcion de las células Treg (seccién 3.3.3).
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Las PBMCs se cultivaron en matraces de 175 cm? con filtro (fisherscientific, REF: 353112) conteniendo
medio X-VIVO suplementado con P/S y suero humano AB donde se incluy6 un control negativo, un control
positivo y diferentes concentraciones de cinco fArmacos inmunomoduladores (Tabla 3): tacrolimus, acido
micofendlico (micofenolato de mofetilo MMF), rapamicina (sirolimus), ruxolitinib y leniolisib seleccionados
por su relevancia clinica y efectos reportados sobre células T reguladoras. Los inmunosupresores
convencionales (tacrolimus, sirolimus y MMF) son ampliamente utilizados en enfermedades autoinmunes
y trasplantes, conocidos por modular la activacion de linfocitos T. El ruxolitinib, inhibidor de JAK1/JAK2, se
incluy6 por su papel en la modulacién de vias proinflamatorias. El leniolisib, inhibidor selectivo de PI3K§,
fue seleccionado por sus efectos en vias relacionadas con la proliferaciéon y funciéon de linfocitos T,

particularmente en inmunodeficiencias primarias con disfuncién reguladora.

Para evaluar los efectos celulares de tacrolimus, acido micofenélico (MMF), rapamicina (sirolimus) y
ruxolitinib, se utilizaron concentraciones basadas en estudios in vitro previamente reportados en la
literatura cientifica (Tabla 3). Estas concentraciones seleccionadas fueron corroboradas considerando los
niveles terapéuticos monitorizados en pacientes in vivo. Sin embargo, para evaluar los efectos celulares del
leniolisib dada la ausencia de estudios in vitro, se utilizé un rango de concentraciones equivalente a 0.5x,
1x y 5x la concentracién plasmatica terapéutica maxima (Cmax) observada in vivo, correspondiente a 1.90

puM hasta 18.95 pM. Este enfoque permitié evaluar exposiciones subterapéuticas, terapéuticas y

supraterapéuticas para caracterizar exhaustivamente su perfil farmacolégico.

Farmaco Compaiiia Concentracion Estudios in vitro =~ Monitorizacion
terapéutica

Rapamicina | MP Biomedicals™, REF: 159346 | 20,100,500 ng/mL (252) (253-257)
Ruxolitinib Jakavi®, Novartis Pharma AG 0,1,0,3,1uM (258) (259,260)

Leniolisib Joenja®, Pharming Group N.V. 1,90, 3,79, 18,95 uyM (261) (215,217,221,261)

Acido
Thermo Fisher, REF: [61905.03 5,10, 15 pg/mL (252) (253-257)

micofendlico

Tacrélimus Prograf®, Astellas Pharma Inc. 5,10, 15 pg/mL (254) (253-257)

Tabla 3 | Inmunosupresores utilizados para evaluar su impacto sobre el fenotipo Treg.

Los farmacos tacrélimus y ruxolitinib se obtuvieron directamente del servicio de farmacia hospitalaria
del HCB y HS]D en sus formulaciones clinicas (solucién intravenosa y comprimidos, respectivamente),
mientras que la rapamicina, el acido micofendlico y el leniolisib se adquirieron en forma de polvo liofilizado

que requirié reconstitucion en DMSO (dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich® REF: D5879-1L), solvente
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seleccionado por su capacidad para disolver compuestos hidrofébicos gracias a su naturaleza polar
aprotica, protegiendo ademas la estabilidad molecular de los faArmacos durante la criopreservacion a -20°C
al prevenir su degradacion por hidrélisis u oxidacion, y permitiendo su adecuada penetracion celular en
bajas concentraciones sin afectar la viabilidad. Especificamente para el 4cido micofenélico, se opt6 por la
forma activa en lugar del profairmaco (micofenolato de mofetilo) debido a la ausencia en los cultivos
celulares de las esterasas necesarias para su activaciéon metabdlica, asegurando asi la disponibilidad
inmediata del principio activo para inhibir la IMPDH en los linfocitos. Finalmente, las células se incubaron
a 37°C en atmosfera humidificada con 5% de CO, durante 72 horas, permitiendo una interacciéon 6ptima
entre los firmacos y las células en condiciones controladas. Este periodo de incubacién fue seleccionado
para garantizar una exposicion adecuada que permitiera observar los efectos farmacolégicos sobre las

poblaciones celulares.

Tras completar las 72 horas de incubacién, las PBMCs se estimularon y tifieron utilizando el mismo
protocolo y reactivos descritos en el estudio de funcionalidad de células Treg (ver seccién 3.3.3). Para ello,
se sembraron 1 x 10° células por pocillo, empleando cuatro pares de pocillos por concentracién de farmaco:
uno sin estimular y otro estimulado, destindndose cada par a uno de los cuatro paneles de citometria
empleados para este estudio (ver seccidn 3.5). Una vez finalizada la tincion, las células se adquirieron por

el citdbmetro para su analisis.

Las muestras de la presente tesis se adquirieron en el citdmetro de andlisis clinico BD FACS Lyric™. El
citbmetro cuenta con marcaje CE IVD, lo que certifica que cumple con los requisitos de la Unién Europea
para dispositivos de diagnéstico in vitro (IVD, por sus siglas en inglés). Combina alta tecnologia con

rigurosos controles de calidad para garantizar la precision y reproducibilidad de los resultados.

Equipado con tres laseres de estado sé6lido (azul, rojo y violeta) y utilizandose en su configuracion de
12 colores, el sistema permiti6 una caracterizacion fenotipica mas detallada de las poblaciones celulares a
estudiar. El laser azul, con una potencia de 20 mW, opera a una longitud de onda (A) de 488 nm, siendo ideal
para fluorocromos clasicos como FITC, PE y sus conjugados (PE-Cy7). El laser rojo, con una potencia de 40
mW, opera a una longitud de onda de 640 nm, optimizado para fluorocromos como APC, APC-Cy7 y APC-
R700. Por ultimo, el laser violeta con una potencia de 40 mW, opera a una longitud de onda de 405 nm,
esencial para fluorocromos modernos como la serie BD Horizon™ Brilliant Violet (BV) 421, 510, 605, 711

y 786. La estabilidad térmica de los laseres, junto con su sistema de autoalineacién, optimiza la sensibilidad
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y reduce interferencias espectrales, facilitando el andlisis multiparamétrico en situaciones de alto

rendimiento. La calidad de la adquisicién de muestras esta respaldada por multiples controles integrados

en el sistema. Entre ellos destaca el uso de BD™ CS&T Beads para realizar controles de calidad (QC)

automatizados, que incluyen graficos de Levey-Jennings para monitorear el rendimiento del instrumento a

lo largo del tiempo. Antes de pasar las muestras por el citdmetro, se aseguré que el sistema pasaba los

controles de calidad usando las CS&T Beads (BD, REF: 656505).

Para el estudio exhaustivo del sistema inmunolégico de los pacientes PIRD, se disefiaron y optimizaron

6 paneles de citometria que engloban tanto la inmunidad innata como la adaptativa (Tabla 4).

Panel Fluorocromo mAb Clon (RUO)  Referencia Compariiia RRID Volumen
(1L)
BV421 CD45RA HI100 562885 AB_2737864 1,2
BV510 CXCR5 RF8B2 563105 AB_2738008 4
BV605 HLA-DR G46-6 562845 2
BV711 CD27 M-T271 564893 AB_2739003 2
BV786 CD31 L133.1 744757 AB_2742460 2
(1) FITC CD4 RPA-T4 555346 BD AB_395751 10
Linfocitos T PE CXCR3 1C6/CXCR3 557185 AB_396596 10
PerCP-Cy5.5 CD8 SK1 565310 AB_2687497 4
PE-Cy7 CCR6 11A9 560620 AB_1727440 2
APC CCR10 1B5 564771 AB_2738943 2
R718 CCR4 1G1 752567 AB_2917554 10
APC-H7 CD3 SK7 560176 AB_1645475 2
BV421 CD45RA HI100 562885 AB_2737864 1,2
BV510
BV605 HLA-DR G46-6 562845 2
BV711 CD27 M-T271 564893 AB_2739003 2
2 BV786 CD31 L133.1 744757 AB_2742460 2
Linfocitos FITC CD4 RPA-T4 555346 BD AB_395751 10
Treg PE CD127 HIL-7R-M21 557938 AB_2296056 4
PerCP-Cy5.5 CD8 SK1 565310 AB_2687497 4
PE-Cy7 CD25 M-A251 561405 AB_10646034 4
Alexa Fluor-647 Helios 22F6 563951 AB_2738506 4
R718 FoxP3 259D/C7 566935 10
APC-H7 CD3 SK7 560176 AB_1645475 2
BV421 CD141 1A4 565321 AB_2739180 4
BV510 CD21 B-ly4 740165 AB_2739918 2
BV605 HLA-DR G46-6 562845 2
BV711
BV786
3) FITC Linaje NCAM16.2,M 340546 AB_400053 20
DC/ PE CD1c F10/21A3 564900 BD AB_2739006 4
Basdfilos PerCP-Cy5.5 CD123 7G3 558714 AB_1645547 2
PE-Cy7 CD11c B-ly6 561356 AB_10611859 2
APC CD34 581 555824 AB_398614 10
CD117 YB5.B8 550412 AB_398461 4
R718
APC-H7 CD45 2D1 560178 AB_1645479 4
Continuacion
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BV421 D19 HIB19 562440 AB 11153299 2
V500-C CD45 HI30 560777 AB 1937324 2
BV605 CD14 M5E2 564054 AB 2687593 2
BV711 TCRyS 11F2 745505 AB 2743041 4
BV786 D10 HI10a 564960 AB 2739025 2
4 FITC CD4 RPAT4 555346 gp  AB.395751 10
T/B/NK PE D56 B159 555516 AB_395906 10
PerCP-Cy5.5 D8 SK1 565310 AB 2687497 4
PE-Cy7 D16 368 557744 AB_396850 1
APC CD62L SK11 566791 AB_2869869 2
R718
APC-H7 D3 SK7 560176 AB 1645475 2
BV421 CD45RA HI100 562885 AB_2737864 1,2
BV510 CXCR5 RF8B2 563105 AB_2738008 4
BV605 CD25 BC96 567571 AB_2916650 4
BV711 1COS DX29 563833 AB_2738440 10
BV786 CD28 1293 742530 AB_2740848 2
(5) FITC CD4 RPA-T4 555346 BD  AB_395751 10
Linfocitos TFH PE CXCR3  1C6/CXCR3 557185 AB_396596 10
PerCP-Cy5.5 CD8 SK1 565310 AB_2687497 4
PE-Cy7 CCR6 11A9 560620 AB_1727440 2
APC PD-1 MIH4 558694 AB_1645458 20
APC-R700 CD127  HIL-7R-M21 565185 AB_2739099 2
APC-H7 CD3 SK7 560176 AB_1645475 2
BV421 CD19 HIB19 562440 AB_11153299 2
BV510 PD-1 EH12.1 565185 AB_2739099 2
BV605 CD138 MI15 563294 AB_2738122 5
BV711 CD27 M-T271 564893 AB_2739003 2
BV786 CD10 HI10a 564960 AB_2739025 2
FITC cD21 B-ly4 561372 AB_10895576 2
() PE IgD 1A6-2 555779 BD  AB.396114 20
Linfocitos B PerCP-Cy5.5 CD24 ML5 561647 AB_10896818 4
PE-Cy7 CD38 HIT2 560677 AB_1727473 2
APC CD5 UCHT2 555355 AB_398594 10
CD80 L307.4 567055 2
R718 CD86 BU63 751920 AB_2917042 2
APC-H7 CD45 2D1 560178 AB_1645479 4

Tabla 4 | Paneles de citometria y anticuerpos monoclonales utilizados para el inmunofenotipado extendido en sangre
completa. El volumen utilizado por test se ha obtenido mediante la titulacién de estos. Abreviaturas por sus siglas en inglés: mAB,
anticuerpo monoclonal; RUO, uso exclusivo para investigacién; BD, Becton Dickinson; RRID, identificador de recurso de investigacion.

El uso simultaneo de fluorocromos Brilliant Violet™ en un mismo panel de citometria de flujo requiere
la incorporaciéon del Brilliant Stain Buffer (BD, REF: 563794) debido a un fenémeno conocido
como interaccion entre polimeros conjugados. Los fluorocromos BV421, BV510, BV605, BV711 y BV786
estdn basados en polimeros conjugados fluorescentes, presentando estructuras hidrofébicas que tienden a
agregar en una solucion acuosa y una alta densidad de cargas negativas debido a sus grupos sulfonados. Al
utilizarse simultaneamente en un mismo panel, pueden agregarse e interactuar entre si, compitiendo por
la unién a sus moléculas diana. Estas interacciones no especificas generan quenching fluorescente
(fenémeno fisico-quimico que reduce o anula la emisiéon de fluorescencia de un fluorocromo debido a

interacciones no deseadas con su entorno molecular), aumentan el ruido de fondo y distorsionan los datos,
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comprometiendo la resolucion de poblaciones celulares. El Brilliant Stain Buffer resuelve este problema

mediante agentes bloqueantes y surfactantes que neutralizan las cargas negativas de los BV y estabilizan

su dispersién en solucidn, asegurando que cada fluorocromo se una eficientemente a su diana

correspondiente. Todos los mixes de anticuerpos utilizados para los paneles de sangre completa llevan

incorporado Brilliant Stain Buffer siguiendo las indicaciones de la casa comercial.

Las poblaciones celulares y sus definiciones fenotipicas para analizar quedan recogidas en la Tabla 4.

Las estrategias de analisis se pueden consultar en el Anexo 3.

Panel Poblacion Andlisis sobre Definicion fenotipica
Linfocitos T FSC / SSC CD3+
Linfocitos T CD4 Linfocitos T CD3+CD4+
Linfocitos T CD4 activados CD3+CD4+CD45RA-HLA-DR+
Linfocitos T CD4 RTE CD3+CD4+CD45RA+CD31+
Linfocitos T CD4 naive CD3+CD4+CD45RA+CD27+
Linfocitos T CD4 CM CD3+CD4+CD45RA-CD27+
Linfocitos T CD4 EM CD3+CD4+CD45RA-CD27-
Linfocitos T CD4 TEMRA CD3+CD4+CD45RA+CD27-
Linfocitos T CD4 memoria Linfocitos T CD4 CD4 CM, CD4 EM, CD4 TEMRA
ThO CD3+CD4+CXCR3-CCR4-CCR6-
Thl CD3+CD4+CXCR3+CCR4-CCR6-
Th2 CD3+CD4+CXCR3-CCR4+CCR6-
Th9 CD3+CD4+CCR4-CCR6+
Th17 CD3+CD4+CXCR3-CCR4+CCR6+
Th22 CD3+CD4+CCR6+CCR4+CXCR3-CCR10+
Th1-17 CD3+CD4+CXCR3+CCR4-CCR6+
TFH CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-CD127+
(1) TFH1 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-CD127+
Linfocitos T CXCR3+
TFH?2 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-CD127+
CXCR3-CCR6-
TFH17 TFH CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-CD127+
CCR6+
TFH22 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-CD127+
CCR6+CCR10+
CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
TFH1-17 CD127+CCR6+CXCR3+
Linfocitos T CD8 Linfocitos T CD3+CD8+
Linfocitos T CD8 activados CD3+CD8+CD45RA-HLADR+
Linfocitos T CD8 RTE CD3+CD8+CD45RA+CD31+
Linfocitos T CD8 naive Linfocitos T CD8 CD3+CD8+CD45RA+CD27+
Linfocitos T CD8 CM CD3+CD8+CD45RA-CD27+
Linfocitos T CD8 EM CD3+CD8+CD45RA-CD27-
Linfocitos T CD8 TEMRA CD3+CD8+CD45RA+CD27-
Linfocitos T DP Linfocitos T CD3+CD4+CD8+
Linfocitos T DN CD3+CD4-CD8-
2) Linfocitos T FSC / SSC CD3+
Linfocitos Linfocitos T CD4 Linfocitos T CD3+CD4+
Treg Linfocitos Treg Linfocitos T CD4 | CD3+CD4+CD25hiCD127%w

Continuacion
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Panel Poblacion Andlisis sobre Definicion fenotipica
Linfocitos Treg CD3+CD4+CD25hCD1271o%CD45RA- HLADR+
activados
Linfocitos Treg RTE CD3+CD4+CD25hCD127°wCD45RA+CD31+
k;?‘f/‘;“tos Treg CD3+CD4+CD25MCD12710wCD45RA+CD27+

Linfocgfgs Treg Linfocitos Treg CM Linfocitos Treg | CD3+CD4+CD25hCD127"ewCD45RA-CD27+
: g Linfocitos Treg EM CD3+CD4+CD25hCD127°wCD45RA-CD27-
(Continuacién) Linfocitos Treg .
TEMRA CD3+CD4+CD25hCD127°wCD45RA+CD27-
nTreg CD3+CD4+CXCR3-CCR4-CCR6-
pTreg CD3+CD4+CXCR3+CCR4-CCR6-
Linfocitos T CD8 Linfocitos T CD3+CD8+
Leucocitos FSC / SSC CD45+
Basofilos Leucocitos CD45+CD123+SSClow
DC CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+
DC foliculares CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+ CD21+
moDC CD45+SSC/FSC CD3-CD14-CD11c+
CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+CD11c-
Pre-pDC
DC CD123+/-
CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+CD11c-
S pbC CD123+
DC / Basdéfilos
mDC CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+
CD11c+CD123+/-
mDC1 CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+
CD11c+CD123+/-BDCA3+
mDC2 mDC CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+
CD11c¢+CD123+/-BDCA-1+CD16-
mDC16 CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+
CD11c¢+CD123+/-BDCA-1-CD16+
Leucocitos FSC / SSC CD45+
Granulocitos Leucocitos CD45+ SSC/FSC
Eosinéfilos Granulocitos CD45+CD16-CD10-
Neutrdfilos CD45+CD16+CD10+
Neutrofilos CD45+CD16+CD10+CD62L+CD16kow
bandeados
?S‘étzrffl‘ilr‘f Neutréfilos | CD45+CD16+CD10+CD62L+CD16+
Neutrofilos CD45+CD16+CD10+CD62LICD16+
segmentados
NK Linfocitos CD3-CD16+/- CD56+/-
NK CD16+CD56++ CD3-CD16+ CD56++
NK CD16+CD56+ NK CD3-CD16+CD56+
T/t(?4/)NK NK CD16+CD56- CD3-CD16+ CD56-
NKT Linfocitos T CD3+CD16+/- CD56+
Monocitos Leucocitos CD45+ SSC/FSC CD3-CD14+
Monocitos clasicos CD45+ SSC/FSC CD3-CD14+CD16-
Monocitos . CD45+ SSC/FSC CD3-CD14+CD16+
intermedios Monocitos
Monocitos no CD45+ SSC/FSC CD3-CD141owCD16+
clasicos
Linfocitos B Linfocitos CD3-CD19+
Linfocitos T CD3+CD19-
Linfocitos T CD4 Linfocitos T CD3+CD19-CD4+
Linfocitos T CD4 y6 Linfocitos T CD4 | CD3+CD19-CD4+TCRy&+
Linfocitos T CD8 Linfocitos T CD3+CD19-CD8+
Linfocitos T CD8 y6 Linfocitos T CD8 | CD3+CD19-CD8+TCRy&+
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Panel Poblacion Andlisis sobre Definicion fenotipica
4 Linfocitos T DP Linfocitos T CD3+CD19-CD4+CD8+
T/l(?/)NK Linfocitos T DP y6 Linfocitos T DP CD3+CD19-CD4+CD8+TCRy&+
(Continuacién) Linfocitos T DN Linfocitos T CD3+CD19-CD4-CD8-
Linfocitos T DN y& Linfocitos T DN CD3+CD19-CD4-CD8-TCRy&+
Linfocitos T FSC / SSC CD3+
Linfocitos T CD4 Linfocitos T CD3+CD4+
TFH Linfocitos T CD4 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+
TFH activadas CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
TFH CD127+PD1+ICOS+
TFH1 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+CXCR3+
. CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
TFH1 activadas TFH1 CD127+CXCR3+PD1+ICOS+
CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
TFH2 TFH CD127+CXCR3-CCR6-
(5) . CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
Linfocitos TFH | | 112 activadas TFHZ CD127+CXCR3-CCR6-PD1+ICOS+
CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
TFH17 TFH CD127+CCR6+
. CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
TFH17 activadas TFH17 CD127+CCR6+PD1+ICOS+
CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
TFH1-17 TFH CD127+CXCR3+CCR6+
. CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
TFH1-17activadas TFH1-17 CD127+CXCR3+CCR6+ PD1+1COS+
. . CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-
TFR Linfocitos T CD4 CD25+CD127low
Linfocitos T CD8 Linfocitos T CD3+CD8+
Linfocitos T CD8 regulador Linfocitos T CD8 | CD3+CD8+CD28-
Leucocitos FSC / SSC CD45+
Linfocitos B Leucocitos CD45+CD19+
Linfocitos B activados CD45+CD19+CD80+CD86+
Linfocitos B senescentes CD45+CD19+PD-1+
Linfocitos B IgD+CD27- Linfocitos B CD45+CD19+IgD+CD27-
Linfocitos B t icional CD45+CD19+IgD+CD27-
infocitos B transicionales CD10+CD5+CD38hi CD24hi
Linfocitos B transicionales CD45+CD19+IgD+CD27-
activados Linfocitos B CD10+CD5+CD38hi CD24hi CD80+CD86+
(6) Linfocitos B transicionales transicionales CD45+CD19+IgD+CD27-
, : senescentes CD10+CD5+CD38hi CD24hi PD-1+
Linfocitos B

Linfocitos B naive folicular

Linfocitos B

CD45+CD19+IgD+CD27-CD10-CD5-
CD38low CD24low /+

Linfocitos B naive follicular
activados

Linfocitos B naive follicular
senescentes

Linfocitos B naive
folicular

CD45+CD19+IgD+CD27-CD10-CD5-
CD38low CD24low/+CD80+CD86+
CD45+CD19+IgD+CD27-CD10-CD5-
CD38low CD24low/+PD-1+

Linfocitos B IgD-CD27+
Linfocitos B de memoria
con cambio de isotipo
clasico

Linfocitos B

CD45+CD19+IgD-CD27+

CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-CD24+/-
CD38- CD138-

Continuacion
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Panel Poblacion Andlisis sobre Definicion fenotipica
]C“;rr‘rfl‘l’)%t‘:fe]?S‘i;“;eg;srigcon Linfocitos B de | CD45+CD19+1gD-CD27+CD10-CD24+/-
. . tntocitos BAe 1 ¢p3s- cD138-CD80+CD86+
activados memoria con
cambio de ot lisco | isotipo clisico | CD45+CD19+1gD-CD27+CD10-CDZ4+/-
P P CD38- CD138-PD-1+
senescentes
asaiieecaty Linfocitos B | CD45+CD19+IgD-CD27+CD10+
germinal
Linfocitos B de centro CD45+CD19+IgD-
germinal activados Linfocitos Bde | CD27+CD10+CD80+CD86+
Llnfo-c1tos B de centro centro germinal CD45+CD19+IgD-CD27+CD10+PD-1+
germinal senescentes
. o . . CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-CD24+/-
Células plasmaticas Linfocitos B CD38+CD138+
Células plasmaticas activadas CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-CD24+/-
. Células CD38+CD138+CD80+CD86+
Células plasmaticas plasmaticas CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-CD24+/-
senescentes CD38+CD138+PD-1+
. . CD45+CD19+IgD-CD27+CD10- CD24+/-
Plasmablasto Linfocitos B CD38+CD138-
: CD45+CD19+IgD-CD27+CD10- CD24+/-
Plasmablasto activado Plasmablastg | CP38+CD138-CD80+CDB6+
6 Plasmablasto senescente CD45+CD19+IgD-CD27+CD10- CD24+/-
. ( ) CD38+CD138-PD-1+
Linfocitos B

(Continuacion)

Tabla 4 | Inmunofenotipado extendido de los pacientes PIRD. Abreviaturas por sus siglas en inglés: FSC, forward scatter; SSC, side
scatter; RTE, recién emigrantes timicas; CM, memoria central; EM, memoria efectora; TEMRA, memoria efectora de diferenciacién

Linfocitos B IgD-CD27-
Linfocitos B de memoria DN

Linfocitos B

CD45+CD19+IgD-CD27-
CD45+CD19+IgD-CD27-CD10-CD5-

Linfocitos B de memoria DN
activados

Linfocitos B de memoria DN
senescentes

Linfocitos B de
memoria DN

CD45+CD19+IgD-CD27-CD10-CD5-
CD80+CD86+

CD45+CD19+IgD-CD27-CD10-CD5-PD-1+

Linfocitos B DP

Linfocitos B inmaduros

Linfocitos B

CD45+CD19+IgD-CD27-CD10+CD5+
CD45+CD19+IgD-CD27-CD10+CD5+
CD38+CD24+

Linfocitos B inmaduros
activados

Linfocitos B inmaduros
senescentes

Linfocitos B
inmaduros

CD45+CD19+IgD-CD27-CD10+CD5+
CD38+CD24+CD80+CD86+
CD45+CD19+IgD-CD27-CD10+CD5+
CD38+CD24+PD-1+

Linfocitos B de memoria sin
cambio de isotipo

Linfocitos B

CD45+CD19+IgD+CD27+

Linfocitos B de memoria sin
cambio de isotipo activado
Linfocitos B de memoria sin
cambio de isotipo senescente

Linfocitos B de
memoria sin
cambio de
isotipo

CD45+CD19+IgD+CD27+CD80+CD86+

CD45+CD19+IgD+CD27+PD-1+

Breg

Linfocitos B

CD45+CD19+IgD-CD27+CD24hiCD38hi

Breg activado

Breg senescente

Breg

terminal. Las definiciones fenotipicas estdn respaldadas por (262).
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Material y métodos

Para el estudio de funcionalidad Treg de los pacientes PIRD, se diseiié y optimiz6 un panel de citometria
que engloba tanto marcadores de inmunosupresion clave en el funcionamiento de estas células como TIGIT,
CTLA-4 y PD-1, asi como citoquinas inmunosupresoras como IL-10 y LAP (Tabla 5). La eleccién de
detectar LAP en vez de TGF-$ libre en ensayos de citometria de flujo intracelular se fundamenta en
su mayor estabilidad, accesibilidad y relevancia bioldgica. A diferencia del TGF-f3 activo, que se secreta
rapidamente y es técnicamente dificil de capturar en el compartimento intracelular, LAP forma parte del
complejo latente de TGF-f y se acumula en vesiculas secretoras, lo que permite su deteccién. Ademas, al
marcar LAP se evita interferir con la sefializaciéon autocrina/paracrina de TGF-f3 libre, preservando la
funcionalidad celular. Esta estrategia es especialmente util en este estudio de funcionalidad Treg, donde

identificar células productoras (LAP+) es mas relevante que detectar TGF-f3 ya secretado.

Por otro lado, dada la ausencia de anticuerpos especificos contra IL-35 (una citoquina heterodimérica
cuya deteccion directa es técnicamente compleja debido a la falta de herramientas que la reconozcan
especificamente), el uso de TIGIT como marcador indirecto se justifica por su fuerte asociacién con

poblaciones de Treg FoxP3+ funcionalmente activas.

Panel Fluorocromo mAb Clon (RUO)  Referencia Compaiiia RRID Volumen
(uL)

BV421 LAP TW7-16B4 565638 AB_2739315 2

FVS510 Viabilidad 564406 AB_2869572 1

BV605 TIGIT 741182 747841 AB_2872304 2

BV711 CD25 2A3 56315 2

%)) BV786 CD69 FN50 563834 AB_2738441 2
Funcionalidad FITC CD4 RPA-T4 555346 BD AB_395751 5
PE IL-10 559330 AB_397227 10

Treg PerCP-Cy5.5 CD8 SK1 565310 AB_2687497 2
PE-Cy7 CTLA-4 BNI3 567341 2
APC PD-1 MIH4 558694 AB_1645458 10

R718 FoxP3 259D/C7 566935 5

APC-H7 CD3 SK7 560176 AB_1645475 1

Tabla 5 | Panel de citometria y anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio de funcionalidad Treg en PBMCs. El
volumen utilizado por test se ha obtenido mediante la titulacién de estos. Abreviaturas por sus siglas en inglés: mAB, anticuerpo
monoclonal; RUO, uso exclusivo para investigacién; BD, Becton Dickinson; RRID, identificador de recurso de investigacion.

El mix de anticuerpos utilizado para este panel lleva incluido Brilliant Stain Buffer™ dada la presencia
simultanea de fluorocromos de la serie BV. Las poblaciones celulares y sus definiciones fenotipicas para

analizar quedan recogidas en la Tabla 6. Las estrategias de andlisis se pueden consultar en el Anexo 3.
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Panel Poblacion Andlisis sobre Definicién fenotipica

Linfocitos Vivas FVS- FSClew /SSClow

Linfocitos T Linfocitos FVS-FSClow/SSClew CD3+

Linfocitos T CD4 Linfocitos T FVS-FSClow/SSClewCD3+ CD4+

Linfocitos TCD4 | 11 focitos T CD4 | FVS-FSClow/SSCIowCD3+CD4+CD69+

activados
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+TIGIT+
FVS-FSClow/SSClewCD3+CD4+CD69+LAP+
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+IL-10+

. . . . FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+CTLA-4+

?Jﬂi?ﬁifﬁfez 28 Lmz’cct‘it;’:dzscm FVS-FSClow /SSClowCD3+CD4+CD69+PD-1+
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+TIGIT+LAP+
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+LAP+IL-10+
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+LAP+CTLA-4+
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+CTLA-4+PD-1+

Treg Linfocitos T CD4 | FVS-FSClow/SSClewCD3+CD4+CD25"FoxP3+

Treg activados Treg FVS-FSClow/SSClewCD3+CD4+CD25MFoxP3+CD69+
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+ CD25MFoxP3+CD69+
TIGIT+

(1) FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+ CD25MFoxP3+CD69+ LAP+
Funcionalidad FVS-FSClow/SSClewCD3+CD4+ CD25bFoxP3+CD69+ IL-
Treg 10+

Treg funcionales

Treg activados

FVS-FSClow/SSClewCD3+CD4+ CD25MFoxP3+CD69+ CTLA-
4+

FVS-FSClow/SSClewCD3+CD4+ CD25hMFoxP3+CD69+ PD-
1+

FVS-FSClow/SSClewCD3+CD4+ CD25MFoxP3+CD69+
TIGIT+LAP+

FVS-FSClow/SSClewCD3+CD4+ CD25hFoxP3+CD69+
LAP+IL-10+

FVS-FSClow/SSClewCD3+CD4+ CD25MFoxP3+CD69+
LAP+CTLA-4+

FVS-FSClow/SSClewCD3+CD4+ CD25hFoxP3+CD69+ CTLA-
4+PD-1+

Linfocitos T CD8 Linfocitos T FVS-FSClow/SSClewCD3+ CD8+
Linfocitos T CD8 |1 focitos T CD8 | FVS-FSClow/SSCovCD3+ CD8+CD69+
activados

FVS-FSClow/SSClowCD3+ CD8+CD69+CTLA-4+
Linfocitos T CD8 | Linfocitos T CD8 | FVS-FSClew/SSClewCD3+ CD8+CD69+IL-10+
funcionales activados FVS-FSClow/SSClowCD3+ CD8+CD69+PD-1+

FVS-FSClow/SSClowCD3+ CD8+CD69+CTLA-4+IL-10+

Tabla 6 | Funcionalidad de pacientes PIRD. Abreviaturas por sus siglas en inglés: FVS, tinte de viabilidad; FSC, forward scatter; SSC,

side scatter.

Para estudiar el impacto de inmunosupresores sobre el fenotipo regulador, se diseflaron 4 paneles de

citometria para explorar diferentes poblaciones reguladoras incluyendo Treg CD4+, poblaciones CD8+ y

Tr1 (Tabla 7).

54



Material y métodos

Panel Fluorocromo mAb Clon (RUO)  Referencia Compariia RRID Vogilrsen
BV421 TIM-3 7D3 565562 AB 2744369 1
V500 CD3 SP34-2 560770 AB 1937322 1
BV605 GITR V27-580 747664 AB 2744226 2
BV711 TIGIT 741182 747839 AB_ 2872302 2
%)) BV786 CD127 HIL-7R-M21 563324 AB 2738138 2
Treg CD4 FITC CD4 RPA-T4 555346 BD AB_395751 5
0 PE FoxP3 236A/E7 560852 AB_ 10563418 2
BB700 CD25 BC96 567481 1
PE-Cy7 CD45RA 5H9 561216 AB 10611721 1
Alexa Fluor-647 Helios 22F6 563951 AB_ 2738506 2
R718 ICOS DX29 751854 AB 2916982 1
FVS780 Viabilidad 565388 AB_ 2869673 1
BV421 PD-1 7D3 565562 AB_2744369 1
V500 CD3 SP34-2 560770 AB_1937322 1
BV605 CD73 V27-580 747664 AB_2744226 2
BV711 CD39 741182 747839 AB_2872302 2
@) BV786 CD127 HIL-7R-M21 563324 AB_2738138 2
Treg CD4 FITC CD4 RPA-T4 555346 BD AB_395751 5
(i PE FoxP3 236A/E7 560852 AB_10563418 2
BB700 CD25 BC96 567481 1
PE-Cy7 CTLA-4 5H9 561216 AB_ 10611721 1
Alexa Fluor-647 Helios 22F6 563951 AB_2738506 2
R718
FVS780 Viabilidad 565388 AB_2869673 1
BV421 PD-1 MIH4 564323 AB 2738745 1
V500 CD3 SP34-2 560770 AB_ 1937322 1
BV605
BV711
BV786 CD122 Mik-33 743118 AB_ 2741295 2
3) FITC CD8 HIT8a 555634 BD AB_395996 2
CD8 PE FoxP3 236A/E7 560852 AB_ 10563418 2
BB700
PE-Cy7 CD56 B159 557747 AB_396853 1
Alexa Fluor-647
R718 CD28 CD28.2 567492 1
FVS780 Viabilidad 565388 AB_ 2869673 1
BV421 LAG-3 T47-530 565720 AB_2744330 1
V500 CD3 SP34-2 560770 AB_1937322 1
BV605
BV711 CD49b AK-7 742647 AB_2740940 2
BV786
“4) FITC CD4 RPA-T4 555346 BD AB_395751 5
Tr1 PE FoxP3 236A/E7 560852 AB_10563418 2
BB700
PE-Cy7
Alexa Fluor-647
R718
FVS780 Viabilidad 565388 AB_2869673 1

Tabla 7 | Panel de citometria y anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio de inmunofarmacologia en Treg. El
volumen utilizado por test se ha obtenido mediante la titulacién de estos. Abreviaturas por sus siglas en inglés: mAB, anticuerpo
monoclonal; RUO, uso exclusivo para investigacién; BD, Becton Dickinson; RRID, identificador de recurso de investigacion.
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El mix de anticuerpos utilizado para este panel lleva incluido Brilliant Stain Buffer™ dada la presencia
simultanea de fluorocromos de la serie BV. La identificacion de las poblaciones celulares emergentes tras

el andlisis se expondra en el bloque de resultados (seccion x.x.x).

A) Metodologia experimental B) Analitos I~ 4

ERK/MAP1/2
Ser473 \ / (Thr185/Tyr1 87)
Ser727) (Thr183/Tyr185)
Thr412 Ser536
(Tyr694/699) (Thr1 80/Tyr182)

(Ser133)
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Figura 16 | Resumen grdfico de la metodologia utilizada en el desarrollo de una metodologia de evaluacién del estado de
activacion de las vias PI3K/AKT/mTOR/JAK-STAT y NFkB. El panel B) representa una via de sefializacién ficticia con el fin de
mostrar solamente los analitos del ensayo. Imagen creada con Biorender.

Para evaluar el estado de activacion de las principales vias de sefializaciéon implicadas en la regulacién
inmune, se utilizé el kit MILLIPLEX® Multi-Pathway 9-plex Magnetic Bead Signaling (Millipore®, REF: 48-
680MAG) para fosfoproteinas. Este se utiliza para detectar cambios en la fosforilacién de ERK/MAP quinasa
1/2 (Thr185/Tyr187), Akt (Ser473), STAT3 (Ser727), JNK (Thr183/Tyr185), p70S6K (Thr412), NF-xB
(Ser536), STAT5A/B (Tyr694/699), y p38 (Thr180/Tyr182) en lisados celulares utilizando el sistema
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Luminex®. Este ensayo de deteccién es una alternativa rapida y conveniente a los procedimientos de

inmunoelectrotransferencia (Western blot) e inmunoprecipitacion.

Para la puesta a punto, se utilizaron PBMCs de donantes sanos tanto frescas como congeladas en un
tiempo de 3 afos, tiempo maximo al que estan las PBMCs de los pacientes PIRD criopreservadas para su

procesamiento (Figura 16).

Las PBMCs se obtuvieron a partir de buffy coats de donantes sanos, suministrados por el Banco de
Sangre y Tejidos del HCB, utilizando el mismo protocolo de aislamiento descrito previamente para el
estudio de la funcion de las células T reguladoras (seccién 3.3.3). En el caso de las PBMCs criopreservadas,
estas se descongelaron en bafio maria a 37°C y se lavaron tres veces con medio de cultivo X-VIVO mediante
centrifugacion a 600 x *g* durante 10 minutos. Finalmente, se realizé un ultimo lavado con PBS 1X frio para

asegurar la eliminacién de residuos.

Para el inmunoensayo, se procedié primero a la lisis celular utilizando el buffer MILLIPLEX® Lysis Buffer
(REF: 43-040), el cual contiene inhibidores de fosfatasas, incluido ortovanadato de sodio (1 mM NazVO4).
Dado que este buffer no incluye inhibidores de proteasas, se afiadi6é adicionalmente el Protease Inhibitor
Cocktail Set I1I, Animal-Free (Calbiochem, REF: 535140) en una proporcién de 1 pL por cada 100 pL de
buffer. El volumen total de buffer de lisis se ajustd en funcién del nimero de células, empleando 1 mL por
cada 1 x 107 células. Tras la adicion de los reactivos, los lisados se incubaron durante 10-15 minutos a 4°C
en agitaciéon orbital suave y posteriormente se centrifugaron a 5.000 x *g* durante 10 minutos para

eliminar restos celulares.

Antes de iniciar el inmunoensayo, los lisados se diluyeron al menos 1:1 con el MILLIPLEX® Assay Buffer
(1X, REF: 43-041). Simultdneamente, se acondiciono6 la placa afiadiendo 50 pL de este mismo buffer por
pocillo, seguido de una incubacién con agitacion orbital (600-800 rpm) durante 10 minutos a temperatura

ambiente. Durante este tiempo, se prepararon los reactivos necesarios especificados en la siguiente tabla:

Reactivo Referencia

Perlas magnéticas
MILLIPLEX® 9-plex Multi-Pathway, Magnetic Beads (20X) 42-680MAG
GAPDH MAPmate™ 46-667MAG

Lisados celulares liofilizados

MILLIPLEX® HeLa Cell Lysate: Unstimulated 47-205
MILLIPLEX® A431 Cell Lysate: EGF 47-210
MILLIPLEX® HeLa Cell Lysate: TNFa/Calyculin A 47-230
MILLIPLEX® MCF7 Cell Lysate: IGF1 47-216

Tabla 8 | Reactivos del inmunoensayo MILLIPLEX® Multi-Pathway 9-plex Magnetic Bead Signaling. GAPDH, Gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa; EGE factor de crecimiento epidérmico; TNFa, factor de necrosis tumoral a; IGF1, factor de crecimiento
insulinico 1.
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Las perlas magnéticas, suministradas como soluciéon concentrada 20X y sensibles a la luz, requirieron
un proceso de homogeneizacién previo a su uso. Para el kit MILLIPLEX® 9-plex Multi-Pathway, esto implic6
una sonicaciéon de 15 segundos del vial seguida de vortex durante 30 segundos. La dilucién a concentraciéon
1X se realiz6 mezclando cuidadosamente 150 pL de la suspension de perlas con 2,85 mL de MILLIPLEX®
Assay Buffer. Cuando se optd por omitir la cuantificacién proteica directa, se utiliz6 GAPDH como control
interno de normalizaciéon. Es importante destacar que este sistema permite incorporar hasta nueve
MAPmates™ adicionales especializados en fosforilacion, los cuales siguen un idéntico protocolo de

preparacion que las perlas principales.

Como controles de calidad, se emplearon lisados celulares liofilizados en diferentes condiciones de
estimulacidn. El HeLa Cell Lysate: Unstimulated represent6 la linea base sin tratamiento, mientras que
los lisados estimulados incluyeron células A431 expuestas a 100 ng/mL de EGF durante 5 minutos, células
MCF7 tratadas con 50 ng/mL de IGF-1 por 10 minutos, y células HeLa sometidas a un protocolo secuencial
de 50 nM de Calyculina A (15 min) seguido de 50 ng/mL de TNFa (15 min). Todos estos lisados se
prepararon por la casa comercial utilizando un tampon especial de lisis MILLIPLEX® con inhibidores de
proteasas y se conservaron mediante liofilizacion. Para su reactivacién, cada liofilizado se reconstituy6 en
100 pL de agua MilliQ, obteniendo una concentracion proteica final de 2 mg/mL, seguido de vortex suave e
incubacién a temperatura ambiente durante 5 minutos. La adicién posterior de 150 pL. de MILLIPLEX®

Assay Buffer complet6 la preparacion de estas muestras de control.

El protocolo de inmunoensayo comenzé con la eliminacién del liquido residual de la placa mediante
inversion sobre papel absorbente. Las suspensiones de perlas magnéticas, previamente homogeneizadas
por vortex durante 10 segundos, se dispensaron en alicuotas de 25 pL por pocillo, incluyendo tanto las
perlas MILLIPLEX® 9-plex Multi-Pathway 1X como las GAPDH MAPmate™ 1X. La placa sellada se incub6
durante 16-20 horas a 2-8°C bajo agitacion orbital constante (600-800 rpm), manteniéndose protegida de

la luz en todo momento.

Para la etapa de deteccién, se prepararon diluciones 1X de los anticuerpos biotinilados y reactivos
asociados. El anticuerpo MILLIPLEX® 9-plex Multi-Pathway (REF: 44-680KMG) y el anti-GAPDH (REF: 46-
667MAG) se diluyeron mezclando 150 pL de cada concentrado 20X con 2,85 mL de buffer, mientras que la
estreptavidina-ficoeritrina (SAPE) (REF: 45-001H) requiri6 120 pL del concentrado 25X en 2,88 mL de
buffer. Tras la incubacién prolongada, las perlas se sedimentaron mediante separaciéon magnética durante
1 minuto y se lavaron exhaustivamente con 100 pL de buffer por pocillo, repitiendo este proceso dos veces.
La adici6on de 25 pL de la mezcla de anticuerpos de deteccién marcd el inicio de una incubacién de 1 hora a

temperatura ambiente con agitacion.

El protocolo continué con un nuevo ciclo de lavado seguido de la adicién de 25 pL. de SAPE por pocillo,

incubando durante 15 minutos en condiciones idénticas. Sin eliminar este reactivo, se incorporé 25 uL de
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MILLIPLEX® Amplification Buffer por pocillo para una incubacién adicional de 15 minutos. La etapa final
consistié en un ultimo lavado y la resuspension de las perlas en 150 pL de buffer, con agitaciéon continua
durante 10 minutos para garantizar homogeneidad antes de la lectura en el equipo Luminex, el cual debia
haber superado los controles de calidad y calibracién al menos 24 horas antes de su uso. El resumen del

procedimiento queda reflejado en la Figura 16.

Para el procesamiento y andlisis de los datos de citometria de los pacientes PIRD, se emple¢ el software
de analisis celular Flow]o (BD Life Sciences), que permite realizar analisis convencionales mediante gating
manual. Se disefiaron plantillas de analisis especificas para cada panel de anticuerpos utilizado. En los casos
donde fue necesario, se utilizaron controles de Fluorescencia Menos Uno (FMO, por sus siglas en inglés)
para establecer con precisién los umbrales entre poblaciones negativas y positivas, mejorando la
caracterizacion de subpoblaciones celulares. Los datos fueron analizados con herramientas bioinformaticas

avanzadas haciendo uso del programa R (version 4.3.2) (cédigos disponibles en el Anexo 4).

El dataset consistia en 51 pacientes, 6 controles y 114 variables inmunoldgicas representadas como
porcentajes de células positivas para distintos marcadores, correspondientes a diversas subpoblaciones del
sistema inmune. Los datos fueron importados desde un archivo Excel y organizados en una matriz donde
las filas representaban individuos y las columnas, proporciones celulares. Previo al andlisis, se evaluo la
existencia de valores perdidos (NA) y se se aplicd un proceso de imputaciéon multiple mediante el algoritmo
MICE (Multivariate Imputation by Chained Equations), realizando una sola imputacién (m = 1) con cinco
iteraciones (maxit = 5). Esta técnica permite estimar de manera robusta los valores ausentes respetando la
estructura multivariada de los datos. Finalizada la imputacién, se generd un nuevo objeto con los datos

clinicos completos y listos para ser utilizados en modelos supervisados.

Como paso inicial del andlisis bioinformatico, se evalu6 la distribucién estadistica de cada variable en
TO mediante el test de Shapiro-Wilk, con el fin de determinar la adecuaciéon del uso de métodos
paramétricos o no paramétricos en los analisis posteriores. Esta prueba se aplic6 de manera individual a
cada variable tanto antes como después de una normalizacién mediante z-score. La transformacion z-score
se aplicé a todas las variables inmunolégicas con el objetivo de estandarizar las escalas de medicién, centrar

los valores alrededor de una media cero y escalar la varianza a uno. Esta normalizacion fue especialmente
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importante para la aplicacién de técnicas de reduccién de dimensionalidad y agrupamiento multivariante.
A continuacién, se procedié a explorar la estructura latente de los datos mediante el algoritmo UMAP
(Uniform Manifold Approximation and Projection), una técnica no lineal de proyecciéon que preserva la

estructura local y global del espacio de alta dimensién en una representacion bidimensional.

Durante la fase exploratoria inicial, se evalué la presencia de efectos técnicos asociados a la procedencia
geografica de las muestras (efecto de lote), utilizando metadatos de origen. Para corregir dicho efecto, se
empleo el algoritmo ComBat, un método empirico bayesiano ampliamente validado para la correccion de
batch effects en estudios 6micos. ComBat se aplicé a los datos normalizados previamente mediante z-score,
asegurando que se mantuviera la variabilidad biolégica mientras se eliminaban sesgos sistematicos

debidos a diferencias técnicas entre lotes.

Una vez corregidos los datos, se aplic6 nuevamente UMAP para obtener una representacion
bidimensional corregida, sobre la cual se implement6 un andlisis de clustering no supervisado utilizando
el algoritmo K-means. La determinaciéon del nimero 6ptimo de clusters (k) se realizé mediante tres
enfoques complementarios: el método del codo (elbow method), el coeficiente de silueta promedio
(average silhouette width) y la estadistica de la brecha (gap statistic). Estos métodos permitieron
establecer de forma robusta el valor de k a utilizar para segmentar a los pacientes en subgrupos
inmunofenotipicos. Posteriormente, se elaboraron mapas de calor (heatmaps) de los valores promedio por
grupo (clusters y controles) a partir de los datos estandarizados. Estos heatmaps se construyeron tanto
para todas las variables inmunolégicas como especificamente para subconjuntos inmunorreguladores
seleccionados (como células Treg, Breg y Tfr), lo que facilité una visualizacién comprensiva de los patrones

celulares a nivel de grupo.

Para identificar las variables con mayor capacidad discriminativa entre grupos, se entrené un modelo
de clasificacion Random Forest utilizando las variables inmunolégicas como predictores y los grupos como
clases. El modelo fue entrenado con 500 arboles de decision y se utiliz6 la métrica de Mean Decrease Gini
para estimar la importancia relativa de cada variable en la clasificacién. Las variables fueron

posteriormente ordenadas en funcién de su peso predictivo.

A nivel estadistico, se aplico el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para comparar la distribuciéon
de cada variable entre los grupos definidos por clustering. Dado el elevado nlimero de variables evaluadas
de forma simultanea, se aplic6 una correccion por FDR (False Discovery Rate) utilizando el método de
Benjamini-Hochberg para controlar la proporcion de falsos positivos. Para las variables que resultaron
significativas tras esta correccion, se realizé un anadlisis post hoc mediante el test de Dunn para

comparaciones multiples por pares entre grupos, aplicando de nuevo una correccién por FDR.
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Para el analisis centrado en la evaluaciéon funcional de las células Treg, se integraron datos derivados
de citometria multicolor con énfasis en la expresion de marcadores funcionales. El conjunto de variables
funcionales incluy6 cuantificaciones relativas de proteinas reguladoras tales como CTLA-4, PD-1, TIGIT, LAP
e IL-10, evaluadas en distintas poblaciones linfoides (Treg, CD4*, CD8*). Como paso preliminar, se evalu6 la
existencia de valores perdidos (NA) y se se aplicd un proceso de imputaciéon multiple mediante el algoritmo
MICE y se analizd la distribucion estadistica de las variables mediante el test de Shapiro-Wilk, aplicado
tanto sobre los datos originales como sobre los datos transformados mediante z-score. Esta evaluacién
permitié determinar la adecuacién de métodos paramétricos o no paramétricos para los andlisis

posteriores.

Posteriormente, todas las variables funcionales fueron sometidas a una normalizacién tipo z-score, con
el objetivo de homogeneizar la escala de las mediciones e igualar la media y varianza, condicién necesaria
para la posterior aplicacién de técnicas de reduccién de dimensionalidad. Como parte del control de calidad
de los datos, se volvié a aplicar el test de Shapiro-Wilk a las variables normalizadas, para evaluar la mejora
en la aproximacién a la normalidad estadistica. Dado que la distribucién de muchas variables continué
siendo no gaussiana, se establecié que todos los andlisis estadisticos posteriores emplearian enfoques no

paramétricos.

Para caracterizar el perfil funcional inmunolégico basal, se realizaron representaciones graficas de
distribucién por grupos (pacientes TO y controles) mediante graficos tipo violin, que permiten visualizar
tanto la dispersion individual como la densidad relativa de expresion por variable. Estas visualizaciones se
realizaron sobre un subconjunto reducido de pacientes y controles con datos funcionales completos.
Ademas, se desarrollaron redes de coexpresion funcional basadas en correlaciones de Spearman,
construyendo graficos independientes para pacientes, controles y una red combinada. Estas redes fueron
disefiadas para capturar la arquitectura funcional del sistema inmune y explorar las relaciones coordinadas
entre poblaciones celulares inmunorreguladoras. En cada red, los nodos representaron variables
inmunolégicas y las aristas se definieron en funcién del coeficiente de correlacidn, visualizando tanto la

direccion (positiva/negativa) como la magnitud de las asociaciones.

Para explorar posibles estructuras latentes en el espacio funcional, se aplic6 la técnica de reduccién de
dimensionalidad UMAP, utilizando exclusivamente los marcadores funcionales inmunorreguladores como
variables de entrada. Previo a este anilisis, se realizdé una correcciéon por efecto de lote utilizando el
algoritmo ComBat, para eliminar posibles sesgos técnicos asociados a la procedencia geografica de las

muestras. Sobre el espacio latente generado por UMAP, se aplico el algoritmo K-means para identificar
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subgrupos funcionales entre los pacientes. La eleccién del nlimero 6ptimo de clusters se realizé mediante

el método del codo, el coeficiente de silueta y validaciones empiricas internas.

Una vez definidos los clusteres funcionales, se generaron mapas de calor del perfil promedio de
expresion funcional estandarizada por grupo (clusters de pacientes y controles). Estos heatmaps
permitieron una visualizacion global del patrén funcional inmunorregulador de cada grupo, y sirvieron

como base para el andlisis comparativo posterior.

Para identificar los marcadores funcionales con mayor capacidad discriminativa entre los grupos
definidos, se entrené un modelo de clasificacion basado en Random Forest. Este modelo utilizé6 como
predictores todas las variables funcionales inmunolégicas, aplicando un ensemble de 500 arboles de
decision. La importancia de cada marcador se evalué mediante la métrica de Mean Decrease Gini, que

cuantifica la reduccién en la impureza del modelo atribuible a cada variable.

Posteriormente, se aplicaron andlisis estadisticos no paramétricos mediante el test de Kruskal-Wallis
para detectar diferencias globales entre los grupos en cada variable funcional. Dado el nimero elevado de
comparaciones simultaneas, se aplicé una correccion por FDR mediante el método de Benjamini-
Hochberg para controlar la tasa de falsos descubrimientos. Para las variables significativas tras esta
correccion, se realizaron comparaciones multiples post hoc mediante el test de Dunn, también ajustado

por FDR, con el objetivo de identificar qué pares de grupos presentaban diferencias especificas.

El analisis integrativo se disefi6 con el objetivo de combinar, en un tinico espacio multidimensional, los
datos obtenidos a partir de tres fuentes principales: inmunofenotipado multiparamétrico por citometria
convencional, evaluacion funcional inmunorreguladora y variables clinicas clave. Estas dltimas incluyeron
edad, grupo clinico (0 = infecciones aisladas (incluidos por presentar mutaciones descritas asociadas a
PIRD), 1 = ALPID-ALPS, 2 = defecto timico/Al sistémica, 3 = susceptibilidad VEB/HLH, 4 = VEOIBD), tipo
de mutacion genética (0 = sin mutacion, 1 = NFKB1, 2 = FAS, 3 = APDS, 4 = otras) uso de inmunosupresor
basal (T0) (0 = no, 1 = si), sexo (0 = hombre, 1 = mujer) y uso de inmunomodulador basal (T0) (0 = no,

1 = si) al momento de la inclusion.

Como paso inicial, se consolidé toda la informacién en un dnico archivo estructurado en formato CSV.
Este conjunto de datos integr6 variables cuantitativas y cualitativas provenientes de los bloques anteriores,
asegurando que cada muestra de paciente incluyera valores correspondientes a todas las dimensiones
analizadas. Las variables cuantitativas fueron normalizadas mediante transformacién z-score, con el fin de

homogeneizar las escalas numéricas y permitir un analisis conjunto de multiples fuentes heterogéneas.
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Para controlar posibles efectos técnicos derivados de la procedencia geografica, se aplicé el algoritmo

ComBat para la correccion por efecto de lote, usando como variable de ajuste el centro de origen.

Una vez completado el proceso de normalizacién y correccion, se aplicé la técnica de reduccién de
dimensionalidad UMAP sobre el conjunto integrado. Este enfoque permitié proyectar las muestras en un
espacio bidimensional, conservando tanto la proximidad local como la estructura global del sistema. En
este espacio, se representaron conjuntamente las muestras correspondientes a todos los puntos temporales
disponibles (TO, T1, T2) y los controles, para explorar la estructura global de los datos en el tiempo. Sobre
el mismo espacio UMAP, se aplicé el algoritmo de clustering K-means, cuya (k) fue determinada

empiricamente mediante los tres criterios anteriormente mencionados.

Para evaluar la consistencia temporal de la pertenencia de cada paciente a un determinado cluster, se
analiz6 su trayectoria longitudinal entre los tres puntos de recogida (TO, T1, T2). Se compar6 su asignaciéon
de claster en cada uno de estos momentos, permitiendo explorar la estabilidad o inestabilidad fenotipica

inmunolédgica a lo largo del tiempo.

Ademas, se generaron mapas de calor complejos (heatmaps) para visualizar patrones globales de
coexpresion y asociacion entre las variables inmunolégicas y clinicas. Se utilizaron escalas cromaticas
estdndar para representar la abundancia relativa o la presencia/ausencia de caracteristicas clinicas. En
algunos casos, se representaron exclusivamente las variables clinicas cualitativas para explorar la

estructura emergente sin el sesgo de las variables cuantitativas.

Finalmente, se evalu6 la distribucion diferencial de variables clinicas entre los clisteres
identificados mediante K-means. Para ello, se aplicaron analisis descriptivos univariados (proporciones,
medianas) y representaciones graficas especificas para comparar la edad, sexo, tipo de mutacion genética,
uso de inmunosupresores o inmunomoduladores, y el grupo clinico entre clisteres. Este analisis permiti6
explorar la posible asociacién entre los patrones inmunofenotipicos y funcionales con caracteristicas

clinicas relevantes.

Los archivos FCS derivados de los distintos tratamientos farmacolégicos fueron procesados mediante el
programa de andlisis OMIQ (Dotmatics). La exploracién de la estructura fenotipica global se realiz6
mediante el algoritmo de reduccién de dimensionalidad UMAP previo control de calidad y limpieza de los
datos haciendo uso del algoritmo PeacoQC, y escalado de los marcadores. Los mapas UMAP fueron

generados individualmente para cada fArmaco y visualizados con codificacién por densidad celular.

Para la identificacién no supervisada de subpoblaciones celulares, se aplicé el algoritmo FlowSOM tras

extraccion de las intensidades transformadas para los marcadores incluidos en el panel. El nimero éptimo
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de clusteres (k) fue determinado mediante el método del codo (elbow method) y por clusterizacion
supervisada. Posteriormente, se calcularon las medianas de fluorescencia (MFI) por cldster y marcador,
generandose un heatmap de expresion. La clasificaciéon semicuantitativa de las MFI como baja, intermedia
o alta se aplicé para asignar perfiles funcionales a cada cluster, que luego fueron agrupados en

subpoblaciones inmunolégicas mayores basadas en similitud de expresién.

Para cuantificar el impacto de cada tratamiento, se calculé el porcentaje relativo de cada subpoblacion
inmunolégica respecto al total de eventos CD4* por muestra y condicién experimental. Estas proporciones
fueron sometidas a andlisis estadistico mediante pruebas no paramétricas, debido a la distribucién no
normal de los datos. Se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis para comparaciones globales entre multiples
grupos, seguida de un andlisis post hoc mediante la prueba de Dunn para comparaciones multiples entre
condiciones especificas. En ambos casos, se aplico correccién de tasa de falsos descubrimientos (FDR)

mediante el método de Benjamini-Hochberg para controlar el error tipo I asociado a multiples contrastes.

Para la evaluacién de un kit proteémico comercial aplicado sobre PBMCs, los datos obtenidos fueron
primero sometidos a un proceso de normalizacién interna. Esta se realiz6 dividiendo la sefial de cada
proteina diana entre los niveles de GAPDH, utilizada como control endégeno de carga proteica. Este paso
tuvo como objetivo corregir variaciones técnicas asociadas a diferencias en la cantidad total de proteina o
eficiencia de deteccion entre condiciones o muestras. Posteriormente, se calcularon los estadisticos
descriptivos fundamentales para cada proteina normalizada: media aritmética, desviacion estandar y
coeficiente de variacion (CV). Este ultimo parametro se utilizé6 como métrica de robustez y estabilidad
del ensayo, dada su utilidad en la comparacién de dispersiones relativas entre proteinas con diferentes
escalas de expresion. Los valores derivados fueron representados mediante graficos tipo barras y

diagramas de dispersion.

No se aplicaron contrastes estadisticos en esta fase, dado que el objetivo principal fue la caracterizaciéon
técnica preliminar del rendimiento del ensayo como posible herramienta para muestras clinicas de alto

valor, tales como aquellas procedentes de pacientes con enfermedades por desregulaciéon inmune tipo PIRD.

Algunas de las figuras presentadas en introduccién, material y métodos y resultados han sido creadas

con Biorender.com.
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Resultados

En el presente proyecto de Tesis Doctoral, se ha llevado a cabo un andlisis integral del sistema
inmunolégico en pacientes pediatricos con EIl y desregulacion inmunolégica, con el objetivo de
comprender el papel que desempefian las células Treg en la desregulacién inmunolégica observada en estos
trastornos. A través de un enfoque multidimensional que han combinado técnicas de citometria de flujo
multiparamétrica y caracterizaciéon funcional de subpoblaciones inmunolégicas, se ha investigado de
manera especifica la implicacion directa o indirecta de las Treg en los mecanismos inmunopatolégicos. Esta
investigacion ha permitido establecer una base molecular mas precisa para el diagnéstico. En paralelo, se
ha evaluado el impacto de inmunomoduladores sobre el fenotipo de las Treg, abriendo nuevas posibilidades

terapéuticas adaptadas a las alteraciones inmunolégicas especificas de cada paciente.

Se estudiaron un total de 51 pacientes, reclutados a partir de los dos centros participantes (27 del
Hospital Sant Joan de Déu y 24 del Hospital Gregorio Marafi6n). La media de edad de la cohorte fue de 11,1
afios con un rango entre 0,6 a 20,1 afios, y con una distribucién entre sexos practicamente similar, con un
56,9% (29/51) de sexo masculino. La mayoria eran caucasicos (68,6%, 35/51), seguido de hispanos
(15,7%, 8/51), arabes (11,8%, 6/51) y, finalmente, asiaticos y africanos (2%, 1/51 cada uno). Dos de los
pacientes presentaban ascendencia mixta caucasica e hispana. Unicamente 3 pacientes presentaban
antecedentes de consanguinidad (5,9%), pero hasta 8/51 (15,7%) tenian antecedentes familiares de EII.
E1 52,9% (27/51) de los pacientes de la cohorte a estudio tenian confirmacion genética, con mutaciones o
variantes en genes asociados a EIL. Sin embargo, el porcentaje aumenta hasta el 100% (8/8) en aquellos

pacientes con antecedentes familiares.

Dentro de los grupos clinicos establecidos, el predominante fue el grupo de autoinmunidad con
linfoproliferacion (Grupo 1) (26/51, 51%), seguido del grupo de autoinmunidad sin linfoproliferacion
(Grupo 2) (15/51, 29,4%). El grupo de pacientes sin clinica, pero con genética asociada a PIRD (Grupo
0) (4/51, 7,8%) y los grupos de susceptibilidad a VEB/HLH y de VEOIBD (Grupos 3 y 4 respectivamente)
fueron los menos representados, con estos ultimos representando un 5,9% cada uno (3/51). El Grupo 0 se
reclutd con el objetivo de estudiar el perfil de pacientes con afectacion de vias inmunes concretas, conocidas
por la alteraciéon genética de base pese a no presentar clinica PIRD, y valorar posibles alteraciones
intrinsecas al defecto inmune mas que al fenotipo. Las caracteristicas de cada grupo clinico quedan

recogidas en la Tabla 9.
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Grupo n Edad (anos) Sexo (M:F) Confirmacion genética (%)
Media y rango

Grupo 0 4 10,8 (5,2-15) 1:3 100

Grupo 1 26 12,1 (1,1,-19,6) 15:11 50

Grupo 2 15 9,9 (0,6 —20,1) 8:7 46,7

Grupo 3 3 8,8(4,7-12,3) 2:1 33,3

Grupo 4 3 10,6 (5,9-14) 3:0 66,6

Tabla 9 | Caracteristicas clinicas de cada grupo poblacional. Grupo 0: pacientes asintomdticos con mutaciones asociadas a PIRD;
Grupo 1: autoinmunidad con linfoproliferacién; Grupo 2: autoinmunidad sin linfoproliferacion; Grupo 3: susceptibilidad a VEB/HLH;
Grupo 4: VEOIBD.

Asimismo, se estudié una cohorte de 6 controles sanos reclutados en el Hospital Gregorio Marafion,

con una edad media de 1,77 afios (rango de 0,24 a 8,55 afios) y con un predominio masculino (4/6, 66,7%).
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Figura 17 | Distribucion global de la sintomatologia en pacientes con trastornos primarios de regulacién inmunolégica
(PIRD). El grdfico muestra la frecuencia absoluta (barra azul) y relativa (barra naranja, en porcentaje) de las principales
manifestaciones clinicas observadas en la cohorte de pacientes analizada. Las categorias incluyen infecciones recurrentes,
linfoproliferacién, autoinmunidad, enfermedad inflamatoria intestinal (EII), enfermedad granulomatosa, vasculitis, sindrome
hemofagocitico (HLH) y dermatitis.

Dentro de los pacientes con base genética conocida (n=27), las mutaciones en genes de la via NFKB o
FAS/FAS-L fueron las mas frecuentes, representando un 14,8% cada una (4/27), seguidas de la via
PI3KR1/PI3KCD con 3 pacientes que representaban un 11,1%. El resto (16/27) de los pacientes con
confirmacion genética, presentaba alteraciones en otros genes entre los que se incluyeron STAT3, AIRE,
TNFRSF13B o LRBA, entre otros. Un 92,2% (47/51) de los pacientes presentaron clinica en algin momento

de su evolucién compatible con los criterios clinicos de ESID de PIRD. Los cuatro pacientes restantes habian
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presentado clinica infecciosa, pero presentaban mutaciones en NFKf1 o PI3KR1/PI3KCD, genes asociados
a PIRD. Las frecuencias absoluta y relativa en que se presentaron los sintomas definitorios de PIRD, junto
con la presencia de infecciones, quedan representadas en la Figura 17. Cada paciente puede tener mas de

una de las manifestaciones.

En relacién con la clinica presentada en el histérico de la evolucién de la cohorte, un 51% (26/51) de
los pacientes presentaron infecciones, siendo la combinacién de infecciones virales y bacterianas la
forma mas habitual (10/26, 38,5%). Un 80,4% de la cohorte (41/51) present6 clinica autoinmune de
alglin tipo, representando las citopenias el mayor porcentaje de esta (80,5%, 33/41). En concreto, la
trombocitopenia inmune la presentaron practicamente el total de los pacientes con citopenias (97%,
32/33), ya fuera de forma aislada u asociada a la afectacién de otra linea. La neutropenia se presenté en
un 45,5% (15/33), siempre en contexto de bicitopenia (Sindrome de Evans) o de pancitopenia. La
anemia hemolitica, fue la manifestacion menos frecuente con solo 9 casos (27,3%). Un 22% de los
pacientes con autoinmunidad (Al) presentaban clinica organoespecifica, con dos tercios (6/9)

presentando afectacién de un solo érgano. Unicamente un 7,3% (3/41) presenté Al sistémica.

La segunda manifestaciéon mas frecuente fue la linfoproliferacién, la cual se presenté en un 64,7%
(33/51) de la cohorte. Tanto la esplenomegalia como la presencia de adenopatias se dio con una
frecuencia de 65,7% (23/35), con un 37,1% (13/35) de los pacientes presentando ambas manifestaciones.
Solamente un paciente presenté malignidad. Cabe destacar que un 51% (26/51) de la cohorte asocié la

presencia de linfoproliferacion y citopenia inmune, fenotipo conocido como ALPID.

Entre las manifestaciones menos frecuentes encontramos la afectacion granulomatosa, presente en
un 9,8% (5/51) de los pacientes, siendo en forma de enfermedad pulmonar intersticial (denominada
granulomatous-lymphocitic intersticial lung disease, GLILD) en un 80% de los casos, y la enfermedad
inflamatoria intestinal en un 7,8% (4/51). La dermatitis grave y la HLH se dieron en un paciente en

ambos casos, y ningln paciente presento vasculitis.

En el momento de entrada al estudio (T0), el porcentaje de la cohorte con clinica asociada a PIRD era de
un 82,4% (42/51), con solo 7 pacientes (13,7%) presentando infecciones aisladas. De nuevo, la clinica mas
habitual fue la autoinmunidad (49%, 25/51) siendo las citopenias la principal manifestacion (68%,
17/25), y representando la autoinmunidad organoespecifica y sistémica un 24% (6/25)y 12% (3/25)
respectivamente. La linfoproliferacion estaba presente en un 39,2% (20/51) de la cohorte, siendo en este
punto de corte ligeramente mas habitual la esplenomegalia (76,2%, 16/21) que las adenopatias (52,4%,
11/21). Untercio de los pacientes con linfoproliferacion asociaba ambas manifestaciones en T0. Un 23,5%

de la cohorte (12/51) presenté fenotipo ALPID con citopenias y linfoproliferacion.
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El resto de manifestaciones clinicas fueron menos frecuentes en TO, con la enfermedad inflamatoria
intestinal dandose en un 5,9% (3/51) y la enfermedad granulomatosa representando un 3,9% (2/51).
Como en el andlisis histoérico, la dermatitis grave y la HLH solo se dieron cada una en un paciente. La

distribucién de las manifestaciones entre los grupos clinicos queda reflejada en la Figura 18.
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Figura 18 | Distribucién porcentual de ocho manifestaciones clinicas (Infecciones, Autoinmunidad, Linfoproliferacion,
Dermatitis, EII, ILD, Vasculitis y HLH) comparadas entre cinco grupos clinicos (Grupos 0-4). Las barras representan la
proporcion de pacientes dentro de cada grupo que presenta la manifestacion indicada; los colores corresponden a cada grupo segiin
la leyenda. Grupo 0: pacientes asintomdticos con mutaciones asociadas a PIRD; Grupo 1: autoinmunidad con linfoproliferacion; Grupo
2: autoinmunidad sin linfoproliferacién; Grupo 3: susceptibilidad a VEB/HLH; Grupo 4: VEOIBD.
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Por lo que refiere al tratamiento, el 92,2% (47/51), practicamente la totalidad de la cohorte habia
recibido algun tipo de tratamiento previo a su inclusion en el estudio. Los tratamientos pautados con mayor
frecuencia fueron los inmunomoduladores y los inmunosupresores. Sin embargo, cabe destacar que
hasta un 60,8% (31/51) de pacientes habian recibido multiples tipos de tratamiento, incluyendo también
la profilaxis antimicrobiana, inmunoglobulinas policlonales y los analogos. La diferencia en la
clasificacién entre inmunosupresor e inmunomodulador es poco clara y variable segun el autor, ya que
varios de los farmacos considerados inmunomodulares ejercen su efecto al suprimir el nimero o funcién
de células inmunes. Para el estudio, se consider6 firmaco inmunosupresor aquel que tiene un efecto amplio
sobre distintas células del sistema inmune como por ejemplo los corticoides, el metotrexato, o los
quimioterapicos, como el etopésido. Por otro lado, se consideré inmunomoduladores aquellos farmacos
dirigidos a regular la respuesta inmune con efecto sobre una poblacién inmune més definida, como seria el

micofenolato, la rapamicina o el tacrolimus.
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En TO, el porcentaje de pacientes en tratamiento fue del 82,4% (42/51), con un claro predominio del
uso de inmunomoduladores, recibiéndolos dos tercios (28/42) de los pacientes bajo tratamiento. La
frecuencia de pacientes recibiendo varias lineas de tratamiento en TO fue del 45,2% (19/42). Las

frecuencias de los distintos tratamientos en ambos puntos de corte quedan representadas en la Figura 19.
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Figura 19 | Frecuencia de tratamientos utilizados en pacientes con trastornos primarios de regulaciéon inmunolégica (PIRD).
El grdfico representa la distribucién de diferentes tipos de tratamientos empleados tanto al inicio del seguimiento clinico (T0) como
de forma global. Se muestran los valores absolutos (barras grises y azules) y relativos en porcentaje (barras amarillas y naranjas) para
cada categoria terapéutica: andlogos, inmunomoduladores, inmunosupresores, inmunoglobulinas y profilaxis antimicrobiana.

Como paso preliminar al andlisis estadistico, se evalu6 la distribucién de normalidad de las 114 variables
inmunolégicas antes de aplicar cualquier tipo de transformacién. Para ello, se utiliz6 el test de Shapiro-
Wilk, una prueba ampliamente aceptada para detectar desviaciones de la normalidad en conjuntos de datos

de tamafio moderado. Los resultados se visualizaron mediante un heatmap que codifica los valores p
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obtenidos por variable, donde el espectro de color varia desde verde (alta probabilidad de normalidad, p >
0.75) hasta amarillo (baja probabilidad de normalidad, p < 0.25). Como se puede apreciar en la Figura 20,
lainmensa mayoria de las variables presentan valores p por debajo de 0.25, lo que se refleja en la dominante
coloraciéon amarilla del mapa. Esto indica que las distribuciones de estas variables se desvian
significativamente de la normalidad. La ausencia de tonalidades verdes en la mayoria del espectro reafirma
que muy pocas variables, si acaso alguna, cumplen con el supuesto de normalidad. Ademas, la confirmacion
de una distribucién no normal en el conjunto de datos original sustent6é la decisién de aplicar una

normalizacidn tipo z-score antes de procedimientos multivariantes sensibles a escala y distribucién, como
UMAP y K-means.
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Figura 20 | Mapa de normalidad por variable antes de la normalizacién (test de Shapiro-Wilk). Cada columna representa una
de las 114 variables inmunolégicas cuantificadas como proporciones celulares, y el color indica el valor p obtenido en el test de Shapiro-
Wilk para evaluar normalidad. La escala de colores va desde verde (p > 0.75, compatible con distribucion normal) hasta amarillo (p <
0.25, indicativo de distribucién no normal). Se observa una amplia dominancia de valores p bajos (colores amarillos), lo cual sugiere
que la gran mayoria de las variables presentan distribuciones significativamente alejadas de la normalidad. Este resultado justifica el
uso de métodos estadisticos no paramétricos para los andlisis subsiguientes. Para ver la imagen con mds detalle escanear el QR.

Tras aplicar la transformacion z-score a las 114 variables inmunolégicas, se repiti6 la evaluacion de
normalidad mediante el test de Shapiro-Wilk con el objetivo de verificar si la estandarizacién de los datos
contribuia a que sus distribuciones se aproximaran a una distribucién normal. Los resultados se
representaron en un nuevo heatmap (Figura 21), donde al igual que en el andlisis previo, el gradiente de
color abarca desde verde (p > 0.75, compatible con normalidad) hasta amarillo intenso (p < 0.25, indicativo

de no normalidad). Los resultados mostraron que, a pesar de la normalizacion, la mayoria de las variables
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contintian presentando valores p bajos, mayoritariamente por debajo del umbral de 0.25, lo cual se refleja
en la amplia dominancia del color amarillo en la visualizacion. Esta persistencia en la falta de normalidad
sugiere que la naturaleza no gaussiana de las variables no se debe exclusivamente a diferencias de escala,
sino a caracteristicas intrinsecas de sus distribuciones. Este hallazgo reafirmé de manera definitiva la

necesidad de emplear herramientas estadisticas no paramétricas en todos los analisis subsiguientes.
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Figura 21 | Mapa de normalidad por variable después de la normalizacién mediante z-score (test de Shapiro-Wilk). Se
presentan nuevamente los valores p del test de Shapiro-Wilk aplicados a las 114 variables tras haber sido transformadas por z-score.
Aunque la normalizacion fue necesaria para estandarizar las escalas de los datos, especialmente en técnicas multivariantes como
UMAP o clustering, no corrigio sustancialmente la no normalidad subyacente. La persistencia de valores p bajos (colores
predominantemente amarillos) indica que la distribucion de las variables contintia sin ser normal, reafirmando la eleccion de
procedimientos estadisticos no paramétricos en esta tesis. Para ver la imagen con mayor detalle, escanear QR.

Antes de realizar cualquier analisis multivariante con el objetivo de explorar agrupamientos
inmunolégicos, se construyé un primer modelo de reduccién de dimensionalidad mediante UMAP
utilizando exclusivamente las muestras basales (T0) de pacientes y controles. En esta etapa inicial, los datos
ya habian sido previamente transformados mediante z-score para estandarizar la escala de las variables

inmunolégicas. La intencion era evaluar si el UMAP podia revelar una separacién natural entre grupos de

pacientes.
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Sin embargo, como se muestra en la Figura 22a, el resultado del UMAP revel6 una agrupacion
inesperada: los pacientes y los controles no se distribuian de manera diferenciada en funcién de su estatus
clinico, sino que mas bien formaban dos conglomerados claramente separados en el eje vertical. Para
investigar esta observacion, se repiti6 la visualizacion del UMAP, pero coloreando ahora segin la
procedencia geografica de la muestra (Figura 22b). Esta segunda representacion confirmé que la
separacion observada en el espacio UMAP no respondia a diferencias bioldgicas reales entre pacientes y
controles, sino a un efecto de lote asociado a la ciudad de origen (Madrid o Barcelona). Este artefacto
técnico (frecuente en estudios multicéntricos) es consecuencia de variaciones sistematicas no biol6gicas

en la recogida, procesamiento o andlisis de las muestras, que introducen ruido estructurado en los datos.
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Figura 22 | UMAP inicial de pacientes y controles coloreado por grupo clinico (T0). a) Representacion bidimensional mediante
UMAP a partir de los datos inmunoldgicos basales (T0), tras normalizacidn por z-score pero antes de aplicar correcciones por efecto
de lote. Los puntos representan individuos, coloreados segiin su pertenencia al grupo Paciente (celeste) o Control (rojo). Se observa
una separacion vertical marcada entre los dos grupos, que no corresponde a diferencias biolégicas esperadas, sugiriendo la presencia
de un artefacto técnico subyacente. b) UMAP inicial de pacientes coloreado por procedencia geogrdfica. Representacion equivalente al
panel anterior, pero con los pacientes coloreados segtin su poblacién de origen: Barcelona (rojo) o Madrid (celeste). La clara
segregacion de los individuos en funcién de la ciudad evidencia un efecto de lote asociado a la procedencia, responsable de la
separacién observada previamente.

Reconocer y corregir este efecto fue un paso metodoldgico esencial para garantizar la validez del andlisis
posterior. Para ello, se aplicé el algoritmo ComBat, una herramienta estadistica disefiada especificamente
para eliminar efectos de lote no deseados manteniendo al mismo tiempo la variabilidad biol6gica real. Tras
la correccién, se gener6 un nuevo UMAP (Figura 23) donde ya no se observé una separaciéon por
localizacién geografica. La figura muestra el resultado de esta correccién aplicada a los datos previamente
normalizados por z-score, donde cada punto representa a un individuo y esta coloreado segin su grupo de
pertenencia (Control en y Paciente en ). La visualizacion sugiere una separacion parcial pero
relevante entre ambos grupos, especialmente visible en el cimulo superior derecho, compuesto
mayoritariamente por individuos del grupo . Esta agregacion indica que, a pesar del ruido biologico

y técnico presente, la correccién por poblaciéon permitié revelar diferencias estructurales en el espacio
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latente que podrian asociarse con el estado clinico. Por otro lado, los individuos del grupo
aparecen distribuidos de manera mas dispersa a lo largo del espacio UMAP, lo cual podria reflejar una

mayor heterogeneidad inmunolégica dentro de este grupo.
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Figura 23 | Proyeccion bidimensional mediante UMAP corregido por poblacién (ComBat). Cada punto representa a un individuo
del estudio, coloreado segiin su grupo clinico (rojo: Controles; celeste: Pacientes). La reduccién de dimensionalidad se realizé tras la
normalizacién z-score de las variables inmunoldgicas y la correccion del efecto de lote entre las poblaciones de Madrid y Barcelona
mediante el algoritmo ComBat. Se observa una agrupacion parcial de los controles en el cuadrante superior derecho, mientras que los
pacientes presentan una distribucién mds dispersa, lo que sugiere una mayor heterogeneidad inmunoldgica. Esta visualizacion
evidencia diferencias latentes entre los grupos que podrian estar relacionadas con el estado clinico, y proporciona una base adecuada
para la aplicacién de técnicas de agrupamiento como K-means.

Tras esta observacion, quisimos explorar la posible existencia de subgrupos inmunolégicos distintos
dentro del grupo de pacientes. Para determinar el niimero 6ptimo de agrupamientos (k) en el andlisis de
clustering sobre el espacio reducido por UMAP, se aplicaron tres metodologias complementarias: el
método del codo (elbow method), el coeficiente de silueta promedio (average silhouette width) y la

estadistica de la brecha (gap statistic) (Figura 24).

En primer lugar, se empled el método del codo para evaluar la inercia intra-cluster, a través de la suma
total de los errores cuadraticos dentro de cada grupo (Total Within Sum of Squares). El grafico
correspondiente (Figura 24a) evidenci6 una reduccién marcada de la inercia hasta k = 3, tras lo cual la
disminucion se vuelve mas paulatina. Este punto de inflexién sugiere que la particion en tres grupos logra
capturar la mayor parte de la estructura subyacente. Paralelamente, el andlisis del coeficiente de silueta

(Figura 24b) alcanz6 su valor maximo con k = 2, 1o que indica una separacion clara entre dos agrupaciones.
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Sin embargo, a partir de k = 3, aunque dicho valor disminuye levemente (x0.17), se mantiene dentro de un
rango aceptable. Dado que el coeficiente de silueta tiende a favorecer agrupaciones mas simples y
compactas, estos resultados fueron interpretados con cautela y contextualizados junto con los obtenidos
por los otros métodos de validacién de clustering. Finalmente, la estadistica de la brecha (gap statistic), que
compara la variabilidad intracluster con un modelo de referencia aleatorio, mostré una mejora significativa
al pasar de k = 2 a k = 3, tras lo cual los incrementos fueron mas moderados y estabilizados (Figura 24c).
Aunque el valor mas alto de la estadistica de brecha se observa en k = 9, los errores estandar se solapan
ampliamente a partir de k = 3, lo que sugiere que aumentos posteriores no ofrecen ganancias significativas

de estructura real y podrian reflejar sobreajuste.

Considerando los resultados en conjunto, se opté por seleccionar k = 3 como niimero éptimo de clusters.
Esta decision representa un equilibrio razonable entre complejidad del modelo y capacidad explicativa,
capturando la heterogeneidad bioldgica esperada sin perder interpretabilidad. Ademas, tres grupos ofrecen
una particién suficientemente rica como para explorar subfenotipos inmunoldgicos dentro del conjunto de

pacientes y controles, permitiendo andlisis posteriores mas refinados.
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Figura 24 | Eleccion del niimero de agrupamientos (k) optimo. a) Determinacién del niimero éptimo de clusters mediante el
método del codo. El punto de inflexién observado en k = 3 indica que este niimero de agrupamientos captura de forma eficiente la
estructura interna de los datos, minimizando la varianza dentro de los clusters sin incurrir en sobreajuste. b) Determinacion del
niimero éptimo de clusters mediante el coeficiente de silueta promedio. Se muestra el valor promedio del indice de silueta para distintos
valores de k. ¢). Determinacién del niimero éptimo de clusters mediante la estadistica de la brecha (Gap statistic). Se representa el
valor del gap (con barras de error) para cada valor de k.
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Una vez identificado que el nimero 6ptimo de agrupamientos era k = 3, se aplico el algoritmo K-means
exclusivamente sobre los individuos del grupo de pacientes, utilizando como espacio de entrada las
coordenadas generadas por UMAP tras la normalizacién y correccién por efecto de lote (ComBat). El
objetivo era identificar posibles subgrupos inmunolégicos internamente consistentes dentro del conjunto
de pacientes, que pudieran reflejar patrones biol6gicamente relevantes. En la Figura 25 se muestra el
resultado de esta clusterizacion, donde cada paciente aparece representado por un tridngulo coloreado
segun su pertenencia a uno de los tres clusters ( , y ), mientras que los sujetos del grupo
control (no incluidos en la clusterizacién) se proyectan en el mismo espacio como puntos grises para

referencia comparativa.
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Figura 25 | UMAP de pacientes clusterizados (k = 3) y controles proyectados. Visualizacién bidimensional obtenida mediante
UMAP tras normalizacion z-score y correccion por efecto de lote (ComBat), aplicada a las variables inmunoldgicas. Los pacientes
(tridngulos) fueron agrupados mediante K-means en tres clusters diferenciados (Cluster 1: rojo, Cluster 2: verde, Cluster 3: azul),
mientras que los controles (circulos grises) se proyectaron en el mismo espacio sin participar en el proceso de agrupamiento. Se observa
una clara separacion espacial entre los tres subgrupos de pacientes, cada uno ocupando regiones especificas del espacio UMAP, lo que
sugiere la existencia de perfiles inmunoldgicos diferenciados.

La distribucién espacial resultante evidencia una particién clara y no arbitraria entre los tres clusters de
pacientes, cada uno de ellos ocupando regiones bien definidas del plano UMAP. El Cluster 1 ( ) se sitiia

predominantemente en el cuadrante superior izquierdo, el Cluster 2 ( ) en la region central derecha,
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y el Cluster 3 ( ) en la parte inferior central. Esta estructura sugiere la existencia de subfenotipos
inmunolégicos distintivos dentro del grupo de pacientes. Por otro lado, la proyeccién de los individuos
control permite visualizar su posicidn relativa respecto a los pacientes y a sus subgrupos. Este patréon de
distribuciéon también sugiere que los pacientes de cada cluster podrian estar respondiendo a mecanismos
inmunopatoldgicos distintos, lo cual justifica analisis posteriores orientados a caracterizar

diferencialmente sus perfiles inmunolégicos.

Por ello, con el objetivo de explorar diferencias inmunofenotipicas a gran escala entre los grupos de
pacientes identificados por clustering, se representé un heatmap del perfil inmunolégico promedio por
cluster, incluyendo también al grupo de controles. En la Figura 26a se visualizan patrones de expresion
media de multiples subpoblaciones inmunes tras la normalizacién de los datos. A nivel visual, el heatmap
revela una estructura diferenciada entre los tres clusteres de pacientes (Cluster_1, Cluster_2 y Cluster_3)
y los controles sanos (Cluster_Control). Cada uno de estos clisteres presenta un patrén caracteristico de
expresion en distintas poblaciones inmunes, lo que sugiere que el modelo de agrupaciéon basado en el
analisis no supervisado captura de forma efectiva perfiles inmunolégicos distintos entre los pacientes, asi

como con los controles.

Dado el especial interés en el brazo regulador y con el fin de enriquecer el perfil inmunolégico global, se
llevé a cabo un analisis enfocado especificamente en las poblaciones reguladoras del sistema inmunitario,
dado su papel central en el mantenimiento de la homeostasis inmunolégica, l1a induccién de tolerancia y la
resolucidn de la inflamacion (Figura 26b). A nivel visual, se aprecian patrones de distribucién claramente
divergentes entre los grupos de pacientes y los controles. El grupo Control (fila inferior) presenta de forma
general valores bajos (tonos azulados) en muchas de las poblaciones representadas, lo que es coherente
con un estado de equilibrio inmunoldgico en ausencia de inflamacion sistémica activa. En contraste, los tres
grupos de pacientes (filas 1, 2 y 3) presentan multiples poblaciones con valores aumentados (tonos
naranjas y rojizos), lo cual refleja una activacion o expansién diferencial de subpoblaciones

inmunorreguladoras en el contexto de la enfermedad.

El andlisis focalizado en las poblaciones inmunorreguladoras revela que los mecanismos supresores del
sistema inmune no se distribuyen de manera uniforme entre los pacientes, sino que siguen patrones
particulares dentro de cada uno de los subgrupos identificados. En conjunto, estos hallazgos indican que
los clusters de pacientes no solo se distinguen por la intensidad de la respuesta inmunitaria, sino también

por las caracteristicas cualitativas de sus circuitos de control inmunolégico, que se mostraran mas adelante.
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Figura 26 | Perfil inmunoldgico promedio por grupo (clusters de pacientes y controles). a) Heatmap que representa los valores
promedio estandarizados (z-score) de las 114 variables inmunoldgicas para cada uno de los grupos: controles sanos (Cluster_Control)
y los tres subgrupos de pacientes identificados mediante K-means (Cluster_1, Cluster_2 y Cluster_3). b) Heatmap que representa los
valores promedio estandarizados (z-score) de multiples subpoblaciones inmunorreguladoras (incluyendo células T reguladoras (Treg),
Breguladoras (Breg) y T foliculares reguladores) en los tres clusters de pacientes y el grupo control. Cada columna corresponde a una
variable inmunolégica, y cada fila representa el promedio del grupo correspondiente. Los colores indican desviaciones respecto a la
media global: rojo para valores por encima del promedio, azul para valores por debajo y amarillo para valores cercanos a cero. La
organizacién jerdrquica de las variables en el eje horizontal permite identificar bloques funcionales inmunolégicos con
comportamientos similares entre grupos. Para ver la imagen con mayor detalle, escanear QR.

A continuacioén, para identificar los marcadores inmunolégicos mas relevantes que discriminan los

distintos grupos inmunolégicos del estudio (tanto los subgrupos de pacientes previamente definidos por

77



Resultados

K-means como el grupo control), se entrené un modelo de clasificacién basado en Random Forest. Este
modelo incluy6 a todos los individuos del estudio, integrando tanto pacientes como controles, y utilizé
como variables predictoras las 114 proporciones celulares previamente normalizadas por z-score y
corregidas por efecto de lote. Se entren6 con 500 arboles para garantizar estabilidad, y se evalu6 la
importancia relativa de cada variable mediante la métrica de Mean Decrease Gini, que cuantifica cuanto

contribuye cada marcador a reducir la impureza de los nodos en el conjunto de arboles.

El andlisis de importancia revel6 que los subconjuntos CD4+ naive, CD4+ memoria, y CD4+ EM fueron
los marcadores mas influyentes del modelo, seguidos por CD8+ naive y CD4+ RTE. Esta prominencia de
subconjuntos T CD4+ y CD8+ sugiere que la estructura del compartimento adaptativo, particularmente
en términos de diferenciacidon y renovacién celular, representa un eje clave de separacion tanto entre
pacientes y controles como entre los subgrupos de pacientes. Asimismo, se identificaron otras poblaciones
relevantes como las células NK CD56+ CD16+, Tregs de memoria efectora y central, eosinéfilos y
monocitos clasicos, lo que refleja que también existen alteraciones en componentes de la inmunidad
innata y regulacion inmunoldgica (Figura 27). Esta variedad de tipos celulares implicados indica que la
distincion entre los grupos no estd mediada unicamente por un desequilibrio en una rama especifica del

sistema inmune, sino por un patrén complejo de cambios funcionales y fenotipicos multiples.

Modelo con 500 arboles
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CD4..Memoria
CD4..EM

CD8..naive
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Treg.memoria.efectora
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Figura 27 | Importancia de variables inmunolégicas en la clasificacion de pacientes y controles mediante Random Forest. Se
muestra la métrica de Mean Decrease Gini para las 15 variables inmunoldgicas mds relevantes del modelo, entrenado con 500 drboles
de decision e incluyendo tanto pacientes como controles. Los subconjuntos de células T CD4+ (naive, memoria, efectoras de memoria)
fueron los mds informativos, seguidos por CD8+ naive, CD4+ RTE y poblaciones innatas como NK CD56+CD16+ y eosindfilos. Estos
resultados destacan que tanto el compartimento adaptativo como el innato participan en la separacién inmunolégica entre los grupos,
proporcionando una jerarquia objetiva de marcadores clave para la caracterizacion de estados inmunoldgicos alterados.
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Tras identificar los marcadores inmunoldgicos con alta capacidad discriminativa entre grupos, se
procedié a validar estadisticamente las diferencias en dichos marcadores entre los tres clusters de
pacientes y el grupo control. Para ello, se aplicd el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, adecuado dada
la naturaleza no normal de los datos, ya previamente evidenciada mediante el test de Shapiro-Wilk. Este
test permite evaluar si al menos uno de los grupos presenta una distribucion significativamente diferente
respecto a los demas para cada marcador inmunolégico considerado. Dado que se evaluaron multiples
variables de forma simultanea, se aplicé una correccion de tipo FDR (False Discovery Rate) mediante el
método de Benjamini-Hochberg. Esta correccion controla la proporcion de falsos positivos esperados
entre los resultados considerados significativos, lo cual es especialmente importante en contextos con gran
numero de comparaciones (como es el caso con mas de 100 poblaciones), donde la probabilidad de obtener

resultados estadisticamente significativos por azar aumenta considerablemente.

Perfil inmunoloégico promedio por cluster (incluyendo controles)

2 0.5
0
3
-0.5
Control B -1

WN3"¥dd
WNO"¥Ad

3147¥A0
'91A0'9SADMN

Figura 28 | Marcadores con alta capacidad discriminativa entre grupos. Perfil inmunoldgico promedio por grupo para los
marcadores significativamente diferenciadores tras correccion FDR. El heatmap reducido muestra los valores z-score promedio de
cuatro marcadores inmunoldgicos (CD4+ RTE, NK CD56+CD16+, CD4+ EM y CD4+ CM) que resultaron estadisticamente significativos
entre los grupos tras aplicar el test de Kruskal-Wallis seguido de correccién por FDR. Los datos estdn organizados por grupo (Clusters
1, 2, 3y Controles), permitiendo visualizar patrones diferenciadores claros.

La Figura 28 de heatmap simplificado presenta los valores promedio estandarizados (z-score) de los
cuatro marcadores que resultaron estadisticamente significativos tras la aplicacion del test de Kruskal-
Wallis y la correcciéon FDR: CD4+ EM, CD4+ CM, CD4+ RTE y NK CD56+ CD16+. Se puede observar que
estos marcadores discriminan de forma visualmente clara entre los distintos clusters y los controles. Por
ejemplo, el Cluster 1 exhibe niveles elevados de CD4+ EM y CD4+ CM, junto con una reduccion significativa

en CD4+ RTE, lo que sugiere una expansion de células T diferenciadas a expensas de poblaciones mas
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recientes del timo. Este patron contrasta fuertemente con el de los controles, quienes presentan niveles
mas altos de CD4+ RTE y menores de CD4 activados o de memoria, reflejando un estado inmunolégico mas

equilibrado o homeostatico.

Luego de identificar diferencias globales estadisticamente significativas entre grupos mediante el test
de Kruskal-Wallis, se procedié a realizar comparaciones pareadas utilizando el test de Dunn post hoc,
con el objetivo de determinar entre qué grupos especificos (clusters de pacientes y controles) se
encuentran las diferencias que explican las variaciones observadas. Este analisis es esencial para
descomponer los resultados globales del test no paramétrico en comparaciones individuales, revelando qué
grupos se distinguen entre si en cuanto a los niveles de cada marcador inmunolégico. Dado que este
procedimiento genera multiples comparaciones por cada marcador (en este caso, seis pares posibles por

marcador entre los cuatro grupos), se aplicé nuevamente una correccién por FDR.

Los resultados se resumen visualmente en los diagramas de caja anotados con las comparaciones post
hoc significativas (Figura 29). Los marcadores que presentaron diferencias ajustadas fueron: CD4+ CM,

CD4+ EM, CD4+ RTE, y NK CD56+ CD16+, tal como se habia establecido previamente por Kruskal-Wallis.

Para CD4+ CM, el Cluster 1 muestra niveles significativamente mas altos que los clusters 2, 3 y los
controles (p < 0.001), lo que refuerza la idea de una expansioén especifica de la memoria T en ese
subgrupo.

En CD4+ EM, se observaron diferencias altamente significativas entre el Cluster 1 y todos los demas
grupos (p < le-7), indicando que este marcador es uno de los mas diferenciadores del perfil
inmunolégico del Cluster 1.

Por el contrario, CD4+ RTE mostré un patrén opuesto: los controles presentaron niveles
significativamente mayores en comparacién con todos los clusters, mientras que el Cluster 1 tuvo
los niveles mas bajos. Este hallazgo es coherente con una reduccién en la renovacién timica
funcional en los pacientes, particularmente en aquellos con perfil inflamatorio mas avanzado.

En cuanto a NK CD56+ CD16+, el Cluster 2 present6 valores significativamente mas bajos que el
Cluster 1 y los controles, con p-valores corregidos < 0.01, lo cual podria reflejar una supresién o

redistribucion de las células NK citotéxicas en ese subgrupo.

Aunque las subpoblaciones Treg CM y Treg EM no alcanzaron significacion estadistica, su contribucién
al modelo de clasificacién mediante Random Forest fue destacada, situdndose entre las variables con mayor
importancia seguin el criterio de mean decrease Gini en un modelo de 500 arboles. Esta aparente
discrepancia puede explicarse por la baja frecuencia de estas subpoblaciones (poblaciones raras), lo cual

limita la potencia estadistica, pero no impide que aporten un valor predictivo.

En conjunto, estos resultados proporcionan evidencia cuantitativa y visual de que los subgrupos de

pacientes difieren entre si de manera significativa en marcadores clave, y que estas diferencias
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también los separan claramente del grupo control. La aplicacion del test de Dunn permitié establecer
comparaciones robustas y estadisticamente controladas entre todos los grupos, reforzando las
observaciones previas del modelo Random Forest y del clustering multivariado. Estos marcadores podrian
considerarse firmas inmunolégicas distintivas de cada subfenotipo, con potencial valor clinico o

terapéutico si se validan en futuras cohortes.
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Figura 29 | Comparacién post hoc de marcadores inmunolégicos significativos entre clusters de pacientes y controles
mediante el test de Dunn con correccion FDR. Se muestran diagramas de caja (boxplots) para los cuatro marcadores inmunoldgicos
que resultaron estadisticamente significativos en el test de Kruskal-Wallis, seguido de comparaciones miiltiples corregidas por FDR
entre los grupos (Clusters 1, 2, 3y Controles). Las lineas horizontales indican comparaciones entre pares con diferencias significativas,
Jjunto con sus respectivos valores de p ajustados (p* < 0.05, p** < 0.01, p*** < 0.001, p*** < 0.0001).

Para facilitar la interpretacidn clinica de los resultados obtenidos, se elabor6 una tabla resumen que
sintetiza el comportamiento relativo de los principales marcadores inmunoldgicos diferenciadores entre
los grupos estudiados: los tres clusters de pacientes identificados mediante K-means y el grupo control
(Tabla 10). Los marcadores incluidos en esta tabla fueron seleccionados con base en su significancia
estadistica tras la aplicacion secuencial del test de Kruskal-Wallis, correccion por FDR, y comparaciones
post hoc mediante el test de Dunn. Esta seleccién permite concentrarse en aquellos pardmetros con mayor

robustez analitica y relevancia biolégica.
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La tabla emplea un sistema de flechas para representar visualmente si cada marcador esta aumentado
(T), muy aumentado (TT), disminuido (), muy disminuido ({{) o sin cambios relevantes (=) respecto al
promedio global, tomando al grupo control como referencia. Este enfoque grafico y sintético facilita una
lectura rapida y una comparacién directa entre los subgrupos, lo que resulta especialmente util para

audiencias clinicas o multidisciplinarias.

Poblacion Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Controles
CD4+ CM (i) T T (referencia)
CD4+ EM (N T T (referencia)
CD4+ RTE d X X (referencia)
NK CD56+ CD16+ x W l (referencia)
Leyenda: T T = Muy elevado | T = Elevado | ® = Sin cambio relevante | { = Disminuido | { I = Muy disminuido

Grupo control usado como referencia para las comparaciones entre clusters.

Tabla 10 | Tabla resumen del perfil inmunofenotipico de los clusters de pacientes tomando los controles como referencia.

Como paso inicial en el analisis del siguiente bloque, orientado a caracterizar el perfil funcional de las
células Treg, se procedié a evaluar la distribucién estadistica de las variables consideradas. Esta fase
exploratoria, al igual que en el bloque anterior, es esencial para establecer si los datos cumplen con los
supuestos requeridos por técnicas estadisticas paramétricas, o si, por el contrario, es necesario emplear
enfoques no paramétricos mas robustos frente a desviaciones de normalidad. Para esta evaluacion se aplico
nuevamente el test de Shapiro-Wilk. Los resultados del test se representaron visualmente mediante un
heatmap, donde el color de cada celda refleja el valor p obtenido por variable: tonalidades verdes indican
una distribucién compatible con la normalidad (p > 0.75), mientras que colores rojos intensos reflejan un

rechazo claro del supuesto de normalidad (p < 0.05).

La Figura 30a, correspondiente al analisis de los datos sin transformar, revela un patrén generalizado
de no normalidad en las variables Treg, representado por la dominante coloracion roja. Practicamente
todas las variables evaluadas presentan valores de p significativamente bajos, lo que indica la presencia de
asimetrias marcadas. Ante este hallazgo, y siguiendo el mismo pipeline aplicado en el bloque anterior, se
procedi6é a normalizar los datos mediante transformacion z-score. Una vez transformados los datos, se
repitio el test de Shapiro-Wilk, cuyos resultados se resumen en la Figura 30b. En este nuevo heatmap, se
observa una mejora general en la distribucién de los valores p. Aunque la mayoria de las variables ain no
alcanzan niveles plenamente compatibles con la normalidad (es decir, siguen por debajo del umbral de p >

0.75), muchas han migrado del extremo rojo al rango amarillo-verde, lo que sugiere una disminucion
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parcial de la desviacién respecto a la distribucién normal. No obstante, esta correccion fue insuficiente

para transformar el conjunto de datos en un sistema completamente gaussiano.
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Figura 30 | Evaluaciéon de normalidad de las variables funcionales. a) Heatmap que representa los valores p obtenidos del test de
Shapiro-Wilk para cada una de las variables funcionales relacionadas con células T reguladoras, usando los datos crudos (sin
transformar) antes de la transformacion. La escala de colores varia desde verde (p > 0.75, compatible con normalidad) hasta rojo (p <
0.05, indicativo de distribucion no normal). La marcada presencia de tonos rojos indica que la mayoria de las variables presentan
distribuciones significativamente desviadas de la normalidad. b) Evaluacién de normalidad tras normalizacién por z-score de
variables Treg. Heatmap que resume los valores p del test de Shapiro-Wilk aplicados a las variables funcionales Treg luego de aplicar
una transformacion z-score. Se observa una mejora generalizada en la distribucion, reflejada por el cambio de rojo a tonos amarillos
y verdes en varias variables. Sin embargo, muchas de ellas atin no alcanzan el umbral necesario para asumir normalidad estadistica

plena, lo que motivé la adopcion de métodos no paramétricos en los andlisis posteriores.

En consecuencia, se concluy6 que, pese a la mejora derivada de la normalizacion, la distribucion de las

variables funcionales Treg sigue sin ajustarse plenamente al modelo normal. Este resultado justificé

nuevamente la elecciéon de métodos no paramétricos para todos los andlisis estadisticos posteriores de

este bloque, tal como se hizo en la seccién 4.2.1.

Para obtener una primera aproximacién al comportamiento funcional de las distintas poblaciones

celulares implicadas en la inmunorregulacién, se representaron graficamente las distribuciones de

multiples variables inmunolégicas en pacientes en el momento basal (T0) y en controles sanos.
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Figura 31 | Comparacion de la distribucion de marcadores inmunolégicos entre controles y pacientes en TO mediante
grdficos de violin. Representacion conjunta de muiltiples variables inmunoldgicas funcionales y fenotipicas evaluadas en controles
sanos (n = 6) y pacientes en el momento basal (T0). Se incluyen marcadores reguladores clave como CTLA-4, PD-1, TIGIT, LAP e IL-10
en células Treg, linfocitos CD4* y CD8". Las poblaciones de pacientes muestran, en términos generales, niveles mds elevados y mayor
dispersion en la expresion de estos marcadores, reflejando un perfil inmunoldgico caracterizado por hiperactivacion y heterogeneidad
funcional. Por el contrario, los controles presentan distribuciones mds compactas y homogéneas.

En este andlisis se incluyeron tanto marcadores funcionales en células Treg como en linfocitos CD4*
y CD8*. A pesar del tamafio limitado del grupo control (n=6), se observa un patroén claro y consistente: los
pacientes TO presentan, en términos generales, niveles mas elevados de expresion de muiiltiples
marcadores inmunorreguladores, tanto en células Treg como en linfocitos CD4" y CD8* (Figura 31).
Destaca particularmente la sobreexpresion de CTLA-4, PD-1, LAP, TIGIT e IL-10 en el grupo de pacientes,
lo que sugiere un entorno inmunoldgico caracterizado por una hiperactivacion del eje regulador,
posiblemente en respuesta a un proceso inflamatorio subyacente. Ademas de las diferencias funcionales,
también se observaron variaciones en proporciones celulares generales, como una ligera disminucién
en linfocitos CD4* y linfocitos T en algunos pacientes, acomparfiadas de incrementos en subpoblaciones
activadas. En conjunto, estos resultados describen un paisaje inmunolégico alterado en pacientes desde

el inicio del estudio, marcado por la activacién simultdnea de mecanismos efectores y reguladores.

Para enriquecer la informacion sobre las relaciones funcionales entre poblaciones inmunolégicas mas
alla de sus niveles, se llevd a cabo un analisis de coexpresion basado en correlaciones de Spearman,
construyendo redes independientes para los pacientes en el momento basal (T0), los controles sanos y una
red combinada. Esta aproximacién permite identificar agrupamientos funcionales de poblaciones inmunes

que se comportan de forma coordinada, revelando posibles disrupciones bajo condiciones patolégicas.
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Cada nodo representa una poblacién celular o un marcador funcional, mientras que las aristas codifican la
fuerzay direccion de la correlacion (positiva o negativa), facilitando una visualizacién integrada del sistema

inmune (Figura 32).

La red de los controles sanos presenta una arquitectura densa, bien estructurada y altamente
funcional. Se destacan multiples mddulos robustos de coexpresion que reflejan la homeostasis
inmunolégica en condiciones fisiologicas. Se identifican clisteres de nodos que agrupan marcadores
reguladores clasicos, como CTLA-4, LAP, TIGIT e IL-10, tanto en células Treg como en subpoblaciones
CD4*, con correlaciones positivas so6lidas. Ademas, el eje IL-10, representado por Treg IL.10, CD4.IL.10,
Treg.LAP.IL.10 y CD4.LAP.IL.10, forma otro subgrupo fuertemente correlacionado, lo que indica una
activacién funcional conjunta de los mecanismos inmunosupresores mediados por IL-10. Estas
asociaciones reflejan un sistema inmunolégico robustamente integrado, donde las vias de control estan
funcionalmente entrelazadas. Se detectan incluso correlaciones negativas fisiolégicas entre células
efectoras como CD4.Activadas y marcadores reguladores como CD4.TIGIT, sefialando la existencia de un

equilibrio dindmico entre activacién y regulaciéon inmunitaria en condiciones normales.

En cambio, la red generada para los pacientes en el momento basal (T0) revelé un panorama muy
distinto. Aqui se observa una arquitectura notablemente mas fragmentada en comparaciéon con los
controles. Si bien persisten algunos mddulos funcionales coherentes, la red global aparece dispersa, con
menor densidad de conexiones y una organizacion mas laxa. Se identifican asociaciones entre
subpoblaciones reguladoras, como la correlaciéon positiva entre Treg TIGIT, CD4_TIGIT.LAP. y CD4.LAP.
Asimismo, se conserva la correlacién entre CD4.CTLA.4 y Treg_CTLA.4, reflejando una continuidad parcial
de los mecanismos reguladores mediados por estas moléculas. Sin embargo, otras correlaciones relevantes
aparecen debilitadas o ausentes. Por ejemplo, el brazo regulador de linfocitos CD8", aparecen con baja
conectividad con otros grupos. Esta red menos estructurada refleja una alteracién del control
inmunolégico, en la que algunos mecanismos contintian activos, pero de forma probablemente ineficaz o

descoordinada.

Lared fusionada, que combina a pacientes y controles, sirve para identificar correlaciones conservadas
frente a especificas de cada grupo. En ella, se conservan algunas de las correlaciones funcionales clave,
como las que conectan CD4.CTLA.4 con Treg CTLA.4, o CD4.LAP.CTLA.4 con Treg_LAP.CTLA.4. También
persisten asociaciones entre CD4.IL.10 y Treg_IL.10, y entre CD4.TIGIT.LAP y Treg TIGIT.LAP, lo que
sugiere que ciertos ejes inmunorreguladores se mantienen relativamente estables a pesar del contexto
patolégico. Sin embargo, la pérdida de densidad en muchas conexiones, asi como la disolucién de algunos
modulos completos observados en los controles, evidencian una alteracion significativa de la coordinacién

funcional del sistema inmunolégico en pacientes.
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Figura 32 | Redes de coexpresiéon inmunolégica. a) Representacion de las correlaciones de Spearman entre marcadores funcionales
y subpoblaciones inmunoldgicas en el grupo control. La red muestra una arquitectura altamente estructurada, con agrupaciones
funcionales consistentes entre poblaciones Treg, CD4* y CD8, lo que sugiere un sistema inmunolégico coordinado y equilibrado en
condiciones fisiolégicas. b) Red de coexpresion inmunoldgica en pacientes (T0). A diferencia de los controles, la red presenta una
estructura mds fragmentada y menor densidad de conexiones, reflejando una pérdida de coordinacion funcional entre marcadores. Se
mantienen algunos médulos relacionados con regulaciéon inmunoldgica, pero se pierden relaciones clave observadas en sujetos sanos.
¢) Red de coexpresion inmunoldgica fusionada (controles + pacientes). La fusién revela una arquitectura mixta que refleja tanto
estabilidad de ciertas relaciones como disrupciones funcionales propias del entorno inmunoldgico alterado de los pacientes. El grosor
indica la magnitud ([r|) y el color la direccién: rojo para asociaciones positivas, azul para negativas.
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Tras realizar el analisis de correlaciéon mediante redes de coexpresion, se procedié a una reducciéon de
dimensionalidad utilizando la técnica UMAP, esta vez aplicada exclusivamente a los marcadores funcionales
relacionados con poblaciones inmunorreguladoras. Este enfoque tuvo como objetivo explorar si existia una
estructura latente capaz de discriminar subgrupos funcionales entre los pacientes al igual que los hallazgos
encontrados sobre la heterogeneidad inmunofenotipica en la seccion 4.2.1.2. Previamente, y con el fin de
mitigar posibles sesgos derivados de la procedencia geografica (Barcelona vs Madrid), se aplicé una
correccion por batch effect utilizando el método ComBat, asegurando que las diferencias observadas en el
espacio UMAP fuesen atribuibles a la biologia de los pacientes y no a efectos técnicos o de lugar de

reclutamiento.

En la Figura 33, que representa el resultado del UMAP aplicado a los pacientes y controles en base a los
marcadores funcionales (ya corregidos por poblacién), se observa una separacién clara entre ambos
grupos. Los controles aparecen proyectados en regiones periféricas del mapa, sin integrarse con las
principales agrupaciones de pacientes, lo que sugiere una diferencia entre ambos. Ademas, dentro del
grupo de pacientes, no se aprecia una distribucion homogénea sino mas bien la presencia de una

variabilidad que sugiere la existencia de subgrupos funcionalmente distintos.
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Figura 33 | UMAP de funcionalidad inmunorreguladora en pacientes y controles (corregido por poblacion). Representacion
bidimensional mediante UMAP basada exclusivamente en marcadores funcionales inmunorreguladores, tras aplicar normalizacion
tipo z-score y correccion por efecto lote (batch effect) utilizando el método ComBat. Los pacientes (circulos y triangulos rojos) se
distribuyen de forma agrupada, mientras que los controles (circulosy tridngulos en azul turquesa) se proyectan en regiones periféricas
del espacio, indicando una clara separacion funcional. La forma de los puntos representa la procedencia geogrdfica (circulo:
Barcelona; tridngulo: Madrid), mostrando una distribucion equilibrada tras la correccion. Esta representacion sugiere una
organizacién latente entre los pacientes que motiva la posterior aplicacién de técnicas de clustering.
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Para confirmar esta sospecha, se procedio a la aplicacion del algoritmo de clustering K-means sobre el
espacio UMAP de los pacientes, seleccionando k = 2 como niimero 6ptimo de clusters tras evaluar distintos
criterios de robustez (curva del codo, indice de silueta y validaciéon empirica). El resultado, mostrado en la
segunda figura, revela dos clusteres de pacientes bien definidos, representados en ( )y
purpura (Cluster 2) (Figura 34). Cabe destacar que la proyeccion de los controles en el mismo espacio
confirma que ambos clisteres de pacientes se alejan significativamente de la fisiologia inmunolégica
representada por los controles, lo que refuerza la nocién de que esta clasificaciéon no responde a un patrén
normal de variabilidad sino a diferencias inmunoloégicas relevantes. Ademas, la distribucién balanceada de
los pacientes en ambos clusteres, sin una clara agrupacion por centro de procedencia ni por sesgo técnico,

sugiere que estas diferencias son intrinsecas al estado inmunolégico funcional de cada paciente.
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Figura 34 | UMAP de funcionalidad Treg en pacientes clusterizados (k=2) y controles proyectados. Agrupacién de pacientes en
dos cliisteres funcionales (Cluster 1 en rojo y Cluster 2 en ptrpura) mediante la técnica de K-means aplicada sobre las componentes
UMAP de marcadores funcionales. La clasificacion se realizé exclusivamente con pacientes, y posteriormente se proyectaron los
controles (circulos grises) en el mismo espacio para su comparacién. La separacion entre cliisteres sugiere diferencias funcionales
inmunorreguladoras relevantes dentro de la cohorte de pacientes, independientes de factores técnicos o geogrdficos. La posicion
periférica de los controles refuerza la hipotesis de que ambos subgrupos de pacientes se alejan del perfil inmunoldgico fisioldgico.

Tras haber definido dos clusteres funcionales de pacientes mediante UMAP y K-means (k = 2), se

procedi6 a caracterizar el perfil inmunolégico funcional promedio de cada grupo, integrando ademas el
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perfil correspondiente al grupo control. Para ello, se generé un heatmap que representa la media
estandarizada (z-score) de los marcadores funcionales inmunorreguladores por grupo, con el fin de

explorar visualmente las diferencias globales entre los patrones de expresion (Figura 35).

A nivel visual, se observa una clara separacion entre los dos clisteres de pacientes ( y
Cluster_2), con patrones de expresion notablemente diferenciados en la mayoria de las variables
funcionales representadas. Esta divergencia sugiere que los grupos identificados mediante K-means reflejan
perfiles inmunolégicos funcionales distintos, consistentes y reproducibles tras la reduccién
dimensional. Asimismo, el grupo de controles (Cluster_Control) muestra predominantemente valores
negativos (azules) en la mayoria de las funciones evaluadas, lo que sugiere una menor activaciéon o
expresion funcional en comparacion con los otros clusters. Esto es consistente con un perfil inmunolégico
basal, donde la activaciéon de marcadores como CTLA4, PD1, LAP y TIGIT suele ser baja en ausencia de
estimulacidn o en condiciones fisioldgicas normales. Esto refuerza la hipétesis de que tanto Cluster 1 como
Cluster 2 representan estados inmunoldgicos alterados o desviados de la homeostasis fisioldgica, cada uno

con un patrdn funcional distintivo.

Perfil funcional promedio por cluster

__ | —_

L

Cluster_2
0.5

0
Cluster_1
05

Cluster_Control

o5 Boyy
1y By
dvT¥00

1'0d'¥00
(ISR}

PYILOIYT#00
FYUIBR
00 1 saIon
£
SEQEATY PO
0L Beur
v 9007d
O WYYUD RO
ATLIOI BeiL
1ad Beay
Lsaepn
01 Besy
“VTUOILIPE
108 YYD 700
LIDIL B6iy
WU VT Boay
v Bou
FIETR)
YUY
YU Bey
0L WY1 700
800 L saNacqur]
sayaopn
‘1adsm

1Od YD Bl

Figura 35 | Heatmap del perfil funcional promedio por cliister de pacientes y controles. Se representa la expresion media
estandarizada (Z-score) de diversos marcadores de funcionalidad inmunoldgica, particularmente asociados a células Treg, en los dos
grupos de pacientes identificados mediante clustering no supervisado (Cluster_1 y Cluster 2) y el grupo de controles sanos
(Cluster_Control). Los colores reflejan la abundancia relativa respecto a la media global: rojo indica mayor expresion (valores por
encima del promedio), azul menor expresién (valores por debajo del promedio) y amarillo valores intermedios. El dendrograma
superior muestra la agrupacion jerdrquica de individuos basada en la similitud de sus perfiles funcionales. Escanear QR.
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Para comprender en mayor profundidad los determinantes inmunoldgicos que subyacen a la separacion
entre los dos clasteres funcionales identificados previamente, se aplic6 un modelo de Random Forest
utilizando como input los marcadores funcionales evaluados. Los resultados del modelo, entrenado con 500
arboles, revelan un ranking claro de los marcadores mas discriminativos (Figura 36). Encabezando la lista
se encuentra CD8.CTLA.4. Le siguen CD4.IL.10 y Treg_TIGIT. La elevada importancia de estos tres
marcadores sugiere que la capacidad reguladora mediada tanto por Treg como por células T convencionales
CD4" y CD8" constituye un eje diferencial fundamental entre los subgrupos funcionales. También destacan
marcadores adicionales de linfocitos T cooperadores (como CD4.LAP y CD4.TIGIT.LAP), citotdéxicos
(CD8.IL.10) y reguladores (Treg_IL.10, Treg_CTLA.4.PD.1.), apuntando a un fenémeno de regulacién
inmunitaria distribuida transversalmente entre distintas poblaciones T. Cabe resaltar la presencia en el top-
15 de variables como Linfocitos.T.CD4 y Linfocitos.T.CD8, lo que indica que no solo la funcionalidad

molecular sino también la abundancia de estas subpoblaciones tiene valor discriminante.

Modelo con 500 arboles
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Figura 36 | Importancia de las variables funcionales en la clasificacién de pacientes segiin el modelo Random Forest. El
grdfico muestra el ranking de los 15 marcadores con mayor capacidad discriminativa entre los dos clisteres funcionales identificados
previamente, segtin el indice Mean Decrease Gini. Este valor refleja la contribucion de cada variable a la reduccién de la impureza del
modelo en cada drbol de decision. Los marcadores mds relevantes incluyen CD8.CTLA.4, CD4.IL.10 y Treg_TIGIT, todos ellos
relacionados con mecanismos de inmunorregulacion, lo que sugiere que las diferencias entre cliisteres estdn fuertemente influenciadas
por la funcionalidad supresora de las células T.

Tras la identificacion de las variables con mayor capacidad discriminativa mediante Random Forest, se
aplic6 un analisis estadistico no paramétrico usando el test de Kruskal-Wallis, seguido de una correccién

por FDR para controlar el riesgo de falsos positivos en el contexto de comparaciones multiples. Esta
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estrategia permitié6 determinar qué marcadores funcionales mostraban diferencias estadisticamente
significativas entre los dos clusteres funcionales de pacientes previamente definidos, asi como en relacién

con el grupo control.

La Figura 37 presenta un conjunto de diagramas de caja para los principales marcadores
inmunosupresores cuya expresion fue significativamente diferente entre los grupos. En general, se
observan patrones diferenciados entre los clisteres: por ejemplo, el Cluster 1 (verde) se caracteriza por
una marcada sobreexpresion de multiples moléculas reguladoras como CD4.1L.10, CD4.PD.1, Treg_IL.10
o Treg_TIGIT.LAP, lo que sugiere un perfil inmunolégico altamente regulador o compensatorio. Por el
contrario, el Cluster 2 (azul) muestra en general valores mas bajos para la mayoria de estos marcadores,
con una excepcién notable en CD4.TIGIT.LAP y Treg_TIGIT, donde presenta una elevacion relativa frente
alos otros grupos. El grupo control (rojo) por su parte, presenta un perfil intermedio o bajo en la mayoria

de los marcadores, lo que sugiere un estado homeostatico mas equilibrado en comparaciéon con los

pacientes.
CD4.1L.10. CD4.PD.1. CD4.TIGIT. CD4.TIGIT.LAP.
5 ° 3 °
2 6 2
1 ° 1 ® 4
0 ¢ 2 1
’ L~ -
o CD8.CTLA4. reg_ CTLA.4.PD.1 Treg_IL.10. Treg_PD.1.
o] ® ° ° Cluster
© 3 3 1.5
S, °
S 2 2 1.0 . Control
3 . F 1 ) 0.5 £
0 o ) 00 - 1
0 .
2 [ A — o (=] == * 05 = * Ed 2
>
Treg_TIGIT. Treg TIGIT.LAP, ~ Contol 12 Control 12
2
] 1
0 0
P— - L
Control 1 2 Control 1 2
Cluster

Figura 37 | Comparacién de la expresion de las principales moléculas inmunorreguladoras identificadas como
significativamente diferentes entre grupos mediante el test de Kruskal-Wallis con correccién FDR. Se muestran los valores
escalados (z-score) de los marcadores funcionales que mejor discriminan entre los dos clusteres de pacientes (Cluster 1y Cluster 2) y
el grupo control. Cada diagrama de caja representa la distribucion de la expresion de una variable especifica dentro de cada grupo. El
Cluster 1 (verde) destaca por una mayor expresion relativa en la mayoria de marcadores supresores, mientras que el Cluster 2 (azul)
muestra niveles mds bajos, y los controles (rojo) presentan perfiles generalmente intermedios o basales. Estos hallazgos refuerzan la
existencia de fenotipos funcionales inmunorreguladores distintos dentro de la cohorte de pacientes.
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Después de identificar un conjunto de marcadores supresores relevantes para la estratificaciéon de
pacientes, se aplicé un test de Dunn con correccién por FDR para comparaciones multiples entre los tres
grupos definidos: Control, Cluster 1 y Cluster 2. Este analisis permitié detectar con precision qué
comparaciones entre grupos mostraban diferencias estadisticamente significativas en la expresion de estos

marcadores inmunoldgicos funcionales (Figura 38).

En el caso de CD4.TIGIT.LAP,, se observ6 una expresion significativamente mas alta en el Cluster 2 en
comparacion tanto con el Cluster 1 como con los Controles, lo que sugiere una mayor activacion del eje
TIGIT-LAP en células T CD4+ de este subgrupo. Este marcador se asocia con mecanismos de regulacién

periférica, especialmente en contextos de tolerancia mantenida o supresién inmune activa.

Para CD8.CTLA.4., en cambio, la expresion fue significativamente mas alta en el grupo Control que en

los dos clusters de pacientes, y especialmente mas baja en el Cluster 2.

En cuanto a CD4.PD.1., se detect6 una expresion significativamente mayor en el Cluster 1 frente al
Cluster 2 y los Controles, lo cual podria reflejar una activacion sostenida o una tendencia al agotamiento
funcional de células T CD4+ en este grupo especifico. El hecho de que el grupo control presentara niveles

bajos sugiere que este marcador es mas representativo de una alteracion funcional en pacientes.

En el andlisis de CD4.LAP.IL.10., el Cluster 2 mostr6 niveles mas altos que los Controles, y también
significativamente superiores a los de Cluster 1, reforzando el perfil altamente regulador de este subgrupo.

Esta combinacion de LAP e IL-10 es tipica de células con funciones inmunosupresoras robustas.

Para CD4.TIGIT.,, los resultados mostraron diferencias significativas entre Cluster 2 y Controles, con
niveles mas altos en el grupo de pacientes, aunque no se observaron diferencias destacables entre los dos
clusters de pacientes. Por su parte, CD4.CTLA.4.PD.1. también evidencid diferencias significativas entre
Cluster 1 y los Controles, con mayor expresion en pacientes, mientras que las diferencias con el Cluster 2

no fueron significativas.

En cuanto a CD4.IL.10., el marcador mostr6 diferencias altamente significativas entre Cluster 2 y los
otros dos grupos, con una expresion marcadamente mas alta en el Cluster 2. Este hallazgo es consistente
con una mayor capacidad de produccidén de citoquinas inmunorreguladoras en este subgrupo de pacientes,

y refuerza su perfil funcional supresor.

Finalmente, CD4.LAP. presentd un patrdn similar al de IL-10, con expresién significativamente mayor
en Cluster 2 respecto a Cluster 1 y Controles, lo que reafirma la activaciéon de mecanismos reguladores en

este subgrupo.
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Figura 38 | Comparacién post hoc mediante test de Dunn con correcciéon FDR entre grupos (Control, Cluster 1y Cluster 2)
para los principales marcadores supresores. Cada panel muestra los niveles de expresion escalada de una variable funcional
inmunitaria asociada con mecanismos reguladores, en funcion del grupo asignado. Los valores se presentan como diagramas de caja
(boxplots), e incluyen significancia estadistica para las comparaciones muiltiples entre grupos (p* < 0.05, p** < 0.01, p*** < 0.001, p****
<0.0001).
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Con el fin de facilitar la interpretacion clinica de los resultados derivados del analisis de expresion de
marcadores inmunoldgicos, se construyé una tabla resumen que sintetiza el comportamiento relativo de

los principales pardmetros diferenciales entre los grupos evaluados.

La Tabla 11 utiliza un sistema de flechas para representar visualmente los cambios relativos en la
expresion de cada marcador: flechas hacia arriba (T o TT) indican un aumento o aumento marcado en
comparacion con los controles, mientras que flechas hacia abajo ( o l!) reflejan una disminucién relativa.
El simbolo = se emplea para denotar ausencia de cambios relevantes. Esta representacion grafica permite
una rapida visualizaciéon del patrén inmunolégico caracteristico de cada subgrupo, facilitando asi su

interpretacion por parte de equipos clinicos, investigadores traslacionales y otros profesionales

multidisciplinarios.
Marcador Cluster 1 Cluster 2 Controles
CD4* TIGIT* LAP* T ™ (referencia)
CD8” CTLA-4* x l (referencia)
CD47 PD-1* T x (referencia)
CD47 LAP* IL-10* T T (referencia)
CD4* TIGIT* T T (referencia)
CD47 CTLA-4* PD-1* x x (referencia)
CD47IL-107 T x (referencia)
CD4* LAP* T ) (referencia)
Leyenda: T T = Muy elevado | T = Elevado | ® = Sin cambio relevante | { = Disminuido | { | = Muy disminuido

Grupo control usado como referencia para las comparaciones entre clusters.

Tabla 11 | Tabla resumen del perfil inmunoregulador de los clusters de pacientes tomando los controles como referencia.

Para abordar de manera integral la complejidad inmunolégica subyacente en la enfermedad de EII por
desregulacion inmune, el Bloque III del estudio se centr6 en la integraciéon exhaustiva de tres
dimensiones de datos complementarios: inmunofenotipado avanzado, funcionalidad reguladora y
pardametros clinicos clave (edad, sexo, perfil genético, tratamiento inmunomodulador o inmunosupresor, y
clasificacién fenotipica segun criterios ESID). Esta integracidn se disefié con el objetivo de generar una
vision holistica y transversal del estado inmunoldgico de los pacientes, superando las limitaciones de los

analisis parciales realizados por separado en los bloques anteriores.

Como primer paso para abordar el andlisis integrativo, y siguiendo la misma estrategia utilizada en los

bloques previos, se procedid a la normalizacién de los datos mediante el algoritmo de estandarizacion z-
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score. Esta transformacion estadistica fue aplicada a un archivo consolidado en formato CSV que integraba
las tres dimensiones clave de informacién previamente descritas. Con el fin de explorar la posible
persistencia de un efecto de lote derivado de la procedencia geografica de las muestras, se utilizé
nuevamente la variable clinica “clasificacion fenotipica” como marcador de referencia. Tal como se muestra
en la Figura 39 (panel izquierdo), la representacién UMAP de los datos antes de la correccion revela una
agrupacion de los pacientes segtn el lote de origen. Sin embargo, también se observa que la distribucién de
los individuos no sigue un patrén definido segun el grupo clinico, dispersandose de forma heterogénea a lo
largo del espacio UMAP. Dada esta evidencia, y en coherencia con los analisis anteriores, se aplicé el
algoritmo de correccién por efecto lote ComBat sobre la variable de procedencia. Tras esta correcciéon
(Figura 38, panel derecho), se constatdé una desaparicion de las agrupaciones espurias por lote,

permitiendo una integracién mas adecuada y libre de sesgos técnicos para los andlisis posteriores.

o Yo% e 0 S Petleo
N oo —
g‘ N —0..0 * 1 ; ¢ ® .o g 1
9 ; 2 3 < ¢ 2
7 ~ - % =4 o °
;‘g ) e 3 ®© e 3
o 4 e - L
<] 9] °
y— = [ ] ®
38 o O & ° . ¢ ° °
Q-I o o & 7 ° o (]
© Fx) = ® )
g oQ =) L] o
,~. - ° ' °
T | | 1 1 T T T 1
4 -2 0 2 4 -1.5 05 05 1.5
umap_before$layout[,1] umap_after$layout[,1]
— —:O:o. ® BARCELONA - = *® | « BARCELONA
o H * MADRID ) e ¢° ° MADRID
= N —0q® = o
S 2 3 T 7] e *
a_(g — .‘ E . [ o °
o o % o - . e L
o [} ° e 4 °,
HE) — () % ¥ [ ]
S o O, o 1*® oo o * .
o - e _o% © ' . . F 4
g ™ ".:. g * e] ‘.o ¢
= 2 .r. (\Il — o @ =
| T | | | T 1T T T 1
4 -2 0 2 4 -1.5  -05 0.5 1.5

umap_before$layout[,1] umap_after$layout[,1]

Figura 39 | Visualizacién UMAP de los datos integrados antes y después de la correccion por efecto lote. Proyeccion UMAP de
las muestras consolidadas en el andlisis integrativo, coloreadas segtin el grupo fenotipico asignado, donde 0 = no clinica PIRD, 1 =
ALPID/ALPS, 2 = defecto timico, autoinmunidad organoespecifica o sistémica, Tregopatias, 3 = susceptibilidad VEB/HLH, 4 = VEO-IBD.
En el panel izquierdo se observa la distribucién de las muestras tras la normalizacién z-score pero antes de la correccién por lote,
evidenciando una agrupacién asociada a la procedencia geogrdfica. En el panel derecho, tras aplicar la correccion por efecto lote
mediante el algoritmo ComBat, se elimina dicha agrupacion artificial, permitiendo una distribucion mds homogénea e independiente
del centro de origen.
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Una vez corregido el efecto lote, se procedi6 a visualizar la estructura global de los datos mediante un
heatmap complejo, incorporando simultaneamente variables clinicas y parametros inmunolégicos
relevantes. Esta estrategia permite evaluar relaciones multidimensionales entre pacientes y caracteristicas,

y explorar patrones emergentes de agrupacion no evidentes en analisis univariantes.

A nivel visual, el heatmap revela una notable heterogeneidad entre los pacientes, con perfiles
diferenciados que no se alinean estrictamente con los grupos fenotipicos definidos (Figura 40a). Si bien se
observan ciertas agrupaciones locales de pacientes con patrones similares (lo cual sugiere la existencia de
subperfiles inmunolégicos consistentes), también se constata una importante variabilidad interindividual
incluso dentro de un mismo grupo diagnoéstico. En cuanto a la distribucién de las variables, algunas
caracteristicas inmunolégicas muestran una clara segmentacién vertical con bloques de alta o baja
expresion que coinciden con subconjuntos de pacientes, lo que podria apuntar a firmas inmunofenotipicas
especificas. Otras variables, en cambio, presentan patrones difusos o sin correlacién aparente con la
clasificacién clinica, lo que subraya la complejidad del fenotipo inmunolégico y la posibilidad de fenétipos

clinicos solapados o mal definidos bajo los criterios actuales.

Con el fin de examinar de manera mas focalizada el comportamiento de las variables clinicas
fundamentales, se generé un segundo heatmap complejo en el que se incluyeron exclusivamente las
variables cualitativas: mutacion genética identificada, grupo clinico, y tratamiento
inmunomodulador e inmunosupresor. Esta visualizacién tuvo como objetivo explorar posibles patrones
clinicos emergentes sin la interferencia de la variabilidad introducida por las variables inmunolégicas

cuantitativas.

Sin embargo, el andlisis visual revel6 que la distribucion de los pacientes se mantuvo practicamente
inalterada con respecto al heatmap original que incluia todas las dimensiones clinicas e inmunoldgicas.
No se evidenciaron cambios significativos en la estructura de agrupacion ni en la organizacién general de
los pacientes, lo que sugiere que estas variables clinicas, si bien relevantes, no son las principales
responsables de la heterogeneidad observada en el conjunto de datos. Tampoco se identificaron

agrupaciones robustas asociadas a combinaciones especificas de grupo clinico, genética o tratamiento.

Este resultado refuerza la interpretaciéon previa de que la variabilidad en el perfil inmunolégico
individual es mas determinante para la organizacion global de los pacientes que las variables clinicas per
se. En conjunto, ambos heatmaps indican que los pacientes PIRD presentan una dispersion clinica e
inmunolégica elevada, sin una estratificacion clara basada exclusivamente en los parametros clinicos

tradicionales.
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Figura 40 | Heatmaps complejos para la exploracién de patrones clinico-inmunoldgicos en pacientes con inmunodeficiencias
primarias. a) Heatmap integrador que combina variables inmunoldgicas cuantitativas y clinicas cualitativas tras correccién por
efecto lote con ComBat. Se observa una alta heterogeneidad entre los pacientes, sin una agrupacion clara segtin el grupo fenotipico
definido, lo que sugiere una distribucién inmunoldgica dispersa e individualizada. b) Heatmap centrado exclusivamente en las
variables clinicas cualitativas: grupo clinico, presencia de mutacién genética conocida, y uso de tratamiento inmunomodulador e
inmunosupresor. La estructura de agrupacion observada es muy similar a la del heatmap anterior, sin evidencias de estratificacion
clara o patrones consistentes entre grupos, lo que indica que estas variables clinicas, consideradas de forma aislada, no explican la
heterogeneidad observada. Ambos andlisis refuerzan la necesidad de enfoques integrativos para comprender la complejidad fenotipica
de esta cohorte. Grupo clinico (0 = infecciones aisladas, 1 = ALPID-ALPS, 2 = defecto timico/Al sistémica, 3 = susceptibilidad VEB/HLH,
4 = VEOIBD); tipo de mutacion genética (0 = sin mutacién, 1 = NFKB1, 2 = FAS, 3 = APDS, 4 = otras); uso de inmunosupresor basal (T0)
(0 = no, 1 = si); proporcién de sexo (0 = hombre, 1 = mujer); uso de inmunomodulador basal (T0) (0 = no, 1 = si). Para visualizar las
imdgenes con mayor detalle, escanear QR.
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Para armonizar globalmente la informacién de los pacientes, se construy6 un modelo de reduccién de
dimensionalidad mediante UMAP a partir de la concatenacién de los tres ejes de informacion clave:
inmunofenotipo por citometria convencional, pruebas funcionales y datos clinicos relevantes. Este
analisis incluy6 todas las muestras correspondientes a los distintos puntos temporales (TO, T1 y T2), tanto
de pacientes como de controles. El objetivo era observar si existia una estructura subyacente en el conjunto

de datos integrados que pudiera revelar patrones fenotipicos consistentes a lo largo del tiempo.

Como se observa en la Figura 41a, la proyeccion UMAP muestra una distribuciéon continua pero
estructurada de las muestras, sin una agrupacién clara por condicién (control, TO, T1, T2), lo cual sugiere
que el estado clinico o temporal per se no determina completamente la posicion en el espacio multivariado.
Para profundizar en la organizacidn latente de estos datos, se aplicé el algoritmo K-means, con una soluciéon
de k = 3 clusters, valor seleccionado en base a la convergencia de tres criterios complementarios: la grafica
del codo, el coeficiente de silueta y la estadistica de gap. Como se representa en la Figura 40b, los tres
clusters resultantes (C1, C2 y C3) se distribuyen de forma bien definida en el espacio UMAP, indicando que
existen patrones fenotipicos integradores y reproducibles que agrupan a las muestras mas alla de la

condicion clinica aislada o el momento temporal.

Una vez identificados estos tres clusters robustos, se abordd una cuestidn critica desde el punto de vista
clinico e inmunoldgico: ;permanecen los pacientes estables en el mismo clister a lo largo del tiempo,
o existen transiciones entre clusters? Para responder a esta pregunta, se analiz6 la trayectoria de cada
paciente a través de los tres puntos temporales disponibles (TO, T1 y T2), clasificando su pertenencia a los
clusters y evaluando su consistencia temporal (Figura 40c). Los resultados revelan que una proporciéon
significativa de pacientes muestra consistencia fenotipica a lo largo del tiempo, manteniéndose dentro
del mismo cluster en todos los puntos temporales. Esto podria reflejar una estabilidad inmunolégica
subyacente, independiente de la evolucion clinica o cambios en el tratamiento sugestivo de un defecto o

caracteristica intrinseca del paciente.

Sin embargo, también se identific6 un subconjunto relevante de pacientes con inestabilidad temporal,
es decir, que cambiaron de clister entre puntos de seguimiento. Este comportamiento es especialmente
evidente en pacientes como PIRD_G1, PIRD_G2, o PIRD_06, cuya clasificacion fluctda entre C1, C2 y C3. Este
hallazgo sugiere que algunos pacientes atraviesan transiciones dinamicas, posiblemente relacionadas
con brotes clinicos, respuesta a inmunomodulacién, progresion subclinica 0 mecanismos compensatorios

del sistema inmune. Interesantemente, se observé que los controles sanos tienden a agruparse
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mayoritariamente en el cluster C3, lo que permite inferir que este podria representar un perfil

inmunolégico de referencia o equilibrado.
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Figura 41 | UMAP tras correccion por ComBat con todos los puntos temporales de los pacientes. a) Representacion
bidimensional mediante UMAP de todas las muestras de pacientes (T0, T1 y T2) junto con los controles. Los puntos representan
individuos y estdn coloreados segtin el tiempo de recoleccién: TO (verde), T1 (azul), T2 (violeta) y controles (rojo). b) Mapa UMAP
obtenido en el apartado a) sobre el cual se aplicé la clusterizacion (C1, C2, C3), coloreados en rosa, verde y azul respectivamente. Los
controles (tridngulos violetas) se proyectaron sobre el mismo espacio sin participar en el clustering, y se posicionaron en zonas
adyacentes pero diferenciadas, reforzando la validez biolégica de la segmentacion multivariada. c) Consistencia temporal en la
asignacioén de clusters inmunolégicos en pacientes. Matriz de sequimiento longitudinal que representa la pertenencia de cada paciente
a los clusters C1, C2 o C3 en tres momentos del estudio: TO (inicio), T1 (3 meses)y T2 (6 meses). Cada celda corresponde a una muestra
individual, y su color indica si la asignacion del paciente se mantuvo consistente con la clasificacion original de TO (verde claro) o si
cambié a un cluster distinto (rojo). La mayoria de los pacientes presentan una asignacion estable a lo largo del tiempo, lo que sugiere
que los subgrupos inmunoldgicos identificados mediante clustering reflejan perfiles fenotipicos intrinsecos y persistentes, mds que
estados inmunoldgicos transitorios.

Los resultados obtenidos respecto a la estabilidad temporal de los pacientes dentro de los clusteres
fenotipicos son coherentes y encuentran respaldo en los analisis previos realizados mediante heatmaps
complejos centrados en variables clinicas. Tal como se observé en dichos heatmaps, tanto en el integrador
como en el enfocado exclusivamente en las variables clinicas de genética, grupo fenotipico y tratamientos

inmunomoduladores/inmunosupresores, la estructura de agrupacion clinica se mantenia estable, sin
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evidencia de cambios marcados entre los distintos timepoints. Esta estabilidad visual reflejaba que la
mayoria de los pacientes no experimentaban modificaciones sustanciales en su perfil clinico a lo largo del
seguimiento. En consecuencia, no resulta sorprendente que, al proyectar las muestras en un espacio
multidimensional que integra inmunofenotipo, funcionalidad y datos clinicos, una proporcioén considerable
de pacientes mantuviera su pertenencia al mismo cldster (C1, C2 o C3) en los tres puntos temporales. Esta
consistencia longitudinal sugiere que los clusteres obtenidos mediante K-means reflejan estados
inmunolégicos robustos intrinsecos al paciente y sostenidos en el tiempo, probablemente modulados
por caracteristicas clinicas estables, como el tipo de tratamiento, la presencia de variantes genéticas o el
fenotipo clinico de base. Los pocos casos de pacientes con transiciones entre clisteres representan, por el
contrario, situaciones dinamicas o inestables, posiblemente influenciadas por eventos no capturados en
las variables clinicas analizadas, como variabilidad funcional, respuesta terapéutica diferencial o cambios

inmunolégicos subclinicos.

Tras la identificacion de tres clisteres inmunofenotipicos bien definidos mediante el algoritmo K-means
aplicados al espacio UMAP multidimensional (integrando datos inmunolégicos, funcionales y clinicos), se
llevé a cabo una fase critica de interpretacion biolégica: examinar como se reparten las variables clinicas
relevantes dentro de cada uno de estos clusteres. Esta evaluacién permitié determinar si alguno de los
clisteres presentaba una sobrerrepresentacion de caracteristicas clinicas especificas, lo cual aportaria
contenido clinico funcional a la segmentacion algoritmica. Los resultados revelaron una estratificacion
robusta en tres clusters diferenciados, cada uno con implicaciones clinicas y terapéuticas especificas

(Figura 42).

El cluster C1 agrupa predominantemente a pacientes jévenes (de entre 5 y 12 afios) sin mutaciones
genéticas identificadas (c6digo 0) y mutaciones clasificadas como “otras” (cédigo 4), asi como
algunos casos con NFKB1. Clinicamente, estos pacientes presentan fenotipos menos graves y menor
complejidad inmunolégica, lo que se refleja en el bajo uso de inmunosupresores al inicio del
seguimiento (T0), con solo una minoria recibiendo este tipo de tratamiento. Este grupo representa
un perfil de bajo riesgo, donde la vigilancia clinica y el cribado genético ampliado ante progresion
clinica son prioritarios.

El cluster C2 se caracteriza por una mayor edad (entre los 13 y 18 afios) al diagndstico y una clara
predominancia del subtipo ALPID-ALPS (grupo interno 1), acompafiado de una proporciéon
significativa de mutaciones FAS (cédigo 2) y NFKB1 (cédigo 1). Este perfil genético se traduce en
una fisiopatologia dominada por la disfuncién apoptoética y la desregulacion de NF-xB, lo que explica
la linfoproliferacién croénica y las citopenias autoinmunes observadas. Notablemente, el uso de

inmunosupresores en este grupo es nulo al inicio (T0), lo que sugiere que, a pesar de la carga clinica,
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la estrategia terapéutica inicial se orienta mas hacia inmunomodulacién especifica (como
rapamicina) que hacia inmunosupresiéon convencional. Este hallazgo subraya la importancia de
adaptar el tratamiento a la biologia subyacente y no solo a la gravedad clinica aparente.

El cluster C3 representa el grupo de mayor complejidad clinica y genética. Aqui se observa una
distribucién diversa de mutaciones, incluyendo NFKB1, FAS, APDS (c6digo 3), con solo una minoria
sin mutacidon identificada. Este grupo presenta una alta carga de autoinmunidad multiorganica y
una necesidad significativa de inmunomodulacién intensiva. El dato mads relevante es que
aproximadamente una cuarta parte de los pacientes de C3 ya reciben inmunosupresores al inicio
del seguimiento (T0), la proporcién mas alta entre los tres clusters. Esto refleja el reconocimiento
clinico de la gravedad de este subgrupo, asi como la necesidad de estrategias terapéuticas
combinadas y personalizadas, incluyendo terapias dirigidas segun el defecto molecular (leniolisib

en APDS, rapamicina en FAS, anti-IL-6 en NFKB1).
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En conjunto, la integracién de los datos clinicos, genéticos y de tratamiento inmunosupresor permite
una estratificacién precisa de los pacientes con PIRD, facilitando la toma de decisiones terapéuticas
individualizadas y la identificacién de subgrupos candidatos a intervenciones avanzadas o ensayos clinicos

especificos.

En conjunto, la estrategia analitica multidimensional llevada a cabo en esta tesis ha permitido
descomponer y reinterpretar la complejidad inmunolégica de los pacientes con enfermedades relacionadas
con disregulaciéon inmune primaria a través de una integracion progresiva en tres bloques analiticos
sucesivos. En el Bloque I, se caracteriz6 de forma exhaustiva el inmunofenotipo de base, identificando
alteraciones en subpoblaciones celulares clave y detectando patrones inmunoldgicos aberrantes ya
presentes en el momento basal (T0). La aplicacién de técnicas de reduccién de dimensionalidad y analisis
de conglomerados permitié una estratificacion preliminar de los pacientes basada exclusivamente en su
perfil inmunolégico. En el Bloque II, se incorpor6 la dimensiéon de funcionalidad inmunorreguladora,
centrada particularmente en la actividad supresora de las células T reguladoras y otras poblaciones con
expresion de marcadores como CTLA-4, PD-1, IL-10, TIGIT y LAP. Esta segunda capa analitica no solo
confirm6 la heterogeneidad previamente observada, sino que permitié identificar subgrupos
funcionalmente distintos con perfiles de expresion molecular divergentes, revelando la coexistencia de
fenotipos inmunorreguladores activos, disfuncionales o silentes dentro de una misma categoria clinica. En
el Bloque III, se llevo a cabo una integracion total de datos inmunofenotipicos, funcionales y clinicos,
incorporando ademas variables genéticas, demograficas y de tratamiento. Esta aproximacion integradora,
reforzada por metodologias de correcciéon por lote (ComBat), clustering no supervisado (K-means) y
analisis de estabilidad temporal, permiti6 identificar clisteres inmunofenotipicos robustos, clinicamente
interpretables y estables en el tiempo. Los tres clisteres emergentes mostraron perfiles moleculares,
clinicos y terapéuticos diferenciados, evidenciando la utilidad de los enfoques multidimensionales para la
estratificacion de precision en PIRD. De este modo se proporciona no solo un marco metodolégico
reproducible para la integraciéon de datos de inmunologia avanzada, sino también evidencia de que los
criterios clinicos actuales resultan insuficientes para capturar la verdadera complejidad del sistema
inmunolégico en estos pacientes, abriendo la puerta a una medicina de precisién inmunolégica basada en

datos.
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En este segundo capitulo se presenta un andlisis exhaustivo del impacto inmunomodulador de cinco
farmacos seleccionados por su uso en la practica clinica sobre PBMCs humanas, tratadas con tres
concentraciones distintas. El objetivo central de esta fase experimental fue caracterizar con alta resoluciéon
los efectos especificos de cada farmaco sobre distintas poblaciones de células reguladoras del sistema
inmunitario, haciendo especial énfasis en los cambios fenotipicos y funcionales inducidos. Para ello, se
emplearon cuatro paneles de citometria multicolor de alta complejidad, disefiados para cubrir de
manera complementaria la diversidad de subtipos reguladores (CD4 Tregs, CD8 y Trl). Todas las
condiciones experimentales se realizaron tanto en ausencia como en presencia de un potente estimulo
policlonal con PMA e ionomicina, lo que permitié explorar tanto el estado basal como el potencial
funcional inducible de las células frente a diferentes contextos de activacion. Las muestras no tratadas con
farmaco fueron utilizadas como controles internos, permitiendo comparar de forma sistematica los efectos
farmacoldgicos con el estado inmunolégico fisiolégico. Este disefio multifactorial y de alta dimensionalidad
ofrece un marco robusto para el estudio comparado de perfiles inmunorreguladores y para la identificaciéon

de firmas inmunofenotipicas especificas moduladas por cada intervencién terapéutica.

Para explorar las alteraciones inducidas por los distintos tratamientos farmacolégicos en las
subpoblaciones de células T CD4*, se generaron proyecciones UMAP especificas para cada farmaco,
incluyendo una condicién control sin tratamiento. Esta visualizaciéon integrativa permite evaluar la
distribucién global de los eventos en el espacio fenotipico, facilitando una comparacién cualitativa de los

perfiles celulares modulados por cada compuesto (Figura 43).

En la condicion control, las células CD4" presentan una organizacion bien definida en varias regiones
de alta densidad distribuidas a lo largo del eje central del UMAP. El mapa actia como referencia para
detectar desviaciones inducidas por los tratamientos. El tratamiento con Leniolisib, provoca una reducciéon
visible en la densidad de eventos en varias regiones del UMAP, especialmente en zonas centrales y
superiores. Esta redistribucion sugiere un efecto supresor sobre determinadas subpoblaciones CD4". El
perfil inducido por acido micofendlico muestra una topografia fenotipica globalmente similar a la del
control, aunque con un aumento de la densidad celular en regiones especificas. Por su parte, rapamicina,
mantiene una estructura comparable al control, pero con una redistribucién notable de eventos hacia areas

periféricas del UMAP. El tratamiento con ruxolitinib, induce una organizacién fenotipica bastante estable,
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aunque con un aumento en la densidad de regiones laterales del UMAP similar a la rapamicina. Finalmente,
y de igual modo, la exposicion a tacr6limus, muestra una estructura conservada, pero con un

desplazamiento de la densidad hacia las regiones periféricas del UMAP en similitud a los otros farmacos.
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Figura 43 | Distribucion de células T CD4+ tras tratamiento con diferentes farmacos inmunomoduladores. Proyecciones UMAP
generadas a partir de muestras de PBMCs tratadas con cinco fdrmacos distintos a concentracion intermedia (30) durante 24 horas,
comparadas con una condicién control sin tratamiento. Cada mapa representa la agregacion de eventos correspondientes a las células
CD4* identificadas mediante citometria espectral con el panel CD4 (I). Se muestra la densidad de eventos en pseudocolor (azul: baja
densidad; rojo: alta densidad). Las condiciones incluyen: control (n = 10), leniolisib (n = 30), dcido micofendlico (n = 29), rapamicina
(n = 30), ruxolitinib (n = 30) y tacrélimus (n = 30). La organizacion espacial revela la estructura global de subpoblaciones CD4* y
permite visualizar diferencias inducidas por cada farmaco sobre el paisaje inmunoldgico.

En conjunto, esta exploracion visual revela que cada farmaco ejerce un efecto distintivo sobre el paisaje
fenotipico de las células CD4", alterando de forma especifica la abundancia y disposicién espacial de sus

subpoblaciones.

Tras la exploracion inicial de la topografia inmunolégica global inducida por los distintos farmacos, se
procedi6 a realizar una clusterizacion no supervisada con el objetivo de identificar las poblaciones

inmunoldgicas latentes embebidas en el espacio reducido generado por UMAP. Para determinar el
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numero 6ptimo de clasteres (k), se aplic el método del codo (elbow method), evaluando la inercia dentro
de clisteres en funcién del nimero de particiones. Este andlisis revelé un punto de inflexion claro en k =
15, valor que fue adoptado como parametro para la particion final utilizando el algoritmo K-means. Una
vez definido el nimero 6ptimo de clisteres mediante métodos no supervisados (K = 15), se procedi6 a
caracterizar fenotipicamente cada uno de los subconjuntos celulares derivados del modelo de clustering
(Figura 44a). Para ello, se construy6 un heatmap de intensidades fluorescentes medias (MFI)
correspondientes a los principales marcadores incluidos en el panel CD4. Cada fila representaba un cldster
identificado, y cada columna, un marcador, permitiendo una visualizacién cuantitativa y comparativa de los
perfiles de expresion (Figura 44b). Este enfoque facilit6 la asignacion manual de identidades celulares
a cada cluaster, tomando como base el conocimiento inmunolégico actual sobre la expresion diferencial de
marcadores en subtipos de células T reguladoras y efectoras. Para garantizar una nomenclatura precisa y
biolégicamente fundamentada, se establecieron umbrales de MFI relativos basados en tres niveles: bajo
(<1), intermedio (1-2), y alto (>2), lo cual permitié diferenciar poblaciones incluso en contextos de

gradientes continuos de expresion.
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Figura 44 | Identificacion fenotipica y consolidacion de poblaciones inmunoldgicas tras la clusterizacién del panel CD4 (I).
a) Representacion UMAP de las 159 condiciones experimentales, coloreadas segtin los 15 clisteres obtenidos mediante K-means (k =
15), tras estimacion éptima con el método del codo. Cada color representa una particion independiente en el espacio multivariado
generado a partir de marcadores de superficie y nucleares. b) Heatmap de intensidades fluorescentes medias (MFI) para cada
marcador incluido en el panel, calculadas por cluster. Este andlisis permitié una caracterizacion fenotipica precisa basada en umbrales
de expresion relativa: bajo (<1), intermedio (1-2), y alto (>2). Las firmas de expresion especificas permitieron asignar identidades
celulares conocidas como T virgenes, T memoria, T reguladoras naturales (nTreg), T reguladoras periféricas (pTreg), T activadas, T
efectoras o células T exhaustas. ¢) Mapa UMAP con los clilsteres renombrados segtin su identidad inmunoldgica y fusionados en grupos
funcionales equivalentes, reduciendo el total a 11 poblaciones.
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Con base en esta caracterizacion fenotipica, se procedi6 a fusionar clisteres con perfiles
inmunofenotipicos equivalentes o superponibles, reduciendo el nimero total de grupos funcionales de
13 a 11 (Figura 44c). El resultado final fue un mapa inmunolégico compuesto por subconjuntos celulares
sobre el cual se realizaron los andlisis de redistribucién y modulacién farmacolégica en las siguientes

secciones.

Con el objetivo de evaluar el impacto fenotipico de cada intervenciéon farmacolégica sobre las
poblaciones inmunoldgicas definidas previamente, se procedié a cuantificar de manera sistematica la
distribucién relativa de los subconjuntos celulares en el espacio UMAP curado. Este andlisis se centré en
determinar como varia la composicién inmunolégica global en funciéon del tipo de farmaco administrado,
su concentraciéon y la presencia o ausencia de estimulo con PMA e ionomicina. Este enfoque
proporciona una medida funcional integrada del efecto inmunomodulador de cada compuesto, y
permite identificar perfiles de expansion, contraccidn o estabilidad en subpoblaciones celulares clave bajo

condiciones de estimulo o reposo.

A nivel visual, la comparaciéon de los mapas UMAP entre las distintas condiciones tratadas con Leniolisib
sugiere diferencias topologicas apreciables en la distribucién de las subpoblaciones inmunolégicas
CD4+, tanto en ausencia como en presencia de estimulo (Figura 45). Estos cambios afectan a la densidad y
extension relativa de varios cldsteres, lo que indica una posible modulacién fenotipica dependiente de la

dosis y del contexto de activacion.

Para confirmar las diferencias observadas a nivel fenotipico entre condiciones, se procedié a una
evaluacion estadistica rigurosa. En primer lugar, se analizé la distribucion de los datos mediante pruebas
de normalidad, las cuales indicaron una deviacion significativa del supuesto de normalidad en multiples
poblaciones celulares. En consecuencia, se opt6é por emplear un enfoque no paramétrico mas robusto. Se
aplicé el test de Kruskal-Wallis para detectar diferencias globales entre condiciones experimentales en la
proporcién relativa de cada clister identificado. Posteriormente, los valores de p obtenidos fueron
ajustados mediante correcciéon FDR para controlar el error de tipo I asociado a comparaciones multiples.
Finalmente, sobre los clisteres que alcanzaron significacién estadistica, se realizé un analisis post hoc
utilizando el test de Dunn, también seguido de correccién FDR, con el fin de identificar las comparaciones

especificas entre grupos que explicaban la diferencia global observada.
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Figura 45 | Representacion topolégica de las subpoblaciones CD4+ bajo tratamiento con leniolisib a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucién de 11 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin farmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con leniolisib a tres concentraciones (1.9, 3.79 y 18.95 uM), tanto en
reposo (N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a
una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.

Los resultados mostrados revelan que, para la mayoria de las poblaciones, no se detectaron

diferencias estadisticamente significativas tras el

tratamiento con Leniolisib (Figura 46). Aunque se aprecian ligeras variaciones visuales en la

mediana o dispersion en algunas subpoblaciones (como en nTreg, pTreg, T virgenes o Th), estas no

alcanzaron umbrales de significacion tras el andlisis con Kruskal-Wallis seguido de correcciéon FDR y Dunn

post hoc. La ausencia de significacion sugiere que Leniolisib no induce una remodelaciéon fenotipica

robusta en estas poblaciones CD4+ en condiciones de reposo ni con estimulo, al menos en términos

de su frecuencia relativa dentro del conjunto celular. Es importante destacar que la tinica condiciéon que

muestra cambios amplios y claramente diferenciables corresponde al control estimulado (NA-control-S),

lo cual valida la sensibilidad del modelo para detectar activaciones inmunolégicas reales. En contraste, el

hecho de que las condiciones con Leniolisib no reproduzcan estos patrones sugiere un efecto modulador
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moderado o focalizado, que no altera significativamente la arquitectura inmunolégica general de la

poblacion CD4+ en los subconjuntos aqui analizados.
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Figura 46 | Distribucién porcentual de once subpoblaciones T bajo ocho condiciones DFE (combinaciones de dosis de
leniolisib * estimulacién PMA-ionomicina). Cada recuadro muestra la mediana (linea central), el rango intercuartilico (caja) y los
valores individuales (puntos). Las medianas se superponen ampliamente, reflejando la ausencia de diferencias estadisticamente
significativas tras Kruskal-Wallis y correccién FDR. No obstante, se aprecian tendencias: (i) ligera expansion de Th activadas tras la
estimulacion P/I, (ii) descenso modesto de T virgen y ascenso paralelo de T memoria con la dosis alta de leniolisib, y (iii) estabilidad
marcada de los compartimentos nTreg y pTreg. Estos indicios sugieren que los cambios inducidos por leniolisib en 72 h son sutiles y se
manifiestan mds en activacion funcional que en redistribucion fenotipica bruta. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo.

En conjunto, los datos confirman que, dentro de las 72 horas de experimento, leniolisib no reconfigura
drasticamente el paisaje porcentual de las subpoblaciones T; las variaciones detectadas son tenues y

mayoritariamente asociadas al estimulo P/I mas que al farmaco en si.
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A nivel visual, la administracion de tacrélimus no mostré un impacto claro en la topografia global del

espacio UMAP respecto a los controles (Figura 47). No obstante, bajo condiciones de estimulacidn,

Tacrélimus si que parece alterar ligeramente el panorama inmunofenotipico global.
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Figura 47 | Representacion topoldgica de las subpoblaciones CD4+ bajo tratamiento con tacrélimus a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 11 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin farmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con tacrélimus a tres concentraciones (5, 10 y 15 ng/mL), tanto en
reposo (N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a

una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.

Tras aplicar el test de Kruskal-Wallis seguido de correccion por FDR, y posteriormente el test post hoc

de Dunn también ajustado por FDR, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en

ninguna de las subpoblaciones analizadas (Figura 48). A pesar de algunas variaciones visuales

modestas entre condiciones, la alta dispersion interindividual y la solapacién entre los grupos impidieron

alcanzar significancia tras el ajuste por comparaciones multiples.
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Estos resultados indican que, en las condiciones ensayadas, tacrélimus no altera de forma significativa
la frecuencia relativa de las principales poblaciones CD4+ fenotipicamente definidas, lo cual sugiere
un efecto limitado sobre la arquitectura inmunolégica global evaluada en este modelo in vitro. Al igual que

en el caso de Leniolisib, se observa una marcada diferencia entre las condiciones con estimulo y sin

estimulo.
nTreg pTreg. Sin.clasificar Sin.clasificar.
e, 0.8 30 5 0
.
. 0.64 204
30 4 1 20 4
. ° 151
T . 04-
20 104
. 10-
10_g 0211 s| o
? QE - + E . D . d D . D .
$ 004 % o m o-*-'—*-‘- o o-t-o-m— = ugu
0
T.efectoras T.efectoras.exhaustas. T.FoxP3..Helios. T.memoria
. 4 J_ 60+ P 154 .
. ° .
. ° .
— 2- . L .
i 37 40 3 10-
8
] 21 I
T 4 .
° 204 -+ 54
(=) .
. l- T .
. .
0-@“‘*‘Ué o-ﬁ‘?-&@.-v 0 - 09 5 e "V e T e o-éﬁmé$

T.irgen Th Th.activadas &i‘)@@e&@&i@?oeog
l ° 0\\6\0\\ \\6\\\\ \\&\\@00(\000
& . &, &, > ,@. g\l
60 1 75 7.57 \97\.0/\6:/\ o NS
.
.
404 | 1 50 - 5.01 5
20 1 25 - poet | 2.5 1
0- D D m 04 T O_Q-D*D D-‘é
e@eee@e@ eee%e9e9 e@e@eee@
F I I FF IS I I I I IS & F 7 o" FF PO
AN Tl ettt
,\’b(’z\%s’ «’&S’«'Z‘O /\foc"/\é’v\v'\y »\’b ,\'Zr;" «29,@(’ K2 ,(?: évév KD /\’b(’/\’b(',\‘?} «‘Z‘O e‘?‘e‘?‘
SRR SRR R

Condicion DFE

Figura 48 | Distribucion porcentual de once subpoblaciones T tras incubacion con tacrolimus (5, 10 y 15 ng/ml) #
estimulacién PMA-ionomicina. Cada caja representa mediana y rango intercuartilico; los puntos individuales muestran la dispersion
muestral. Las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn con correccion FDR no evidenciaron diferencias significativas entre condiciones. DFE:
Désis-Farmaco-Estimulo.
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A nivel visual, el tratamiento con dcido micofendlico tampoco provoco alteraciones notables en la

arquitectura del espacio UMAP en la proporcidn relativa de las subpoblaciones inmunolégicas CD4+ en

comparacion con los controles (Figura 49).
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Figura 49 | Representacion topolégica de las subpoblaciones CD4+ bajo tratamiento con dcido micofendlico a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 11 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin farmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con dcido micofendlico a tres concentraciones (5, 10y 15 ng/mL), tanto
en reposo (N) como bajo estimulacion con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde
a una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.

Tras aplicar el test de Kruskal-Wallis seguido de correccion FDR, y posteriormente el analisis post hoc

de Dunn también corregido por FDR, no se identificaron dif erencias estadisticamente significativas

en ninguna de las subpoblaciones evaluadas (Figura 50).

A nivel visual, pueden observarse ligeras variaciones entre condiciones, con una mayor dispersiéon en

algunos clusteres como nTreg, T virgenes o Th. Sin embargo, estas diferencias no muestran un patrén
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claro ni consistente a lo largo de las dosis ni con respecto al estimulo, y los intervalos intercuartilicos entre
grupos tienden a solaparse. Por tanto, no se puede concluir que el dcido micofendlico tenga un efecto

marcado sobre la composicion fenotipica de las subpoblaciones CD4+ en este modelo experimental.
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Figura 50 | Distribucién porcentual de once subpoblaciones T tras incubacién con dcido micofendlico (5, 10 y 15 ng ml™) +
estimulacién PMA-ionomicina durante 72h. Las cajas muestran mediana y rango intercuartilico; los puntos representan valores
individuales. Los tests de Kruskal-Wallis y Dunn (FDR) no revelaron diferencias significativas entre condiciones. DFE: Ddsis-Fdrmaco-
Estimulo.

En conjunto, estos resultados sugieren que, al menos en términos de proporcion relativa y sin
estimulacion prolongada, el dcido micofendlico no modifica de forma significativa el equilibrio

fenotipico del compartimento CD4+, lo cual podria deberse a una accién mas funcional que fenotipica, o

113



Resultados

a la necesidad de un contexto biolégico mas prolongado o especifico para evidenciar su efecto

inmunomodulador.

La exposicion de las PBMCs a rapamicina no provocéd cambios claramente apreciables en la

configuracion general del espacio UMAP, frente a las condiciones de control (Figura 51). Bajo estimulacién

con PMA/ionomicina, Rapamicina pareci6 levemente preservar el cluster Th en comparacién con la

condicion control estimulada.
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Figura 51 | Representacién topolégica de las subpoblaciones CD4+ bajo tratamiento con rapamicina a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 11 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin fdrmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con rapamicina a tres concentraciones (20, 100 y 500 ng/mL), tanto en
reposo (N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a
una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.

Tras los analisis estadisticos posteriores, no se detectaron diferencias estadisticamente

significativas entre condiciones para ninguna de las subpoblaciones evaluadas (Figura 52).
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Desde un punto de vista visual, se observan fluctuaciones leves en la mediana y dispersion de
algunas poblaciones, como nTreg, Th y T virgenes, particularmente a dosis elevadas o bajo estimulo. Sin
embargo, no se identifica un patrén claro, consistente ni dependiente de la dosis que permita atribuir
un efecto especifico a la rapamicina dentro de las condiciones experimentales probadas. La variabilidad

interindividual sigue siendo notable en la mayoria de los clusteres.
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Condiciéon DFE

Figura 52 | Efecto de rapamicina (20 - 500 ng/mL) + PMA-ionomicina sobre subpoblaciones T. Los tests de Kruskal-Wallis y
Dunn, ajustados por FDR, no revelan diferencias significativas entre condiciones. La estabilidad de las medianas sugiere que la
inhibicion mTOR no altera la distribucion porcentual de los linfocitos T en las primeras 72 h, apuntando a que los efectos de rapamicina
son esencialmente funcionales y se manifiestan a tiempos mds prolongados o en endpoints metabdlicos. DFE: Ddsis-Farmaco-Estimulo.
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La visualizacion UMAP de las muestras tratadas con ruxolitinib muestra un perfil topografico

inmunoldgico que se mantiene relativamente conservado en comparacién con los controles, tanto en

condiciones basales como estimuladas. A través de las diferentes concentraciones evaluadas (0.1, 0.3y 1

uM), no se observan cambios evidentes ni redistribuciones marcadas en las principales subpoblaciones

CD4+ previamente definidas por clusteres fenotipicos (Figura 53).

En ausencia de estimulo (condiciones “N”), las estructuras de clister se superponen estrechamente con

las de los controles no tratados, reflejando una topografia altamente estable. De forma similar, bajo

estimulacién (condiciones “S”), la organizaciéon espacial no parece alterarse visiblemente por la

presencia de ruxolitinib. Estos hallazgos visuales indican que, al menos a nivel de distribucién fenotipica en

el espacio UMAP, ruxolitinib no induce un remodelado sustancial del paisaje inmunolégico CD4+
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Figura 53 | Representacion topolégica de las subpoblaciones CD4+ bajo tratamiento con ruxolitinib a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucién de 11 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin farmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con ruxolitinib a tres concentraciones (0.1, 0.3 y 1 ng/mL), tanto en
reposo (N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a
una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.
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Tras analizar los datos con el test no paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de una correccién por

FDR, y realizar un andlisis post hoc con Dunn + FDR, no se identificaron diferencias significativas en la

proporcion de ninguna de las poblaciones evaluadas (Figura 54). Desde el punto de vista visual, se aprecian

algunas fluctuaciones en la mediana y dispersion de ciertas subpoblaciones (como Th, T virgenes o

nTreg), pero sin un patrén claro asociado a la dosis ni al estimulo. El comportamiento de las diferentes

condiciones tiende a mantenerse dentro de margenes comparables, reflejando una estructura fenotipica

global conservada a lo largo del experimento.
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Figura 54 | Efecto de ruxolitinib (0.1 - 1 uM) + PMA-ionomicina sobre subpoblaciones T. Los tests de Kruskal-Wallis y Dunn,
ajustados por FDR, no revelan diferencias significativas entre condiciones. Cada caja representa mediana y rango intercuartilico; los
puntos individuales muestran la dispersién muestral. Las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn con correccion FDR no evidenciaron

diferencias significativas entre condiciones. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo.
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En conjunto, estos hallazgos apuntan a que Ruxolitinib no genera modificaciones fenotipicas
detectables en la composicion del compartimento CD4+, al menos en términos proporcionales. Su
mecanismo de accién probablemente se manifieste mas a nivel funcional o transcripcional que mediante
cambios evidentes en marcadores de superficie en el contexto in vitro y a corto plazo empleado en este

modelo.

En resumen, el estudio del impacto inmunofenotipico de cinco farmacos inmunomoduladores
(Leniolisib, Tacrélimus, Micofenolato mofetilo, Rapamicina y Ruxolitinib) sobre PBMCs humanas in vitro,
evaluado mediante citometria de flujo multiparamétrica en un panel CD4" y representado en el espacio
UMAP, no revel6 diferencias estadisticamente significativas en la proporcion relativa de las subpoblaciones
CD4* entre condiciones (n = 5 por grupo). Aunque se observaron ligeras variaciones topograficas y visuales
en ciertas poblaciones segln la dosis y el estimulo, estas no fueron consistentes ni dependientes de un
patrén farmacolégico comun. En conjunto, estos resultados indican que, bajo las condiciones
experimentales ensayadas, ninguno de los firmacos evaluados produjo una remodelacion fenotipica
significativa o reproducible del compartimento CD4", sugiriendo que sus efectos principales podrian
depender de mecanismos funcionales no reflejados exclusivamente en la arquitectura superficial de estas

células a corto plazo o la necesidad de ampliar el tamafio muestral por grupo.

Con el objetivo de validar y ampliar los hallazgos obtenidos en el primer andlisis, se procedi6 a estudiar
una segunda cohorte independiente de células T CD4* sometidas a las mismas condiciones farmacolégicas.
Se generaron nuevas proyecciones UMAP especificas para cada farmaco, incluyendo nuevamente una
condicion control sin tratamiento, con el fin de visualizar de forma integradora la organizacién fenotipica

de las distintas subpoblaciones celulares.

Desde un analisis visual preliminar basado en las proyecciones UMAP, se identifican diferencias
topograficas sutiles pero apreciables entre las distintas condiciones farmacolégicas en esta segunda
cohorte de células T CD4" (Figura 55). Tomando como referencia el perfil del control, que muestra una
organizacién homogénea con alta densidad celular en multiples regiones centrales y periféricas, se aprecia
cémo el tratamiento con Leniolisib induce una redistribucion notoria de la densidad celular hacia la
zona central derecha del mapa, acompafiada de una disminucion considerable en las areas periféricas,
lo que sugiere una posible contracciéon o represion de ciertos subconjuntos celulares marginales. En el caso
de Tacrdlimus, la silueta topografica general del control se conserva en gran medida, sin pérdidas
aparentes de estructura espacial, aunque se observa una reorientacion de la densidad hacia el eje

central, posiblemente indicando una consolidacién fenotipica de ciertas subpoblaciones.
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Por otro lado, Micofenolato, Rapamicina y Ruxolitinib presentan entre si un patrén visual
relativamente similar. En estas tres condiciones, se observa una distribucion predominante de eventos
en la region central e inferior del mapa, con una menor densidad en las zonas laterales, lo que sugiere
una convergencia fenotipica hacia compartimentos mas uniformes o conservados del repertorio CD4*.
Aunque los cambios no son abruptos, la morfologia general del espacio UMAP en estas condiciones refleja

un posible sesgo hacia poblaciones mas centradas o menos heterogéneas en términos de localizacion

fenotipica.
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Figura 55 | Proyeccion UMAP de células T CD4*(Il) tras tratamiento con diferentes farmacos inmunomoduladores. Se
representa la densidad de eventos celulares en el espacio UMAP para la condicién control (sin tratamiento) y para las condiciones

tratadas con leniolisib, tacrélimus, micofenolato mofetilo, rapamicina y ruxolitinib. Cada mapa muestra la distribucion fenotipica de
las células, coloreada seguin densidad (azul: baja, rojo: alta).

Para caracterizar fenotipicamente el compartimento CD4* en esta segunda tanda experimental, se llevo
a cabo una clusterizacion no supervisada de los eventos celulares mediante el método elbow, el cual

determind un nimero 6ptimo de agrupamientos de k = 18. Cada cluster fue visualizado en el espacio UMAP
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(Figura 56a), evidenciando una distribucién diversa y estructurada de los subconjuntos celulares.
Posteriormente, se calculd la mediana de la intensidad fluorescente (MFI) de cada marcador para cada
uno de los 18 clusteres, lo que permitié construir un heatmap comparativo (Figura 56b). En base a este
perfil de expresion, y siguiendo los mismos criterios semicuantitativos previamente establecidos para

clasificar la MFI como baja, intermedia o alta, se procedié a la asignacion fenotipica de cada clister.

Esta caracterizacion funcional reveld patrones de expresion coherentes que permitieron identificar y
reagrupar los clisteres en cuatro grandes poblaciones biolégicamente relevantes: (1) T activadas con
expresion elevada de CTLA-4, (2) T helper clasicas (Th), (3) T activadas con fenotipo parcialmente
exhausto, y (4) nTreg, con alta expresion de CD25 y FOXP3. Esta fusion redujo el nimero de clisteres de

18 a 4, optimizando la interpretacion bioldgica del mapa inmunolégico (Figura 55c¢).
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Figura 56 | Identificacion y consolidacién fenotipica de subpoblaciones CD4* mediante clusterizacién no supervisada. a)
Proyeccion UMAP con la asignacion de cliisteres generados mediante el algoritmo de agrupamiento tipo elbow, con un valor éptimo
de k = 18. Cada color representa un clister distinto. b) Heatmap de la mediana de fluorescencia (MFI) para cada marcador por clister.
La intensidad del color refleja el nivel de expresion relativa (baja, intermedia o alta), lo que permitié una aproximacion
semicuantitativa para la clasificacién funcional de cada agrupamiento. ¢) Reasignacion fenotipica de los 18 clisteres originales en 6
poblaciones inmunoldgicas mayores: células T activadas CTLA-4", células Th, células T activadas parcialmente exhaustas, células T
activadas y nTreg. Esta consolidacion se realizo en base a la similitud en los perfiles de expresion, permitiendo una interpretacion mds
robusta del paisaje inmunolégico CD4",
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A continuacidn, y al igual que en el bloque anterior, se evalué de forma cuantitativa el efecto de cada
tratamiento farmacolégico sobre las principales subpoblaciones inmunoldgicas previamente definidas,
considerando la variacién en concentracion y la presencia o ausencia de estimulo. Este analisis permite

inferir de manera integrada los patrones de respuesta fenotipica inducidos por cada farmaco.

A nivel visual, los UMAP correspondientes al tratamiento con leniolisib muestran alteraciones
fenotipicas detectables en la distribucién espacial de las subpoblaciones T CD4* en comparacion con las
condiciones control. En las muestras controles sin estimulo (NA-Control-N) y con estimulo (NA-Control-S),
se observa una organizacion bastante equilibrada de las principales poblaciones inmunolégicas, con un
dominio de las células Th (verde) distribuidas en el centro del mapa y una presencia estructurada de nTreg

(marrén), células activadas (lila) y células activadas exhaustas (rojo) en zonas periféricas bien delimitadas.
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Figura 57 | Representacion topolégica de las subpoblaciones CD4+ (II) bajo tratamiento con leniolisib a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 6 clusteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin farmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con leniolisib a tres concentraciones (1.9, 3.79 y 18.95 uM), tanto en
reposo (N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a
una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.
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Sin embargo, tras la exposicién a Leniolisib, independientemente de la dosis y la condicién de estimulo, se
aprecia una contracciéon del area ocupada por las células Th, que pasan a estar menos densamente
agrupadas, y una pérdida relativa de otras poblaciones, especialmente las células T activadas y nTreg, que
tienden a ocupar regiones del mapa previamente mas pobladas. Ademas, se percibe una mayor difusiéon de

las poblaciones activadas CTLA-4" (naranja) y activadas exhaustas. Esta reorganizacion sugiere un efecto

redistributivo del firmaco sobre los fenotipos inmunes (Figura 57).

Tras la aplicacion de los tes estadisticos con sus respectivas correcciones, ninguna de las diferencias
observadas alcanzé significacién estadistica, lo cual sugiere que los cambios fenotipicos detectados no

pueden atribuirse de forma concluyente al efecto del tratamiento bajo el tamafio muestral evaluado (n=5

por condicién) (Figura 58).
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Figura 58 | Distribucion porcentual de seis subpoblaciones T tras incubacion con leniolisib (1.9, 3.79 y 18.95 uM) #+
estimulacién PMA-ionomicina. Cada caja representa mediana y rango intercuartilico; los puntos individuales muestran la dispersion
muestral. Las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn con correccién FDR no evidenciaron diferencias significativas entre condiciones.
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A pesar de ello, a nivel descriptivo, se observa una tendencia consistente de mayor frecuencia relativa
de células nTreg en los controles, especialmente en la condicién estimulada (NA-Control-S), en
comparacion con las condiciones expuestas a Leniolisib. Este patron refleja una posible inhibicién del
mantenimiento o expansion de células T reguladoras naturales por el fairmaco, en linea con lo observado

previamente en el primer panel CD4 (I).

En contraste, las células Th tienden a mostrar proporciones mas elevadas en las condiciones tratadas
con Leniolisib, lo que podria sugerir una expansién compensatoria de subpoblaciones efectoras en
detrimento del compartimento regulador. Las poblaciones de T activadas, T activadas CTLA-4* y T

activadas exhaustas se mantienen bajas y sin variaciones destacables entre condiciones.

En las proyecciones UMAP correspondientes a las distintas condiciones del tratamiento con tacrolimus,
no se aprecian alteraciones topograficas marcadas en la distribucion global de las subpoblaciones T CD4*
con respecto a los controles. La organizaciéon espacial de las principales poblaciones se mantiene
relativamente constante, preservando la arquitectura fenotipica general.
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Figura 59 | Representacion topoldgica de las subpoblaciones CD4+ (II) bajo tratamiento con tacrélimus a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 6 clusteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin farmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con tacrélimus a tres concentraciones (5, 10 y 15 ng/mL), tanto en
reposo (N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a
una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.
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No obstante, se observa de forma recurrente un leve incremento en la densidad y expansiéon de la
poblaciéon de células T activadas exhaustas (rojo) en multiples condiciones con tacrolimus, tanto en
presencia como en ausencia de estimulo (Figura 59). Esta expansién, aunque no dramatica en términos de
distribucién, podria reflejar una tendencia sutil hacia un estado de activacion sostenida y disfuncionalidad
en ciertas subpoblaciones, posiblemente relacionada con el mecanismo inmunosupresor del farmaco. A
pesar de ello, los cambios observados no alteran de manera significativa la topografia global, lo que sugiere
un impacto mas moderado del tacrolimus sobre la reprogramacion fenotipica global de las células T CD4*

bajo estas condiciones.

Al igual que en los resultados anteriores, ninguna de las comparaciones alcanzé significacion
estadistica. Como Unico a destacar es la presencia de algunos valores atipicos (outliers) en la poblaciéon T
activadas CTLA-4", que alcanzan niveles muy elevados en una de las condiciones, pero que no representan

una tendencia general (Figura 60).
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Figura 60 | Distribucién porcentual de seis subpoblaciones T tras incubacion con tacrolimus (5, 10 y 15 ng/ml) #
estimulacién PMA-ionomicina. Cada caja representa mediana y rango intercuartilico; los puntos individuales muestran la dispersion
muestral. Las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn con correccion FDR no evidenciaron diferencias significativas entre condiciones. DFE:
Désis-Farmaco-Estimulo.
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En las representaciones UMAP correspondientes al tratamiento con acido micofendlico, tanto en
condiciones estimuladas como en reposo, se observa una conservaciéon sustancial de la topografia
fenotipica general respecto a los controles (Figura 61). Las principales subpoblaciones mantienen una
distribuciéon espacial estable, sin evidencias visuales de expansion, desplazamiento o desaparicidon
significativas. Este patrén sugiere que, bajo las condiciones experimentales utilizadas, el &cido micofendlico
no induce modificaciones fenotipicas notorias en las células T CD4*, al menos no lo suficientemente

marcadas como para alterar la estructura del espacio UMAP.
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Figura 61 | Representacion topoldgica de las subpoblaciones CD4+(II) bajo tratamiento con dcido micofendlico a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 6 clusteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin farmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con dcido micofendlico a tres concentraciones (5, 10y 15 ng/mL), tanto
en reposo (N) como bajo estimulacion con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde
a una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.

Tras aplicar los métodos estadisticos, los resultados cuantitativos reflejados en el grafico no revelan

diferencias estadisticamente significativas entre condiciones. A nivel descriptivo, las subpoblaciones
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analizadas mantienen una distribucion relativamente homogénea entre las distintas concentraciones y

condiciones de estimulacion (Figura 62). Aunque se aprecian ligeras variaciones en la mediana y la

dispersion (como un leve descenso de las Th en condiciones estimuladas), estos patrones no alcanzan

umbrales de significancia. En conjunto, los datos sugieren que, bajo las condiciones experimentales

evaluadas, el acido micofendlico no ejerce un impacto fenotipico relevante sobre las principales

subpoblaciones T CD4".
nTreg Sin.clasificar. T.activadas.CTLA.4
12
. 504 . 60 4 .
. .
.
. 404
94 b 1
40 4
. 30-
]
6 - )| r
20 .
r 20
.
- .
3 10
.
E . O‘é Q $ m 0-—*—*—-_*
e
g T.activado T.activado.exhausto Th
g o . -1-
404 t
1L 1
304 + .
B
404 504
204
204 104 . 25 4 T
. .
o4 e s ==y ]
9 9 9 9 9 9 9 9 9 9
7$c>’,o7\A eo &'éo\ o’éo’,o’eo’ o'eo o\éo\ o:éo‘,o"so’ o & o\’éo\'
A AP A W O A AP A A i o O S A AP A A A o O K
S P L OO L &8 S P L OO L &8 S P LT OO O &8
6@\ & & 6\Q> 6@,{\0\@ [N 5\0\ & 6@\ 0\6(\6@ [N 6\0\ & 6\6\ 6\?} oo
@&\o\\o&-\\b@\\\o\?‘\‘? \(,-\\o\o/\-\\c,\c,\\\o\?'\? \q,v\\o\\c,/\\@@\\\o\V\‘?*
LSS &SI ST TS ST ST NS &
QTGO @ @ Q" Q& G 9 9 Q" W% B 9 @
NN NEESEEN RN B AN RN

Condicion DFE

Figura 62 | Distribucion porcentual de seis subpoblaciones T tras incubacién con dcido micofendlico (5, 10 y 15 ng ml™) #
estimulacién PMA-ionomicina durante 72h. Las cajas muestran mediana y rango intercuartilico; los puntos representan valores
individuales. Los tests de Kruskal-Wallis y Dunn (FDR) no revelaron diferencias significativas entre condiciones. DFE: Désis-Fdrmaco-

Estimulo.

En relacién con el tratamiento con rapamicina, el andlisis visual de los mapas UMAP no revela

alteraciones sustanciales en la topografia fenotipica global respecto al control, tanto en condiciones
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estimuladas como no estimuladas. La distribucién espacial de las principales subpoblaciones T CD4" se
conserva de manera generalizada, sin observarse desplazamientos evidentes ni expansion o contraccion
destacable de clusteres especificos (Figura 63). Las poblaciones Th, nTreg y T activadas mantienen su
localizacion y densidad relativas a lo largo de las diferentes concentraciones del farmaco, lo que sugiere una

estabilidad fenotipica bajo las condiciones evaluadas.
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Figura 63 | Representacion topolégica de las subpoblaciones CD4+ (II) bajo tratamiento con rapamicina a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucién de 11 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin fdrmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con rapamicina a tres concentraciones (20, 100y 500 ng/mL), tanto en
reposo (N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a
una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.

En el analisis cuantitativo de las subpoblaciones T CD4" bajo tratamiento con rapamicina, no se
identificaron diferencias estadisticamente significativas entre condiciones, como se confirmé mediante
pruebas de Kruskal-Wallis con correccién FDR y andlisis post hoc de Dunn (Figura 64). A nivel visual, las
distribuciones de nTreg, Th y células activadas permanecen relativamente estables en todas las

concentraciones del farmaco, con perfiles superponibles a los observados en los controles.
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Figura 64 | Distribucion porcentual de seis subpoblaciones T tras incubacion con rapamicina (20, 100 y 500 ng/ml) +
estimulacién PMA-ionomicina. Cada caja representa mediana y rango intercuartilico; los puntos individuales muestran la dispersion
muestral. Las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn con correccion FDR no evidenciaron diferencias significativas entre condiciones. DFE:
Désis-Farmaco-Estimulo.

En las proyecciones UMAP de las condiciones tratadas con ruxolitinib, tanto en presencia como en
ausencia de estimulo, no se observaron alteraciones notables en la topografia fenotipica global en
comparacion con los controles (Figura 65). Las principales subpoblaciones inmunolégicas, incluyendo las
células Th, T activadas, T activadas exhaustas y nTreg, conservaron su localizacién espacial y densidad

relativa dentro del mapa. A pesar de ligeras variaciones visuales esperables por la variabilidad biolégica,
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no se evidencian redistribuciones consistentes o expansiones celulares atribuibles al tratamiento,

sugiriendo un impacto fenotipico limitado o ausente del ruxolitinib en esta configuraciéon experimental.
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Figura 65 | Distribucién fenotipica de subpoblaciones de células T en condiciones de tratamiento con ruxolitinib. Se muestran
las proyecciones UMAP correspondientes a PBMCs tratadas con distintas concentraciones de ruxolitinib (0.1, 0.3 y 1 uM), tanto en
condiciones de reposo (N) como estimuladas con PMA e ionomicina (S), comparadas con controles no tratados (NA-control-N y NA-
control-S). Cada color representa una subpoblacién inmunolégica previamente definida tras el proceso de clusterizacién y anotacion
fenotipica (ver métodos). En términos generales, no se observaron alteraciones relevantes en la topografia ni redistribuciones
significativas de las principales poblaciones celulares tras el tratamiento, lo que sugiere un impacto fenotipico minimo de ruxolitinib
sobre el compartimento T CD4* en este modelo. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.

De igual modo que los casos anteriores, no se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre condiciones, ni en presencia ni en ausencia de estimulo. Aunque se observaron ligeras variaciones en
la mediana de algunas poblaciones, como nTreg, células activadas o Th, estas fluctuaciones no fueron
consistentes ni relevantes a nivel estadistico (Figura 66). En conjunto, los resultados sugieren que
ruxolitinib no ejerce un impacto fenotipico robusto sobre las proporciones relativas de las principales

subpoblaciones T CD4" en este modelo.
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Figura 66 | Porcentaje de las principales subpoblaciones de células T CD4" tras exposicion a distintas condiciones de
tratamiento con ruxolitinib, en presencia (S) o ausencia (N) de estimulo con PMA e ionomicina. Se representan las medianasy
rangos intercuartilicos del porcentaje relativo de cada subpoblacién respecto al total de eventos, para cada condicion experimental (n
= 5 por grupo). No se observaron diferencias estadisticamente significativas mediante prueba de Kruskal-Wallis con correccién por
FDR, ni en el andlisis post hoc de Dunn para comparaciones miuiltiples. DFE: Désis-Fdarmaco-Estimulo.

En resumen, el andlisis inmunofenotipico de las células T CD4* revel6 que ninguno de los cinco farmacos
evaluados (leniolisib, tacrolimus, micofenolato, rapamicina y ruxolitinib), ni sus respectivas dosis y
condiciones de estimulacién, produjo alteraciones estadisticamente significativas en la distribuciéon
proporcional de las principales subpoblaciones celulares definidas en el espacio UMAP. A pesar de ciertas
variaciones visuales entre condiciones, como la tendencia a una mayor proporciéon de nTreg en los controles

o el incremento de células T activadas o exhaustas en algunos tratamientos, estas diferencias no alcanzaron
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significancia tras los andlisis no paramétricos (Kruskal-Wallis seguido de Dunn con correccién FDR). Estos
hallazgos sugieren que, en las condiciones experimentales evaluadas, los firmacos no generan una
remodelacion fenotipica robusta y reproducible sobre las subpoblaciones T CD4*, lo que resalta la
estabilidad relativa del compartimento celular analizado o la necesidad de modelos méas sensibles para

detectar efectos sutiles.

En el andlisis topografico de las poblaciones CD8" representadas mediante proyecciones UMAP por
condicion farmacolégica, se observo que la mayoria de los tratamientos preservaron de forma general la
arquitectura fenotipica del control, manteniendo las regiones estructurales principales y con una ligera
redistribucion de la densidad hacia areas centrales del mapa (Figura 67). Esta reorganizacion sugiere una
modulacién sutil sin pérdida evidente de subpoblaciones celulares. Sin embargo, el caso del leniolisib
destacd por mostrar una reducciéon marcada en la densidad celular global y la pérdida parcial de estructuras
periféricas, particularmente una rama prominente en el cuadrante superior derecho, lo que podria indicar
una contraccion de subtipos especificos o una reprogramacion fenotipica mas profunda inducida por este

farmaco.
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Figura 67 | Proyeccion UMAP de células T CD8" tras tratamiento con diferentes farmacos inmunomoduladores. Se representa
la densidad de eventos celulares en el espacio UMAP para la condicién control (sin tratamiento) y para las condiciones tratadas con
leniolisib, tacrélimus, micofenolato mofetilo, rapamicina y ruxolitinib. Cada mapa muestra la distribucién fenotipica de las células,
coloreada segtin densidad (azul: baja, rojo: alta).
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Para caracterizar fenotipicamente el compartimento CD8" en esta tercera tanda experimental, se aplicd
una clusterizacién no supervisada de los eventos celulares utilizando el método elbow, que indicé un
numero dptimo de agrupamientos de k = 18. Los clusteres resultantes fueron proyectados en el espacio
UMAP (Figura 68a), revelando una organizacion estructurada y heterogénea del compartimento CD8*.
Posteriormente, se calcularon las medianas de la intensidad fluorescente (MFI) para cada marcador en cada
uno de los 18 clusteres, generando un heatmap comparativo (Figura 68b). A partir de estos perfiles de
expresion, y utilizando los criterios semicuantitativos previamente definidos para clasificar la MFI como
bajo (<1), intermedio (1-2), y alto (>2), se procedié a la asignaciéon fenotipica de cada cluster.
Esta caracterizaciéon permitié reagrupar los clisteres en 12 poblaciones funcionales distintas con
relevancia inmunobioldgica (Figura 68c). Esta reclasificacion redujo la complejidad del andlisis, facilitando
la interpretacion funcional del mapa inmunolégico y destacando la diversidad de estados de activaciéon y

diferenciacion dentro del compartimento CD8*.
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Figura 68 | Andlisis fenotipico del compartimento CD8* mediante clusterizacion no supervisada. a) Representacion UMAP de
los eventos celulares CD8* agrupados por el método elbow, que determind un niimero dptimo de 18 clisteres (Elbow01-Elbow18), cada
uno representado con un color distinto. b) Reagrupamiento de los cluisteres en 10 poblaciones funcionales biolégicamente relevantes,
seguin el perfil de expresion de marcadores de activacion, regulacion e inhibicién: CD8 efectoras activadas, CD8 efectoras, CD8 en
transicion reguladora, CD8 parcialmente activadas, CD8 virgenes, CD8 no activadas, CD8 NK-like activadas, CD8 reguladoras, CD8
activadas y CD8 exhaustas. c) Heatmap de la mediana de la intensidad fluorescente (MFI) para cada marcador en los 18 cliisteres,
utilizado como base para la asignacion fenotipica. La intensidad del color refleja el nivel relativo de expresion (bajo a alto) para cada
marcador, segtn criterios semicuantitativos.
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A nivel visual general, la comparacion entre NA-N-Control y NA-S-Control revela una clara disminucién en la densidad global
de eventos en el espacio UMAP tras la estimulacion, evidenciada por la pérdida notable de puntos coloreados. Esta reduccion indica
una disminucién en la abundancia de células CD8*, posiblemente asociada a activacién seguida de apoptosis o a una disfuncién
inducida por el estimulo. Al observar las condiciones no estimuladas tratadas con Leniolisib (NA-N), se mantiene una
distribucion relativamente estable de eventos celulares a lo largo del espacio UMAP, similar a la del control no estimulado, aunque
con notables perdidas de densidad sobre todo en los espacios superiores y el brazo inferior del UMAP. Esto sugiere que, en ausencia
de estimulo, leniolisib no altera drasticamente la densidad global del compartimento CD8*, manteniendo una estructura

poblacional conservada incluso a concentraciones altas (Figura 69).

En cambio, en las condiciones estimuladas con Leniolisib (NA-S), se evidencia una recuperacion parcial de la densidad de
eventos en comparacion con el control estimulado. A medida que aumenta la concentracion del inhibidor, se observa una mayor

presencia de puntos en el UMAP, lo que indica que leniolisib podria proteger o preserva la viabilidad de las células CD8" frente al

estimulo.
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Figura 69 | Representacion topolégica de las subpoblaciones CD8+ bajo tratamiento con leniolisib a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 12 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin farmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con leniolisib a tres concentraciones (1.9, 3.79 y 18.95 uM), tanto en
reposo (N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a
una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.
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Si bien se aprecian variaciones aparentes en la proporcion de varias subpoblaciones tras la cuantificacién de las diferencias
observadas en el UMAP (en particular, una tendencia a la disminucién de CD8 efectoras y un aumento relativo de CD8 no activadas
o virgenes en condiciones tratadas), los analisis estadisticos mediante pruebas de Kruskal-Wallis con correccién por FDR, seguidos
de pruebas post hoc de Dunn también con FDR, no revelaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos (Figura 70).
Estos resultados sugieren que, a pesar de la redistribucién visual evidente observada en el espacio UMAP, las diferencias
cuantitativas en las proporciones de subpoblaciones CD8* no alcanzan significacién estadistica, lo que puede atribuirse a la
variabilidad intra-grupo o al tamafio muestral. En conjunto, estos datos respaldan un efecto modulador de Leniolisib detectable a

nivel espacial y cualitativo (UMAP), aunque no cuantitativamente concluyente en términos de frecuencias relativas globales.
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Figura 70 | Distribucién porcentual de doce subpoblaciones T tras incubacién con leniolisib (1.9, 3.79 y 18.95 uM) #+
estimulacién PMA-ionomicina. Cada caja representa mediana y rango intercuartilico; los puntos individuales muestran la dispersion
muestral. Las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn con correccion FDR no evidenciaron diferencias significativas entre condiciones. DFE:
Désis-Farmaco-Estimulo.

134



Resultados

El analisis topogréafico de las células CD8* tras tratamiento con tacrolimus reveld patrones distintos en funcién de la condicion

de estimulacion. La comparacion entre el control sin estimulo (NA-N-Control) y el control con estimulo (NA-S-Control) mostro,

como en analisis previos, una drastica disminucién en la densidad celular en respuesta al estimulo, reflejada en una menor

cantidad de puntos distribuidos en el espacio UMAP. En contraste, las condiciones tratadas con tacrolimus sin estimulo (DFE:5, 10

y 15-N) mostraron un perfil topografico practicamente idéntico al control no estimulado, con una densidad celular alta y una

distribuciéon ampliamente conservada, lo que sugiere que tacrolimus no altera de forma apreciable el estado basal del

compartimento CD8* (Figura 71). Sin embargo, en las condiciones estimuladas tratadas con tacrolimus (DFE:5, 10 y 15-S), se

observd una ligera pérdida de densidad celular generalizada, aunque significativamente menor que la observada en el

control estimulado. Este patréon sugiere que tacrolimus atenda parcialmente la pérdida celular inducida por el estimulo,

preservando en mayor medida la densidad y la diversidad topografica del compartimento CD8".
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Figura 71 | Representacion topoldgica de las subpoblaciones CD8+ bajo tratamiento con tacrélimus a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 12 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin farmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con tacrélimus a tres concentraciones (5, 10 y 15 ng/mL), tanto en
reposo (N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a
una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.
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Al igual que en el analisis anterior, se aplicaron pruebas de Kruskal-Wallis con correcciéon por FDR y pruebas post hoc de Dunn
también ajustadas por FDR, sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones. A nivel descriptivo,
se observan tendencias interesantes, como una mayor proporcién de células CD8* no activadas y virgenes, asi como una menor
representacion de poblaciones activadas y efectoras en comparacion con el control estimulado (Figura 72). Estas diferencias, sin
embargo, no alcanzaron significacion estadistica, lo que sugiere que, si bien tacrolimus parece preservar visualmente la densidad
celular, estas variaciones no se reflejan de forma robusta en los porcentajes relativos cuantificados. Asi, los resultados cuantitativos
complementan el analisis topografico previo, indicando un posible efecto modulador sutil del farmaco que merece analisis mas

profundo en términos funcionales o longitudinales.

CD8.activadas. CD8.efectoras. CD8.efectoras.activadas
50 - . 404 . 204 e ht
40 - J 1
[ : 30 t 1 15- b
30 1 20 e .
204 L 104 ;
10 1 $ e 5 4 b .
B & A=
0- *D-.'- +$* o-mD¥ **Dm 0- D-.-—-‘--—o--.-
CD8.exhaustas. CDB8.NK like. CDB8.NK like.activado
. 30+ .
b L]
.
40 A 20 o ° 10

20 1 10_& . é 541 .
O-éD-‘--—n—-.—-‘--.— 04 m Dm O-D.—*J-‘--‘--.--;-

8
=i
g CD8.no.activadas CD8.parcialmente.activadas CD8.reguladoras.
< 501 80 . 804 7 .
.
404 60+ 3 60 > .
30 40- d aw0q{
20 1 20
- 20-
B 2fslln 0=
0- 0 0- - P cqpn Y g SO
CDa8.transicion.regulador CD8.virgenes Sin.clasificar
. 50_ .
10_ 40" 10' o
30 1 .
r .
5- E ? 20_% I E N : -
Gl P Parm=
O- T T T T T T T : O- T T T T T T OO- T T ? T ? .l ; .l
2] o & > O > o\ © © © © © © O O
Y ¥ ¥ ¥ § L (O R Y ¥ 0 NN NS N
SORNEY o<\‘ & S o“‘ SN ‘° & S S
o\c}o‘oo\\o O L L L O & S LS
e&’b ,\'bé,\’b <2 ,\’b <2 vé v e,\'b ,\’be«'b ,qo z\'b% ?‘\; :\’b@{(b\g{\’b :\'be:\’b <2 v{é ?:@
RS ; 2> ¢ > Al
RS .\,0 g ,\go <o o) RS N ¢> “ NG G 9T @

Condicion DFE

Figura 72 | Distribucién porcentual de doce subpoblaciones T tras incubacién con tacrélimus (5, 10 y 15 ng/mL) +
estimulacién PMA-ionomicina. Cada caja representa mediana y rango intercuartilico; los puntos individuales muestran la dispersion
muestral. Las pruebas de Kruskal-Wallis y Dunn con correccion FDR no evidenciaron diferencias significativas entre condiciones. DFE:
Désis-Farmaco-Estimulo.
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En el andlisis topografico del compartimento CD8* bajo tratamiento con acido micofendlico, se observ) un patrén muy similar
al registrado en los casos anteriores. Al comparar el control sin estimulo (NA-N-Control) con el control estimulado (NA-S-Control),
se evidenci6é una notable pérdida de densidad celular en respuesta al estimulo, reflejada en una menor cantidad de eventos
distribuidos en el espacio UMAP. En las condiciones tratadas con acido micofendlico sin estimulo (DFE:5, 10 y 15-N), la
distribucion celular se mantuvo muy similar al control no estimulado, con una densidad homogénea y preservacion de la
topografia global, lo que indica que el tratamiento no modifica sustancialmente el estado basal del compartimento CD8". En las
condiciones con estimulo (DFE:5, 10 y 15-S), el patrén espacial fue muy comparable al observado en el control estimulado, con
una pérdida generalizada de densidad, sin una recuperacién aparente atribuible al farmaco. Estos resultados sugieren que, a nivel
visual, el 4cido micofendlico no revierte el impacto del estimulo sobre la topografia del compartimento CD8"* y su perfil se

asemeja en gran medida al de los controles respectivos, tanto en ausencia como en presencia de estimulo (Figura 73).
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Figura 73 | Representacion topoldgica de las subpoblaciones CD8+ bajo tratamiento con dcido micofendlico a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 12 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin farmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con dcido micofendlico a tres concentraciones (5, 10y 15 ng/mL), tanto
en reposo (N) como bajo estimulacion con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde
a una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.

Las frecuencias relativas de las subpoblaciones CD8* bajo tratamiento con acido micofenélico fueron representadas mediante

diagramas de caja para explorar posibles tendencias globales entre condiciones. Si bien se aprecia una considerable variabilidad
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interindividual en algunas subpoblaciones (especialmente en CD8 no activadas, parcialmente activadas, virgenes y de transicién
reguladora), la distribucién general de los porcentajes no mostrd patrones consistentes ni desplazamientos marcados entre las
condiciones tratadas y los controles (Figura 74). Los analisis estadisticos mediante pruebas no paramétricas y correcciones por
FDR no revelaron diferencias significativas. En este contexto, los resultados cuantitativos respaldan la observacién cualitativa
previa en los mapas UMAP, donde el acido micofendlico no inducia una redistribucién celular apreciable respecto a sus controles
correspondientes. En conjunto, estos datos sugieren que, en las condiciones evaluadas, el acido micofenélico mantiene un impacto

limitado sobre la composicién relativa de las subpoblaciones CD8*.
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Figura 74 | Cuantificacion de subpoblaciones CD8 tras tratamiento con dcido micofendlico. Diagramas de caja que representan
el porcentaje de cada subpoblacién CD8* sobre el total de eventos, bajo distintas condiciones experimentales con dcido micofendlico
(5, 10y 15 DFE), en presencia o ausencia de estimulo, comparadas con los controles respectivos. Las cajas muestran la mediana, el
rango intercuartilico y los valores atipicos individuales. Si bien se aprecian variaciones en la distribucién de algunas poblaciones,
particularmente en CD8 no activadas, virgenes y parcialmente activadas, los andlisis estadisticos mediante pruebas de Kruskal-Wallis
con correccion FDR y post hoc de Dunn no identificaron diferencias significativas entre grupos. Estos resultados cuantitativos son
consistentes con el andlisis visual previo de los UMAPs, indicando un impacto limitado del tratamiento sobre la composicion relativa
del compartimento CD8”. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo.
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El perfil espacial de las células CD8* tras tratamiento con rapamicina no evidencié alteraciones marcadas respecto a sus
respectivos controles. En condiciones sin estimulo, la distribucién de eventos en los mapas UMAP permanecio estable a través de
las tres concentraciones evaluadas, mostrando una organizacion celular casi indistinguible de la observada en el control no
estimulado. En presencia de estimulo, los mapas correspondientes al tratamiento con rapamicina si reflejaron una reduccién en la
densidad celular, aunque esta disminucion fue visiblemente menos pronunciada que en el control estimulado. Esta observacion
sugiere que el tratamiento contribuye a preservar parcialmente la integridad del compartimento CD8* frente al estimulo, sin
inducir desplazamientos espaciales relevantes ni reorganizaciones fenotipicas amplias (Figura 75). En conjunto, los datos
topograficos apuntan a un efecto atenuador de la rapamicina, sin generar un cambio drastico en la estructura global del

compartimento.
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Figura 75 | Representacién topolégica de las subpoblaciones CD8+ bajo tratamiento con rapamicina a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 12 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin fdrmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con rapamicina a tres concentraciones (20, 100 y 500 ng/mL), tanto en
reposo (N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a
una subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.

De igual manera que la trayectoria seguida hasta el momento, aunque se observaron ciertas fluctuaciones en la frecuencia de
poblaciones como CD8 efectoras, virgenes y no activadas, estas variaciones no siguieron un patrdn consistente entre dosis ni entre

condiciones con y sin estimulo. La dispersion de los datos fue considerable en varias poblaciones, reflejando una alta variabilidad
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interindividual. Las pruebas estadisticas aplicadas no identificaron diferencias significativas entre grupos (Figura 76). Por tanto,
los resultados cuantitativos no evidencian un efecto marcado de rapamicina sobre la composicion relativa del compartimento CD8*,

lo que es coherente con los analisis topograficos previos, donde tampoco se observaron reorganizaciones fenotipicas destacables.
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Figura 76 | Cuantificaciéon de subpoblaciones CD8* tras tratamiento con rapamicina. Diagramas de caja representando el
porcentaje de cada subpoblacién CD8" sobre el total de eventos en las distintas condiciones experimentales con rapamicina (20, 100 y
500 DFE), tanto en ausencia como en presencia de estimulo, comparadas con sus respectivos controles. Las cajas indican la mediana,
los rangos intercuartilicos y los valores atipicos individuales. Aunque se observaron variaciones en algunas poblaciones, como CD8
efectoras, virgenes y no activadas, los andlisis estadisticos (Kruskal-Wallis con correccion FDR y test post hoc de Dunn) no mostraron
diferencias significativas. Estos resultados cuantitativos son congruentes con la estabilidad observada en el andlisis topogrdfico previo,
sugiriendo que rapamicina no produce cambios sustanciales en la composicion proporcional del compartimento CD8* bajo las
condiciones evaluadas. DFE: Désis-Fdrmaco-Estimulo.
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El andlisis UMAP del compartimento CD8* en las condiciones tratadas con ruxolitinib mostré un perfil topografico
notablemente estable, con escasas diferencias visuales respecto a sus controles correspondientes. En las condiciones sin
estimulo, las distribuciones celulares bajo ruxolitinib (0.1, 0.3 y 1 DFE) fueron practicamente indistinguibles del control no
estimulado, manteniendo una densidad y organizacion espacial coherentes (Figura 77). De igual forma, en presencia de estimulo,
los mapas asociados al tratamiento tampoco mostraron una recuperacion evidente de la pérdida de densidad observada en el
control estimulado, ni una redistribucién fenotipica destacable. En conjunto, los datos topograficos sugieren que, en las
concentraciones evaluadas, ruxolitinib no ejerce un efecto detectable sobre la estructura ni la composicion espacial del

compartimento CD8", al menos bajo condiciones in vitro en este modelo experimental.
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Figura 77 | Representacion topolégica de las subpoblaciones CD8+ bajo tratamiento con ruxolitinib a diferentes
concentraciones. Mapas UMAP que muestran la distribucion de 12 clisteres inmunofenotipicos definidos previamente, en condiciones
de control (sin fdrmaco, con y sin estimulo) y tras tratamiento con ruxolitinib a tres concentraciones (0.1, 0.3y 1 uM), tanto en reposo
(N) como bajo estimulacién con PMA/ionomicina (S). Cada punto representa un evento individual y cada color corresponde a una
subpoblacion especifica identificada por su perfil de expresion. DFE: Désis-Farmaco-Estimulo. Escanear QR.

La cuantificacién de las subpoblaciones CD8* bajo tratamiento con ruxolitinib mostré una distribucién porcentual amplia y

heterogénea, sin patrones claramente definidos entre dosis ni entre condiciones con o sin estimulo. Si bien algunas poblaciones,

como CD8 efectoras, virgenes y no activadas, presentaron cierta dispersion en los valores, esta variabilidad fue compartida por los

controles, y no se identificaron desplazamientos proporcionales consistentes atribuibles al tratamiento. En general, las medianas
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de las frecuencias relativas para cada subpoblacién se mantuvieron dentro de rangos similares entre condiciones, y la ausencia de
tendencias direccionales refuerza la impresion de estabilidad observada previamente en el analisis topografico (Figura 78). Estos
resultados cuantitativos respaldan la interpretacion de que, en las condiciones evaluadas, ruxolitinib no induce una modificacién

sustancial en la composicién relativa del compartimento CD8*.
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Figura 78 | Cuantificaciéon de subpoblaciones CD8"* tras tratamiento con ruxolitinib. Diagramas de caja representando el
porcentaje de cada subpoblacion CD8” sobre el total de eventos en las distintas condiciones experimentales con ruxolitinib (0.1, 0.3 y 1
DFE), tanto en ausencia como en presencia de estimulo, comparadas con sus respectivos controles. Las cajas indican la mediana, los
rangos intercuartilicos y los valores atipicos individuales. Aunque se observaron variaciones en algunas poblaciones, como CD8
efectoras, virgenes y no activadas, los andlisis estadisticos (Kruskal-Wallis con correccion FDR y test post hoc de Dunn) no mostraron
diferencias significativas. Estos resultados cuantitativos son congruentes con la estabilidad observada en el andlisis topogrdfico previo,
sugiriendo que rapamicina no produce cambios sustanciales en la composicion proporcional del compartimento CD8* bajo las
condiciones evaluadas. DFE: Désis-Fdrmaco-Estimulo.
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Debido ala disponibilidad limitada de marcadores especificos para identificar células T reguladoras tipo
1 (Tr1), se opté por una estrategia alternativa basada en reduccién dimensional. En lugar del enfoque UMAP
aplicado previamente, se utilizé un analisis de componentes principales (PCA), dada su idoneidad para
estructuras con menor complejidad fenotipica y con el objetivo de preservar la variabilidad explicada de
forma lineal. El resultado de esta transformacion se muestra en la Figura 79a, donde los eventos celulares
de los 160 archivos fueron proyectados en el espacio PCA, permitiendo visualizar la densidad global del

compartimento.

Posteriormente, sobre el espacio PCA reducido, se implement6 un gating manual dirigido, utilizando
como criterio el patrén de expresion de los marcadores clave disponibles: FoxP3, CD49b y LAG-3. En el
panel central, se identific6 una subpoblacion FoxP3"CD49b* (Figura 79b). A continuacion, en el panel
derecho, se refin6 alin mas esta poblacién en funcién de la coexpresidon de LAG-3 y la exclusién de FoxP3,

obteniéndose el fenotipo Tr1 clasico (CD3+*CD4+FoxP3~CD49b*LAG-3") (Figura 79c).

En conjunto, esta estrategia combinada de reduccién dimensional y gating manual permitié abordar la

identificacion de células Tr1 a pesar de la limitaciéon de marcadores disponibles para su analisis funcional

posterior.
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Figura 79 | Estrategia de identificacion de células T reguladoras tipo 1 (Tr1l) mediante reduccién dimensional y gating
manual. a) Representacion de los eventos celulares en el espacio PCA tras la reduccion dimensional aplicada sobre datos previamente
procesados por UMAP con 160 archivos superpuestos. b) Aplicacién de un gating manual sobre la poblacién FoxP3 CD49b"
seleccionada como poblacion candidata Tr1 inicial (1.39 % del total). ¢) Refinamiento posterior de la subpoblaciéon Tr1 mediante
coexpresion de LAG-3 y exclusion de FoxP3, resultando en un 50.71 % de eventos positivos dentro del gate. Esta estrategia permitio la
identificacién de células con fenotipo compatible con Tr1 (FoxP3 CD49b*LAG-3*), compensando la falta de marcadores cldsicos
CD3*CD4" en esta adquisicion.
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Tras la identificacion fenotipica de la poblacién Tr1, se cuantificé su frecuencia relativa (% del total) en
cada condicién experimental. Los diagramas de caja revelan una alta dispersion en los valores individuales
dentro de varios grupos, particularmente en las condiciones tratadas con tacrolimus, ruxolitinib y
micofenolato, donde se observaron valores maximos aislados considerablemente elevados. No obstante, en
términos globales, la mayoria de las condiciones mostraron frecuencias bajas y sin una tendencia clara
asociada al tipo de faArmaco o dosis utilizada. Cabe destacar que, en el control estimulado (NA-S-Control), la
proporcion de Trl fue consistentemente baja, mientras que el control no estimulado presenté una mayor
variabilidad. A pesar de estas fluctuaciones, el analisis estadistico no arrojo diferencias significativas entre

los grupos experimentales, lo que sugiere que, bajo las condiciones evaluadas, ninguno de los tratamientos

induce de forma consistente una expansion de la poblaciéon Tr1 (Figura 80).
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Figura 80 | Cuantificacién de células T reguladoras tipo 1 (Trl) en condiciones control y tras tratamiento con
inmunomoduladores. Diagramas de caja que representan la frecuencia relativa (%) de células Trl identificadas como
FoxP37CD49b*LAG-3" en cada condicién experimental. Aunque se observaron valores mdximos elevados en algunas muestras
individuales tratadas, especialmente con tacrolimus, ruxolitinib y micofenolato, la mayoria de las condiciones mostraron frecuencias
bajas y sin diferencias significativas.
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En este capitulo se abord¢ la caracterizaciéon inmunofenotipica de los principales subtipos de células T
reguladoras (incluyendo CD4*, CD8* y Tr1) bajo condiciones de estimulo y tratamiento con diferentes
agentes inmunomoduladores. A través de técnicas de reduccion dimensional (UMAP y PCA), clusterizacion
no supervisada y analisis cuantitativo de frecuencias celulares, se evalu6 de forma integrada el impacto de
leniolisib, tacrolimus, acido micofendlico, rapamicina y ruxolitinib sobre el perfil funcional y

estructural del compartimento T.

En el compartimento CD47, la estrategia de agrupamiento permiti6 identificar subconjuntos relevantes
como células activadas, reguladoras naturales (nTreg), y células T parcialmente exhaustas. Estas
poblaciones fueron posteriormente consolidadas en categorias funcionales mayores, observandose una
respuesta heterogénea a los distintos tratamientos. Si bien algunas condiciones mostraron patrones
topograficos diferenciados, las cuantificaciones no reflejaron diferencias estadisticamente significativas en

la proporcién relativa de los subconjuntos.

En cuanto a las células CD8, el analisis UMAP evidencié una reorganizacion espacial dependiente del
estimulo, con pérdida de densidad celular en las condiciones estimuladas. Leniolisib y rapamicina lograron
preservar parcialmente dicha densidad, mientras que acido micofendlico y ruxolitinib mostraron perfiles
mas neutros. Al igual que en CD4", los resultados cuantitativos no demostraron cambios estadisticamente
significativos entre grupos, aunque se identificaron algunas tendencias biol6gicamente relevantes, como la

estabilidad de las poblaciones virgenes y no activadas bajo ciertos tratamientos.

Finalmente, para el analisis de las células Tr1l se implement6é una estrategia alternativa basada en
reduccion PCA y gating manual. Aunque se observaron muestras individuales con proporciones elevadas
en algunas condiciones (particularmente con tacrolimus y ruxolitinib), la alta variabilidad interindividual
impidié alcanzar significacién estadistica. En conjunto, no se evidencié una expansion consistente de esta

poblacién bajo ninguno de los tratamientos evaluados.

En resumen, los resultados obtenidos indican que, aunque algunos inmunomoduladores inducen
cambios topograficos o tendencias funcionales discretas en el compartimento T, no se observan
alteraciones robustas ni consistentes a nivel cuantitativo. Estos hallazgos destacan la importancia de
combinar enfoques visuales y estadisticos en el estudio inmunoldgico, y ofrecen una base sélida para

futuros analisis funcionales o longitudinales.
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Con el objetivo de valorar la aplicabilidad de un kit multiplexado de cuantificaciéon fosfoproteica en
muestras clinicas de PBMCs, se analizaron datos normalizados frente a GAPDH para diez proteinas
sefializadoras clave, incluyendo ERK1/2, AKT, STAT3, NFkB, JNK y otras, en multiples condiciones
experimentales de control y tratamiento. Los resultados se interpretaron sobre una escala logaritmica de
expresion relativa (log10) y se complementaron con la estimacion del coeficiente de variacién (CV) como
métrica de dispersion intra-condicion. La evaluacion del kit multiplexado de deteccion de fosfo-proteinas
sobre PBMCs humanas se abordé mediante un enfoque dual: primero, caracterizando cuantitativamente la
respuesta inmunolégica en distintos contextos celulares, y posteriormente comparando dichos resultados
con los perfiles de activacién esperados seguin los controles estandar proporcionados por el fabricante. Esta
estrategia permitié no solo validar la sensibilidad y especificidad del ensayo, sino también explorar su
aplicabilidad real sobre muestras valiosas y biol6gicamente complejas como las obtenidas de pacientes con

PIRD.

En primer lugar, los controles celulares incluidos por el proveedor (A431 + EGF, HeLa + TNFa/Cal Ay
MCF7 + IGF1) mostraron patrones de activaciéon altamente definidos y diferenciales entre vias de
sefializacion, actuando como referencia para la interpretacidn biolégica. La estimulacién con EGF en A431
provoco una activacion masiva de ERK1/2, seguida por AKT, STAT3/5 y p70S6K, reflejando una activaciéon
robusta del eje EGFR-MAPK-mTOR. De forma analoga, la coestimulacién con TNFa y caliculina A en HeLa
indujo preferentemente las rutas asociadas a NFkB, p38 y CREB. Finalmente, la exposicidn de células MCF7

a IGF1 reprodujo la activacion conjunta de ERK1/2, AKT y p70S6K, tal como sefiala la ficha técnica.

Esta correspondencia entre datos propios y perfiles esperados constituye un sélido indicador de la
especificidad del Kkit, ya que los patrones de activacién observados fueron tanto cualitativa como

cuantitativamente coherentes.

Una vez validado el sistema frente a estandares de fabricacidn, se aplicé el protocolo a PBMCs humanas,
tanto frescas como congeladas, para evaluar su sensibilidad real frente a muestras clinicas. La
cuantificaciéon normalizada por GAPDH reveld perfiles fenotipicos consistentes, con sefiales detectables

incluso en condiciones basales para proteinas clave como ERK1/2, AKT y STAT3 (Figura 81). El coeficiente
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de variaciéon (CV) intra-condicion fue inferior al 15 % en estos marcadores, lo que evidencia una
reproducibilidad técnica adecuada. En cambio, proteinas con baja abundancia, como NFxB y JNK,
mostraron una mayor dispersion (>30 % de CV), y otras con mucho ruido de fondo (CREB, p70S6K) lo cual

apunta a la necesidad de mayor input proteico o réplicas adicionales en futuras aplicaciones clinicas.

Destaca especialmente que la estructura de sefalizacion en PBMCs congeladas se preservo
parcialmente, aunque con una disminucién promedio del 20-40 % en varios marcadores frente a las
células frescas. Este dato es critico para la viabilidad del kit en entornos clinicos reales, donde las muestras

suelen almacenarse en biobancos.
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Figura 81 | Niveles de fosfo-proteinas normalizados por GAPDH en lineas celulares control y PBMCs humanas bajo distintas
condiciones. Distribucién de 10 fosfo-proteinas intracelulares evaluadas en lisados celulares mediante andlisis multiplexado,
normalizadas respecto a GAPDH y representadas en escala logaritmica (log;o[media +0.01]). Se incluyen controles positivos
(A431 + EGE, HeLa + TNFa/Caliculina A, MCF7 + IGF1), controles negativos (HeLa U) y fondo instrumental (AB2). Las condiciones
experimentales de interés (PBMCs frescas y congeladas) muestran un perfil cualitativamente similar entre si, aunque con reduccién de
sefial entre un 10-40 % en muestras criopreservadas, especialmente en ERK1/2, STAT3 y CREB. Los puntos rojos representan el
coeficiente de variacion (CV, eje derecho) para cada condicion, destacando una baja variabilidad intra-grupo (CV < 15 %) en dianas
con sefial alta como AKT, ERK y STAT3, y mayor dispersién (CV > 30 %) en marcadores de baja intensidad como NFxB y JNK. Estos
resultados reflejan una sensibilidad adecuada del kit para detectar activacién basal en PBMCs, incluso sin estimulacién, y apoyan su
aplicabilidad en muestras clinicas biobancadas.
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La capacidad del kit para detectar cambios superiores a 2 veces el valor basal qued6 demostrada en
multiples contextos, especialmente en los controles A431 + EGF y MCF7 + IGF1, donde la sefial de ERK1/2
superd en mas de un orden de magnitud a los controles negativos (Figura 81). Ademas, la sefial de fondo
permanecié consistentemente baja exceptuando proteinas concretas, permitiendo detectar sefiales
fisiologicamente relevantes (~0.3-0.6 unidades normalizadas) por encima del umbral minimo (~0.05).
Esto confirma que el sistema posee un rango dinamico amplio y un limite de deteccion suficiente para

estudios con PBMCs no estimuladas, sin necesidad de manipulacién exdgena adicional.

Los resultados experimentales, en estrecha concordancia con los perfiles esperados por el fabricante,
validan la utilidad del kit para el analisis multiplexado de fosfo-seiializacion en PBMCs humanas,
incluyendo muestras congeladas. La buena reproducibilidad en targets de sefial media-alta, la baja
reactividad de fondo y la capacidad de detecciéon sobre multiples vias intracelulares posicionan esta
plataforma como una herramienta robusta para estudios mecanisticos o de biomarcadores en cohortes

clinicas, como la de pacientes con PIRD.
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“La investigacion cientifica es un camino lleno de errores, pero también de hallazgos
inesperados.”

— Vera Rubin
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Discusion

El presente trabajo se plantea como una exploracién multidimensional de los mecanismos
inmunopatoldgicos subyacentes a los sindromes de desregulaciéon inmunitaria en pacientes pediatricos con
PIRD. A través de una aproximacidén clinico-genética e inmunofenotipica exhaustiva, la tesis busca dar
respuesta a varias preguntas fundamentales que hasta ahora han permanecido parcialmente sin resolver
en el ambito de la inmunologia pediatrica. ;Qué alteraciones inmunoldgicas son caracteristicas y
recurrentes en pacientes pediatricos con EIl y desregulacién inmune mas alla de su presentacién clinica
inicial? ;Como se define funcional y fenotipicamente el compartimento regulador, especialmente las células
Treg, en estos contextos? ;En qué medida las terapias inmunomoduladoras actualmente utilizadas logran
restablecer el equilibrio funcional del sistema inmune, y como puede evaluarse su impacto de forma
objetiva y cuantificable? ;Es posible cuantificar bioquimicamente la disfuncién inmunolégica en EII
mediante la detecciéon de vias de sefializacién activadas sin necesidad de estimulacién ex6gena, con
potencial valor diagndstico? Por ultimo, ;puede el uso de herramientas bioinformaticas avanzadas (como
la reduccién dimensional, la clusterizacién no supervisada o la integracion clinica) proporcionar un marco
mas potente que los andlisis convencionales para estratificar pacientes, descubrir biomarcadores
funcionales y guiar decisiones terapéuticas personalizadas? Estas interrogantes constituyen el eje de la
discusién, que integra datos clinicos, genéticos, inmunolégicos y funcionales bajo una perspectiva de

medicina de precision.

El presente estudio representa una de las caracterizaciones clinico-genéticas mas completas en una
cohorte pediatrica PIRD, revelando una elevada prevalencia de fenotipos autoinmunes y linfoproliferativos,
ademas de una base genética significativa en la mitad de los pacientes, y en el 100% de aquellos con
antecedentes familiares (263-265). La diversidad étnica y clinica refleja la heterogeneidad de estas
entidades (264,266). La distribucién de mutaciones, particularmente en genes de las vias NF-kB, FAS/FASL
y PI3K, es coherente con los mecanismos inmunopatogénicos descritos en la literatura, donde se reconoce
su papel en la homeostasis linfocitaria, la tolerancia periférica y la regulacién de la muerte celular
programada (264,267,268). Ademas, otros genes implicados como STAT3, AIRE y LRBA, refuerzan la
complejidad molecular de estas enfermedades, tal como lo documentan estudios recientes que destacan el

valor de la secuenciacidn de exoma como primera linea diagnoéstica en pacientes con fenotipos autoinmunes
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tempranos y atipicos (196,268). Esta aproximacion diagnéstica permite una mayor precisién clinica, un

enfoque terapéutico mas dirigido y una mejor estratificaciéon pronoéstica (264).

Desde el punto de vista clinico, la alta prevalencia de autoinmunidad (80,4%) y linfoproliferacion
(68,6%) confirma su rol como ejes fundamentales del fenotipo PIRD (146,172,196). Las citopenias
autoinmunes, especialmente la trombocitopenia inmune, fueron la manifestacién mas comun, coincidiendo
con series que reportan este fenotipo como indicativo de patologias como ALPS, IPEX o deficiencias en
CTLA-4 (196,269). La co-ocurrencia de citopenias y linfoproliferaciéon en mas de la mitad de la cohorte
(fenotipo ALPID) resalta su relevancia como marcador clinico de sospecha (172,196). Aunque menos
frecuentes, también se documentaron manifestaciones como enfermedad granulomatosa, enteropatias
inflamatorias y dermatitis grave, que en otros trabajos se han vinculado a defectos en vias de IL-10, LRBA
o STAT3 (172,196,268,270). Estas manifestaciones confirman la amplitud del espectro inflamatorio
asociado a PIRD. Al momento de la inclusidn (T0), el 84,3% de los pacientes ya mostraban clinica activa, lo
que pone de manifiesto la carga de enfermedad previa al diagnéstico molecular, subrayando la necesidad

de criterios clinicos mas refinados que orienten hacia estudios genéticos tempranos.

Finalmente, el perfil terapéutico revela una tendencia generalizada al uso empirico de
inmunomoduladores e inmunosupresores antes de contar con un diagnoéstico molecular. El 92,2% de los
pacientes habian recibido tratamiento, y un 60,8% fue tratado con multiples lineas, lo cual coincide con
otros estudios que documentan el uso amplio de estas terapias en EIl con fenotipos inflamatorios
(149,269). Esta estrategia refleja la necesidad clinica de contener los sintomas, pero también expone al
paciente a toxicidades acumulativas y a tratamientos subdptimos en ausencia de un enfoque dirigido. La
implementacién de terapias personalizadas basadas en la alteraciéon molecular subyacente (como
inhibidores de mTOR, bloqueadores de JAK/STAT o anticuerpos monoclonales) estd emergiendo como una
necesidad urgente en el manejo de estos pacientes. En suma, los datos de esta cohorte respaldan el
paradigma actual que aboga por una medicina de precisiéon en inmunologia pediatrica, capaz de traducir el

conocimiento genético en decisiones terapéuticas eficaces y seguras (146,149,269).

La observacidn inicial de una separacion de individuos en el espacio UMAP asociada a la procedencia
geografica, mas que al estado inmunopatolégico, es un fendémeno metodolégicamente relevante. Este tipo

de efectos de lote son ampliamente reconocidos en la literatura de citometria de alta dimensién y
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transcriptémica, y su no correccion puede llevar a interpretaciones erréneas de diferencias inmunoloégicas
aparentes que, en realidad, reflejan variabilidad técnica mas que biolégica (271,272). La implementacion
del algoritmo ComBat, cuya eficacia en el control de la variabilidad técnica ha sido validada tanto en
datasets transcriptémicos como en citometria masiva (273), permitié recuperar la sefial inmunolégica

subyacente y desenmascarar patrones latentes potencialmente biol6gicamente significativos.

Una vez corregido el efecto de lote, la distribucion heterogénea de los pacientes frente a la relativa
homogeneidad de los controles en el espacio UMAP adquiere relevancia inmunolégica. Esta dispersion no
debe interpretarse como una falta de patrén, sino como una representacion fiel de la diversidad funcional
del sistema inmunolégico en el contexto de defectos primarios en su regulacién. Los controles
inmunoldgicamente sanos tienden a ocupar un espacio mas compacto en este tipo de andlisis
multivariantes, como se ha documentado previamente en estudios de exploraciéon inmunolégica (274). Por
el contrario, la variabilidad en los pacientes refleja diferencias profundas en las trayectorias de
diferenciacion linfocitaria, en los estados de activaciéon croénica, y en las consecuencias fenotipicas de

defectos moleculares diversos que convergen clinicamente bajo el paraguas del PIRD (146,270).

El hallazgo de tres subgrupos inmunofenotipicos claramente separados entre los pacientes aporta
evidencia de la existencia de subfenotipos funcionales dentro del sindrome clinico PIRD. Esta idea es
coherente con estudios recientes que han propuesto que entidades como CVID, ALPS o deficiencias en
CTLA-4 o LRBA no son homogéneas, sino que constituyen espectros funcionales con patrones
inmunolégicos especificos, dependientes del tipo celular mas afectado, del grado de activacién basal, o de
la respuesta a sefiales de coestimulacion e inhibicién (196,263,275). En este contexto, los agrupamientos
observados en el espacio UMAP corregido no son meros artefactos estadisticos, sino representaciones
condensadas de una biologia real, donde cada cluster podria estar determinado por la disfuncion
preferencial de diferentes subtipos inmunolégicos. De hecho, la aparicién de agrupamientos inmunoldgicos
diferenciados sin haber utilizado a priori informacién genética, clinica ni terapéutica, sugiere que el
inmunofenotipado multivariable puede actuar como marcador independiente y complementario para la

estratificacion de pacientes.

La exploraciéon visual de los perfiles inmunoldgicos promedio mediante mapas de calor reveld
diferencias sustanciales entre los tres subgrupos de pacientes identificados por K-means y el grupo control,
sugiriendo la existencia de patrones inmunofenotipicos distintivos. Estas diferencias trascienden la mera
variacion cuantitativa y parecen reflejar diferencias cualitativas en el equilibrio funcional del sistema
inmunolégico, en linea con lo que se ha reportado previamente en cohortes PIRD, donde los perfiles de
activacidn y diferenciacion linfocitaria presentan heterogeneidad funcional mas alla del defecto genético
subyacente (276). La clara segregacion del grupo control con un patrén mas homogéneo y valores bajos en
muchas de las variables estudiadas es coherente con un sistema inmunolégico funcionalmente equilibrado,

como se ha descrito en atlas inmunolégicos poblacionales de referencia (276,277). En contraste, los clusters
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de pacientes exhiben un enriquecimiento diferencial en poblaciones activadas o de memoria, lo que puede
reflejar tanto la persistencia de estimulos inmunolégicos como una remodelaciéon patolégica del

compartimento linfocitario.

En particular, el analisis focalizado sobre poblaciones inmunorreguladoras permitié profundizar en la
disfuncién del brazo supresor del sistema inmune. El hallazgo de una expansién de estas subpoblaciones
en algunos grupos, frente a su relativa escasez en otros, apunta hacia mecanismos compensatorios
diferenciales ante la desregulacién inmunitaria. En algunos pacientes, esta expansion puede reflejar una
activacidn funcional en respuesta a un ambiente inflamatorio crénico, mientras que en otros podria denotar
una insuficiencia reguladora primaria, como se ha descrito en algunas patologias (278,279). Este hallazgo
resulta especialmente relevante si consideramos que los defectos en la regulacién inmunolégica no siempre
se traducen en una deficiencia cuantitativa de Tregs, sino mas bien en una alteracién cualitativa de su
funcionalidad, como han demostrado estudios funcionales en enfermedades autoinmunes e
inmunodeficiencias (280-282). La variabilidad observada entre clusters sugiere, por tanto, que existen
trayectorias disfuncionales distintas dentro del mismo espectro clinico, lo que refuerza el concepto de que

el PIRD no es una entidad monolitica, sino un conjunto de sindromes inmunorregulatorios heterogéneos.

La integracion del modelo Random Forest, una herramienta robusta de aprendizaje automatico,
permitio jerarquizar las variables inmunoldgicas en funcion de su capacidad discriminativa entre grupos.
La abundancia de subconjuntos CD4+ (naive, memoria central y efectora, RTE) y CD8+ naive no es
sorprendente, dado el papel central de los linfocitos T en la orquestaciéon de la respuesta inmune y su
disfuncién en multiples PIRD. La presencia destacada de poblaciones como NK CD56+CD16+, eosinéfilos y
monocitos clasicos refuerza la nocién de que la disfuncién en PIRD abarca tanto la inmunidad adaptativa
como la innata. La validacién estadistica posterior mediante test de Kruskal-Wallis y Dunn, corregidos por
FDR, confirm6 diferencias significativas entre los subgrupos en marcadores clave. Por ejemplo, la expansion
de CD4+ CMy EM, junto con lareducciéon de CD4+ RTE en el Cluster 1, puede interpretarse como un fenotipo
asociado a activacion persistente y pérdida de renovacion timica, lo cual es caracteristico de estados
inflamatorios crénicos o de envejecimiento inmunolégico acelerado (279,283,284). De forma analoga, la
reduccion de NK CD56+CD16+ en el Cluster 2 sugiere una disfuncién citotéxica natural, lo cual puede

asociarse con una mayor susceptibilidad a infecciones virales o a fendmenos autoinflamatorios (285,286).

El andlisis detallado de la funcionalidad inmunorreguladora en pacientes con PIRD revela una profunda
disrupcién en los ejes clasicos de control inmune mediados por células Tregs y otras subpoblaciones T
efectoras con funciones supresoras. A diferencia del patrén coordinado y robusto observado en controles

sanos (caracterizado por la coexpresion funcional de CTLA-4, TIGIT, LAP e IL-10), los pacientes presentan
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una red funcional fragmentada, con algunos ejes preservados pero una notable pérdida de conectividad
entre componentes clave. Este patron sugiere que, si bien ciertos mecanismos de regulaciéon intentan
activarse en contexto patolégico, lo hacen de forma disfuncional o ineficaz, lo cual ha sido previamente
descrito en inmunopatologias asociadas a mutaciones en genes como FOXP3, LRBA o STAT3, donde la
expresion de marcadores como CTLA-4 o IL-10 no se traduce necesariamente en supresion efectiva (287-

289).

La sobreexpresion de moléculas como CTLA-4, PD-1, TIGIT y LAP en células Treg y linfocitos CD4" y
CD8* de los pacientes, en comparacion con los controles, refleja probablemente una activacion
compensatoria secundaria a una inflamaciéon sistémica sostenida. Este tipo de sobreexpresidon ha sido
interpretado en diversos contextos, como el lupus o la enfermedad inflamatoria intestinal, no como un
indicio de tolerancia activa, sino como un marcador de agotamiento funcional o de una expansién de Tregs
ineficaces (290). Es particularmente relevante la disociacién observada entre niveles altos de expresion de
estos marcadores y la pérdida de correlacién funcional en las redes, lo que indica que la inmunorregulaciéon
en estos pacientes puede estar presente a nivel fenotipico pero descoordinada a nivel sistémico. Este
fenébmeno se alinea con modelos experimentales en los que se ha mostrado que Tregs bajo condiciones
proinflamatorias crénicas pueden adoptar perfiles plasticos no supresores, o incluso convertirse en

productores de citoquinas (291).

La division de los pacientes en dos clusteres funcionales distintos, basada en marcadores como CD4.IL-
10, CD8.CTLA-4 y Treg_TIGIT, proporciona una capa adicional de estratificaciéon biolégica con potencial
clinico. El Cluster 1, con mayor expresion de PD-1 y CTLA-4, podria representar un fenotipo funcionalmente
mas "exhausto”, donde la sobreestimulacién antigénica ha inducido un estado de tolerancia disfuncional,
analogo al observado en enfermedades autoinmunes refractarias o en cancer (292,293). Por su parte, el
Cluster 2, caracterizado por niveles elevados de IL-10 y LAP en multiples subconjuntos T, sugiere una
activacion mas efectiva (aunque posiblemente insuficiente) de mecanismos de supresion inmunolégica, con
un perfil cercano a fenotipos tolerogénicos descritos en modelos de exposicidn antigénica crénica sin
inflamacién (294,295). Esta distinciéon funcional entre los subgrupos es crucial, ya que podria
correlacionarse con respuestas diferenciales a tratamientos inmunomoduladores como inhibidores de

checkpoint, inmunoglobulinas intravenosas o terapia celular con Tregs ex vivo (296,297).

Finalmente, la observacion de que las células CD8* reguladoras (CD8.CTLA-4) estan significativamente
reducidas en pacientes (especialmente en el Cluster 2) refuerza una vision integradora en la que la
inmunorregulacién efectiva depende no sélo de Tregs clasicas sino de una red compartida de
linfocitos reguladores CD4" y CD8". La pérdida de esta cooperacion funcional puede comprometer la
tolerancia periférica, especialmente en tejidos diana, como se ha demostrado en colitis autoinmune y en

modelos de rechazo de injertos (298). En conjunto, estos hallazgos sitlan a la funcionalidad Treg y su red
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de apoyo como un eje central alterado en los PIRD, cuya caracterizacion precisa puede servir de guia para

estrategias de intervencion personalizadas.

La integracién de datos clinicos e inmunolégicos en esta cohorte de pacientes pediatricos PIRD revel6
hallazgos clave sobre la arquitectura fenotipica subyacente y sus implicaciones clinicas. El andlisis conjunto
mediante heatmaps complejos mostré que la variabilidad inmunolégica no se alinea completamente con la
clasificacién clinica tradicional (299). La ausencia de una agrupacién robusta basada exclusivamente en
variables clinicas (grupo diagnéstico, genética o tratamiento) sugiere que los perfiles inmunolégicos son
mas especificos y sensibles para capturar diferencias relevantes entre pacientes (300,301). Esta disociacion
entre clasificacion clinica e inmunolégica refuerza la necesidad de enfoques integradores que prioricen

biomarcadores funcionales y celulares sobre etiquetas diagnoésticas (302).

La proyeccién multidimensional UMAP, combinando inmunofenotipo, funcionalidad y datos clinicos en
tres momentos del tiempo, permitié6 una visualizacién mas rica del comportamiento dindmico de los
pacientes. El hallazgo de clusteres estables a lo largo del tiempo en una proporcién significativa de
individuos indica la existencia de estados inmunolégicos persistentes, posiblemente modulados por
caracteristicas moleculares intrinsecas o efectos terapéuticos mantenidos. Desde una perspectiva
molecular, esta constancia podria reflejar la influencia de mutaciones germinales estables que afectan vias
sefializadoras especificas (como PI3K/AKT/mTOR, NF-kB o FAS-FASL) cuya disfuncion fija un “set point”
inmunolégico individual (303-305). Por ejemplo, en mutaciones activadoras de PIK3CD (como en APDS),
la activacion croénica de la via mTOR puede inducir una expansion mantenida de células T efectoras y una
regulacién deficiente de Tregs, perpetuando un fenotipo inflamatorio refractario (303). En mutaciones de
NFKB1, la alteracion del eje NF-kB puede conllevar una menor expresion de genes reguladores clave como
IL10, comprometiendo mecanismos homeostaticos incluso en ausencia de exacerbacion clinica (304).
Asimismo, mutaciones en FAS pueden condicionar una resistencia celular a la apoptosis, manteniendo un
compartimento linfocitario anémalo estable en el tiempo, tipico del fenotipo ALPS (305). Todos estos
mecanismos pueden contribuir a una arquitectura inmunolégica rigida, dificil de modificar, incluso ante
intervenciones terapéuticas. Por otro lado, los cambios observados en algunos pacientes a lo largo de los
puntos temporales reflejan plasticidad inmunolégica o transicién entre estados fisiopatologicos, lo cual ha
sido relacionado con respuestas terapéuticas, brotes inflamatorios o progresién subclinica en estudios

longitudinales de autoinmunidad e inmunodeficiencia (306,307).

Este enfoque también proporciona herramientas practicas para el seguimiento longitudinal,
permitiendo evaluar el impacto de intervenciones terapéuticas en tiempo real. La capacidad de ciertos

pacientes para cambiar de claster a lo largo del tiempo puede considerarse un biomarcador dinamico de
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respuesta o progresion, ofreciendo asi un marco util para decisiones clinicas adaptativas. Este concepto de
plasticidad inmunolégica ha sido explorado en enfermedades como la artritis reumatoide y la enfermedad
inflamatoria intestinal, donde los cambios fenotipicos preceden o acompanan las recaidas clinicas

(308,309).

Finalmente, la estratificacion clinica retrospectiva de los tres clisteres reveld patrones en relaciéon con
edad, grupo clinico, tipo de mutacién genética y uso de inmunosupresores, consolidando la utilidad del
analisis no supervisado como herramienta de descubrimiento clinico. El clister C1, con menor complejidad
genética y clinica, refleja probablemente estados de disregulacion moderada o en etapas iniciales, mientras
que el C3 representa fenotipos severos con requerimientos terapéuticos mas intensivos, incluyendo

inmunosupresiéon combinada.

La presente investigacién proporciona una caracterizacién exhaustiva del impacto inmunofenotipico de
cinco fAirmacos inmunomoduladores sobre subpoblaciones T humanas reguladoras y efectoras, utilizando
PBMCs tratadas in vitro bajo un disefio multifactorial. Mediante el empleo de técnicas de citometria
espectral de alta complejidad, reduccién dimensional (UMAP y PCA) y andlisis de clusterizaciéon no
supervisada, se gener6 una cartografia inmunolégica de alta resolucién que permiti6 explorar la respuesta
de subtipos celulares clave (CD4* Tregs, CD8" reguladoras y células Tr1) frente a estimulo policlonal y
tratamiento farmacoloégico. Esta estrategia ofrece una visién integral del paisaje inmunolégico modulable,
permitiendo evaluar tanto las redistribuciones fenotipicas inducidas como la estabilidad del sistema frente

a intervenciones terapéuticas.

En relaciéon con el compartimento CD4", los resultados muestran que ninguno de los farmacos
ensayados produjo modificaciones estadisticamente significativas en la proporcién relativa de las
subpoblaciones celulares fenotipicamente definidas. A pesar de que se observaron alteraciones
topograficas en las proyecciones UMAP (como contraccién o redistribucién de ciertas poblaciones), estas
no se tradujeron en cambios robustos cuantificables, lo que sugiere una alta resiliencia fenotipica del
compartimento CD4* frente a estos inmunomoduladores en condiciones agudas (72h). Esta estabilidad
podria explicarse por la naturaleza funcional, mas que fenotipica, de los mecanismos de accién de estos
farmacos, cuyo efecto puede manifestarse de forma mas clara en dominios transcripcionales, funcionales o

en contextos biolégicos mas complejos (310,311).
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Entre los farmacos evaluados, leniolisib mostré patrones visuales repetidos compatibles con una
contraccion del compartimento nTreg y una ligera expansion de células Th, observada tanto en reposo
como bajo estimulo. Esta tendencia, aunque no significativa desde el punto de vista estadistico, resulta
biol6gicamente plausible si se consideran los efectos conocidos de la inhibicion de PI3K§ sobre la
estabilidad de Tregs y la promociéon de perfiles efectoras (312-314). De confirmarse en estudios
longitudinales o funcionales, este hallazgo podria tener implicaciones relevantes en contextos clinicos
donde se desee modular selectivamente la actividad efectora sin comprometer completamente el eje

regulador.

Tacrélimus, acido micofendélico y rapamicina presentaron un perfil notablemente conservador en
términos de arquitectura inmunofenotipica CD4*. A pesar de ligeras variaciones visuales, como un
incremento puntual de células activadas o parcialmente exhaustas en algunas condiciones, los resultados
cuantitativos no permitieron identificar efectos diferenciales significativos. En el caso de rapamicina, se
observo una cierta preservaciéon del compartimento Th bajo estimulo, lo cual es coherente con su papel
descrito en la promocién de T de memoria y Tregs, aunque tales efectos suelen evidenciarse mas

claramente en modelos in vivo o tras exposiciones prolongadas (315,316).

Por su parte, ruxolitinib (inhibidor de JAK1/2) evidenci6 una topografia inmunolégica extremadamente
estable en los mapas UMAP y una ausencia completa de diferencias fenotipicas cuantificables en las
subpoblaciones CD4". Este perfil es coherente con su mecanismo de accion, que afecta principalmente la
transduccién de sefiales mediadas por citocinas, sin modificar directamente la expresién de marcadores de
superficie en el corto plazo (317-320). Este comportamiento sugiere que el impacto inmunomodulador de
ruxolitinib podria manifestarse preferentemente a nivel funcional (como produccién de IL-2, IFN-y o IL-10)

y no necesariamente como una remodelacion fenotipica inmediata.

A nivel del compartimento CD8*, se evidenci6 una reorganizacion espacial esperable inducida por el
estimulo policlonal (PMA/Iono), caracterizada por una contraccion general de la densidad celular,
posiblemente asociada a activaciéon y muerte celular programada. En este contexto, los tratamientos con
leniolisib, rapamicina y tacrélimus mostraron una tendencia a preservar la densidad topografica del mapa,

lo que sugiere un efecto protector o modulador del ciclo celular y/o vias apoptéticas.

Sin embargo, al igual que en CD4", los analisis cuantitativos no revelaron diferencias significativas en la
composicion proporcional de subpoblaciones CD8, lo que nuevamente apunta a un desacoplamiento entre

el remodelado topografico y la distribucion fenotipica cuantificable.
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La identificacion de células Trl se abordé mediante una estrategia metodolégicamente diferente,
combinando PCA con gating manual dirigido por la coexpresion de CD49b y LAG-3, excluyendo FoxP3. Esta
aproximaciéon compensoé la limitada disponibilidad de marcadores en el panel original y permitié una
cuantificacion sistematica de esta poblacion. Aunque se observaron muestras individuales con elevaciones
notables en la frecuencia de Trl, particularmente bajo leniolisib y micofenolato, la alta variabilidad
interindividual y la ausencia de significancia estadistica impiden establecer conclusiones firmes. No
obstante, este resultado subraya la necesidad urgente de desarrollar paneles optimizados para la
identificacion robusta de células Tr1, incluyendo marcadores como IL-10, CD226 y c-MAF, y refuerza el
valor de incluir esta poblacién en futuras estrategias terapéuticas centradas en inmunorregulacién

inducida.

La presente seccion aborda la validacion y aplicabilidad funcional de un kit multiplexado de deteccion
de fosfo-proteinas intracelulares en PBMCs humanas, evaluando su desempefio técnico y su potencial como
herramienta diagndstica o investigativa en entornos clinicos reales. La estrategia metodolégica combiné
analisis cuantitativo normalizado frente a GAPDH, interpretaciéon en escala logaritmica y calculo de
variabilidad intra-condicién mediante el coeficiente de variaciéon (CV), permitiendo una caracterizacién
detallada de la sensibilidad, especificidad y reproducibilidad del sistema. Esta aproximacién experimental
no solo proporciona una validacién instrumental del kit, sino que ademas sienta las bases para su eventual
implementacién en estudios inmunolégicos translacionales, incluyendo enfermedades con disfuncion

inmunorreguladora como los PIRD (Primary Immune Regulatory Disorders).

En una primera fase, el ensayo mostré concordancia con los patrones de activaciéon esperados en las
lineas celulares de control proporcionadas por el fabricante, lo cual representa una validacién directa de su
especificidad biolégica. Los perfiles fosfoproteicos obtenidos para A431 + EGF, HeLa + TNFa/Caliculina Ay
MCF7 + IGF1 fueron reproducidos con alta fidelidad, reflejando la activacion selectiva de vias como
ERK1/2-AKT-mTOR, NFkB-p38 y STAT3-CREB, respectivamente. Este hallazgo es clave: demuestra que el
sistema es capaz de discriminar vias de sefializacidn con resolucion diferencial y que responde a estimulos

especificos con una sensibilidad dinamica adecuada.

Una vez superada la validacion con lineas de referencia, el enfoque se trasladé a muestras de PBMCs
humanas, representativas de un entorno clinico real. En estas condiciones, el sistema demostré una

capacidad sélida para detectar niveles basales de fosforilacion en proteinas clave como ERK1/2, AKT y
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STAT3, incluso en ausencia de estimulo exdgeno. La reproducibilidad intra-condicién fue notable, con
coeficientes de variacidn inferiores al 15 % en estos marcadores de alta expresion. Esta baja dispersion
técnica valida la precisidn del ensayo tal y como exigen agencias reguladoras como la FDA o la EMA en la
validacién de métodos analiticos (321,322)y lo posiciona como una herramienta confiable para el analisis
de sefalizacion basal en células inmunitarias primarias. No obstante, el aumento del CV en proteinas de
baja abundancia como NFkB y JNK (frecuentemente >30 %) sugiere que estos targets requieren
optimizacién adicional (ya sea mediante mayor input proteico, ampliacién de réplicas o sensibilizacién por

estimulacidn previa) antes de su uso rutinario en contextos diagndsticos o longitudinales.

Un hallazgo especialmente relevante fue la preservacion parcial de la estructura de sefializacién en
PBMCs criopreservadas. Aunque se observé una reduccién media del 20-40 % en la sefial fosfoproteica
respecto a las células frescas, particularmente en marcadores como ERK1/2, STAT3 y CREB, la huella de
activacién basal se mantuvo detectable y reproducible. Este resultado tiene implicaciones practicas
directas: permite extender el uso del kit a biobancos clinicos o a muestras obtenidas en centros sin
capacidad inmediata de procesamiento, ampliando asi su aplicabilidad en estudios multicéntricos o
retrospectivos. La posibilidad de detectar sefial especifica en muestras congeladas sin manipulacién previa

representa un avance metodolégico sustancial en la investigaciéon inmunolégica aplicada.

En términos técnicos, el sistema demostré un rango dindmico amplio y un limite de deteccién
adecuado para capturar variaciones fisiolégicamente significativas. En los controles A431 + EGF y MCF7 +
IGF1, se detectaron incrementos superiores a 1 log;o en la activacién de ERK1/2, y los niveles basales de
varias fosfo-proteinas en PBMCs se mantuvieron claramente por encima del umbral de fondo (=0.3
unidades normalizadas vs. ~0.05 de ruido). Esta capacidad para cuantificar con precisién sefiales
intracelulares sin requerir estimulo adicional convierte al sistema en una herramienta versatil, apta tanto

para estudios exploratorios como para disefios con criterios predefinidos de respuesta inmunolégica.

En conjunto, los resultados obtenidos confirman que el kit multiplexado de deteccion de fosfo-proteinas
ofrece un desempefio técnico sélido, con alta especificidad y sensibilidad, y reproducibilidad adecuada
incluso en condiciones bioldgicas complejas. Suimplementaciéon sobre PBMCs humanas, tanto frescas como
congeladas, valida su uso potencial en estudios clinicos y de investigacién traslacional centrados en
inmunovigilancia, monitorizacién terapéutica o diagnoéstico funcional. Sin embargo, también se
identificaron limitaciones operativas (como la necesidad de mayor input para proteinas de baja

abundancia) que deben ser consideradas al disefiar futuros protocolos clinicos o investigativos.

Desde una perspectiva mas amplia, este enfoque representa un avance significativo en la capacidad de
monitorizar el estado funcional del sistema inmunitario humano ex vivo, integrando la dimensién de
sefializacion intracelular en modelos experimentales basados en PBMCs. A diferencia de la inmunofenotipia

clasica, que se limita a marcadores de superficie, este tipo de analisis permite inferir la activacion real de
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vias bioquimicas especificas en respuesta a estimulos internos o tratamientos. Su aplicacién en cohortes de
pacientes con inmunopatologias complejas (como PIRD, inmunodeficiencias adquiridas, o enfermedades
autoinflamatorias) podria facilitar una estratificacién funcional mas fina y contribuir al desarrollo de

medicina de precisiéon en inmunologia clinica.

El presente estudio pone de manifiesto las ventajas metodoldgicas y analiticas que las herramientas
bioinformaticas de nueva generacion ofrecen frente a los enfoques estadisticos tradicionales en la
caracterizacion de pacientes PIRD. Mientras los métodos convencionales se basan en comparaciones
univariadas que, si bien son interpretables clinicamente, pierden capacidad para captar relaciones
complejas y multivariantes, el uso de estrategias computacionales permite identificar patrones
estructurales latentes, correlaciones funcionales emergentes y subgrupos clinicamente relevantes no

definidos por criterios clasicos.

Un claro ejemplo de ello es la aplicacién de algoritmos de reduccién de dimensionalidad como UMAP,
que permiten representar de forma intuitiva relaciones de alta complejidad entre variables fenotipicas y
funcionales. Este enfoque ha sido especialmente Util para visualizar patrones ocultos en la distribucion de
pacientes, mostrando agrupaciones naturales que se correlacionan con variables clinicas o genéticas de

interés, incluso cuando estas no son evidentes mediante analisis clasicos.

La identificacién de efectos de lote (batch effects) mediante UMAP, no atribuibles a condiciones
bioldgicas sino a la procedencia de las muestras, ejemplifica la sensibilidad de estas técnicas a fuentes de
ruido técnico que frecuentemente pasan inadvertidas en estadisticas univariadas. La posterior aplicaciéon
de métodos como ComBat para su correccion no solo reestablecid la validez del andlisis, sino que demostro

la necesidad de un preprocesamiento riguroso en entornos multicéntricos.

Del mismo modo, las técnicas de agrupamiento no supervisado como K-means han permitido estratificar
a los pacientes en subgrupos inmunolégicamente distintos, revelando clusteres con perfiles celulares y
funcionales divergentes. Esta capacidad de segmentaciéon automatizada, imposible de obtener mediante
comparaciones individuales, se vio reforzada por la visualizacion mediante heatmaps y el analisis de
importancia de variables mediante Random Forest. El hecho de que estas agrupaciones presenten

coherencia clinica y terapéutica respalda la validez del enfoque y su aplicabilidad futura.

En contraste, el analisis convencional ofrece herramientas mas limitadas frente a la complejidad de
sistemas inmunoldgicos multidimensionales. A pesar de su robustez y comprensibilidad, los tests

paramétricos y no paramétricos, como Shapiro-Wilk, Mann-Whitney o Kruskal-Wallis, no permiten captar
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relaciones de interdependencia entre variables ni ofrecen mecanismos de integraciéon transversal entre
informacién fenotipica, funcional y clinica. Ademas, su capacidad para discriminar estados inmunolégicos
intermedios o mixtos es limitada, hecho especialmente critico en enfermedades con heterogeneidad clinica

como las PIRD.

La bioinformdtica no sustituye, sino que complementa el razonamiento clinico e inmunolégico
tradicional, proporcionando una capa adicional de profundidad para la interpretacién de los datos. Su
aplicacion, sin embargo, requiere precaucién: el riesgo de sobreajuste, la dependencia de la calidad del
preprocesamiento y la interpretabilidad de los modelos son retos vigentes que requieren validacion

cruzada, cohortes independientes y colaboracién interdisciplinar.

En conclusion, los resultados del presente trabajo muestran que el uso de herramientas bioinformaticas
avanzadas en el andlisis inmunolégico proporciona una ventaja significativa en la caracterizaciéon de
subgrupos clinicos y funcionales en pacientes con desregulaciéon inmune. Su integracién con los enfoques
tradicionales constituye una estrategia potente para avanzar hacia una medicina personalizada basada en

datos, que permita comprender la heterogeneidad inmunolégica en su totalidad.

A pesar del disefio riguroso, el enfoque multidimensional y los resultados prometedores de esta tesis, es
fundamental reconocer una serie de limitaciones metodoldgicas, técnicas y clinicas que condicionan la
interpretacion, validez externa y aplicabilidad de los hallazgos. En primer lugar, el tamafio muestral
sigue siendo una restriccion relevante. Aunque se logré reclutar una cohorte considerable (n=51 pacientes
y n=6 controles sanos) para tratarse de enfermedades raras, este nimero aun es limitado, especialmente
para el analisis funcional de subpoblaciones inmunolégicas minoritarias. Esta limitacion afecta la potencia
estadistica, restringe las comparaciones robustas entre grupos clinicos y genéticos, y limita la capacidad

de generalizacion.

Otro factor critico es la heterogeneidad clinica y genética de los pacientes incluidos. La diversidad
dentro del espectro de trastornos primarios de regulacién inmunolégica, la variabilidad en la expresion
clinica y la falta de una clasificacion homogénea basada en mutaciones especificas pueden introducir sesgos
en la interpretacién de los datos inmunofenotipicos y funcionales. Esta diversidad subraya la necesidad de
futuras estrategias de estratificacion mas precisas, posiblemente basadas en perfiles moleculares
integrados. Ademas, aunque se disefié un seguimiento longitudinal con tres puntos temporales (TO, T1,
T2),la ausencia de datos completos en todos los pacientes redujo la capacidad de evaluar de forma robusta

la evolucién inmunolédgica y su relacion con la progresion clinica o respuesta terapéutica.
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Desde el punto de vista analitico, el modelo bioinformatico de integraciéon inmunoldgica desarrollado
fue validado inicamente en una cohorte nacional, sin pruebas de validacién externa con datasets publicos
o cohortes internacionales. Esta limitaciéon reduce su extrapolabilidad a otros contextos clinicos o
poblaciones pediatricas. Asimismo, aunque se utiliz6 citometria de flujo multiparamétrica para
caracterizar multiples poblaciones celulares, no se incorporaron capas adicionales de informacién
molecular como transcriptémica, epigenética o protedmica, que podrian haber mejorado la resolucion

del analisis inmunopatolégico y fortalecido los modelos de clasificacién y prediccion clinica.

En relacion con el estudio inmunofarmacoldgico, también se identificaron limitaciones significativas. El
modelo experimental in vitro basado en PBMCs de donantes sanos permiti6 estandarizar condiciones y
aislar efectos farmacolégicos, pero no reproduce con fidelidad la complejidad del entorno inmunolégico
in vivo, donde interacciones celulares, microambientes tisulares y farmacocinética influyen
sustancialmente en la respuesta terapéutica. Ademas, el uso de concentraciones fijas de farmacos no
refleja la variabilidad clinica observada en pacientes pediatricos, lo que sugiere la necesidad de realizar
estudios farmacodinamicos mas sofisticados, incluyendo curvas de dosis-respuesta. El anilisis se
centré principalmente en el impacto fenotipico, pero no en la funcionalidad directa de las subpoblaciones,
lo cual es una limitacién relevante en el caso de células reguladoras como Treg o Trl. Tampoco se

analizaron efectos combinados entre inmunosupresores, una situaciéon habitual en la practica clinica real.

Por otra parte, el uso exploratorio de un kit comercial para la evaluacién molecular del estado de
activacién de vias de sefializacién en PBMCs humanas ofrecié resultados preliminares interesantes, pero
también mostré limitaciones técnicas. La sensibilidad del kit fue reducida para detectar niveles
intermedios de fosforilacion, y su eficacia dependi6 criticamente del control técnico de las condiciones
preanaliticas. Su disefio cerrado, con un nimero fijo de dianas y sin posibilidad de ampliacion, restringe su
aplicabilidad en estudios mas amplios o personalizados. Ademas, su validacién en poblacién pediatrica

inmunodeficiente sigue pendiente, lo cual limita su utilidad clinica inmediata.

Para maximizar la fiabilidad de los datos obtenidos con este sistema analitico en contextos clinicos reales
y cohortes de alto valor biol4gico, se recomienda incrementar el nimero de réplicas técnicas especialmente
en aquellas fosfo-proteinas con niveles de sefial bajos o mayor variabilidad intraexperimental, como NFxB
y JNK. Esta estrategia mejora la robustez estadistica de las mediciones y reduce el riesgo de interpretar
falsos positivos o negativos debidos a fluctuaciones técnicas. Asimismo, resulta fundamental monitorizar
de forma sistematica el impacto del proceso de congelacién y descongelacion de las muestras, dado que se
ha observado una atenuacién no homogénea de la sefial proteica entre distintos marcadores. Para ello, se
sugiere incorporar pools de PBMCs de referencia tratados de forma paralela en cada lote de analisis, lo cual
permite establecer puntos de calibraciéon internos y detectar desviaciones técnicas atribuibles al
procesamiento preanalitico. Con estas medidas correctivas y de control de calidad, el ensayo puede ser

adaptado con fiabilidad a estudios traslacionales de inmunologia clinica, incluyendo investigaciéon sobre
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mecanismos moleculares en enfermedades inmunomediadas y validacién de biomarcadores fosfo-

proteicos en muestras biobancadas.

A pesar de estas limitaciones, las proyecciones futuras derivadas de este trabajo abren multiples vias
de avance. Una prioridad sera ampliar la cohorte multicéntrica, incorporando hospitales nacionales e
internacionales que permitan aumentar la diversidad genética y fenotipica, y mejorar la potencia
estadistica de los analisis. También es clave validar externamente los modelos de aprendizaje automatico
y clustering mediante bases de datos publicas o nuevas cohortes independientes. La integracion de datos
6micos (como RNA-seq, WES y protedmica cuantitativa) se presenta como una estrategia clave para
mejorar la resolucién molecular y descubrir nuevos biomarcadores de diagnéstico, prondstico o

respuesta terapéutica.

Una linea concreta de trabajo futuro consistira en completar los andlisis inmunofenotipicos realizados
con un ensayo funcional especifico para Treg, que evalte directamente su capacidad supresora frente a
células efectoras autbélogas o alogénicas. Esta aproximaciéon permitird contrastar el fenotipo con la
funcionalidad real de las subpoblaciones Treg identificadas, contribuyendo a una caracterizacién mas
completa de su papel en la disfuncién inmunorreguladora observada en pacientes con PIRD. En concreto,
sera de especial interés probar la terapia celular basada en células Treg timicas (ThyTreg,
W02019166658A1) desarrollada por el Laboratorio de Inmunoregulaciéon del Hospital Universitario
Gregorio Marafiéon de Madrid. La combinacién de datos funcionales con el fenotipo detallado podria servir

ademas para seleccionar candidatos 6ptimos para inmunoterapia celular.

En el ambito inmunofarmacolégico, futuras investigaciones deberan centrarse en complementar el
analisis fenotipico con ensayos funcionales, como pruebas de supresion, proliferacion y perfil de
citoquinas, lo cual sera esencial para establecer correlaciones con relevancia clinica directa. Ademas, el uso
combinado de inmunofenotipado, fosfoprotedmica y transcriptémica permitird construir modelos
mecanisticos mas precisos de la modulacidn intracelular inducida por los farmacos, facilitando asi el

desarrollo de biomarcadores mas especificos y sensibles para el seguimiento terapéutico.

Como linea emergente de especial interés, se plantea el uso de plataformas "organ-on-chip”, que
permiten recrear microambientes tisulares humanos de forma mas fisiolégica que los modelos in vitro
convencionales. Estas tecnologias integran células inmunes en dispositivos microfluidicos que simulan
condiciones dindmicas del organismo (como flujo, gradientes de citoquinas o interaccion célula-célula),
ofreciendo una alternativa mas realista para evaluar la eficacia y toxicidad de inmunofarmacos. Su
aplicacion en inmunologia personalizada podria optimizar la seleccién de tratamientos a nivel individual,
permitiendo probar ex vivo la respuesta farmacolégica de las células de cada paciente en un entorno que

imita fielmente el contexto inmunolégico humano.

162



Discusion

Respecto al kit comercial, se propone su validacidn clinica sistematica en pacientes PIRD, evaluando su
capacidad para detectar alteraciones funcionales consistentes con fenotipos inmunolégicos o mutaciones
especificas. A largo plazo, su uso podria integrarse como una capa funcional dentro de algoritmos

diagndsticos hospitalarios, en combinacion con citometria, genética y datos clinicos.

Finalmente, una de las lineas mas prometedoras consiste en la implementacion de un algoritmo
clinico automatizado que integre datos clinicos, citométricos y genéticos dentro de sistemas
hospitalarios, facilitando el diagnéstico precoz de IEI/PIRD, la clasificacion de pacientes, y la
sugerencia de tratamientos dirigidos incluso en ausencia de diagnéstico molecular definitivo. La
creacion de un biobanco digital interoperable con datos inmunofenotipicos y clinicos estandarizados
permitira alimentar este tipo de herramientas y potenciar futuras investigaciones en medicina de precisiéon

pediatrica.
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Conclusiones

El estudio confirmé la existencia de una amplia variabilidad inmunolégica entre pacientes
pediatricos con errores innatos de la inmunidad con fenotipo PIRD. Esta heterogeneidad se
manifestd tanto a nivel inmunofenotipico como funcional, evidenciando multiples ejes de
desregulacion inmunitaria.

La identificacion de clusters inmunofenotipicos mediante analisis UMAP y K-means permiti6
clasificar a los pacientes en tres subgrupos con perfiles inmunitarios distintivos lo que ofrece
un marco potencial para la medicina personalizada en inmunodeficiencias primarias con
disrregulacion.

Se identificaron biomarcadores clave como CD4+ EM, CD4+ CM, CD4+ RTE y NK CD56+ CD16+,
que mostraron alto poder discriminativo entre pacientes y controles, y entre los distintos clusters.
Aunque no alcanzaron significacién estadistica, las subpoblaciones Treg CM y Treg EM podrian
tener un papel relevante en la regulacién inmune alterada observada en pacientes, sugiriendo que
su presencia, aunque poco abundante, esta asociada a patrones inmunolégicos distintivos que
merecen atencién en futuras investigaciones.

El andlisis centrado en las poblaciones inmunorreguladoras, especialmente en los subtipos de
Tregs, revel6 una activacién diferencial en pacientes con EII frente a controles sanos, reflejada
en una expansion fenotipica que indica un intento compensatorio del sistema inmunolégico ante
la desregulacion, en contraste con el perfil estable observado en individuos sanos. Estos hallazgos,
posicionan a las Treg como foco de atencidon en la desregulacién inmunolégica.

Se evidenci6 una sobreexpresion de marcadores inmunorreguladores como CTLA-4, PD-1, IL-
10, TIGIT y LAP, especialmente en células Treg y CD4+ no-Treg. Esta hiperexpresion sugiere un
esfuerzo homeostatico del sistema inmune para contrarrestar la activaciéon crénica, pero con una
pérdida de coordinacién funcional reflejada en redes de coexpresién fragmentadas que sienta las
bases para estudios de funcién Treg en el futuro.

El enfoque multidimensional aplicado (que integra inmunofenotipado, funcionalidad reguladora e
informacion clinica) permitié una estratificacién de los pacientes en clusters con perfiles clinicos,
genéticos y rango de edades sentando las bases para terapias dirigidas y predictivas. La
implementacién de este enfoque podria mejorar el prondstico y la calidad de vida de nifios con
PIRD, asi como optimizar el uso racional de terapias inmunomoduladoras.

La validacién preliminar de la metodologia prote6mica basada en la deteccidn de fosfoproteinas en
PBMCs humanas sienta las bases para su futura aplicacién en la caracterizaciéon funcional de
pacientes con Ell, abriendo la puerta al desarrollo de biomarcadores intracelulares que mejoren el
diagnostico, la estratificacién y el seguimiento terapéutico en inmunologia clinica de precision.
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Los ensayos in vitro demostraron que, a corto plazo, los inmunosupresores analizados no
modifican drasticamente el fenotipo de las subpoblaciones T y Treg, aunque inducen cambios
sutiles en la distribucion espacial y la actividad funcional. Tales efectos sugieren que la respuesta
terapéutica podria depender mas de la modulacién funcional que de alteraciones fenotipicas

masivas.
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Anexos

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le invita a participar
a usted o su "hijo/a. El estudio ha sido aprobado por un Comité de Etica de la Investigacién, de acuerdo con
la legislacién vigente. Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacién correcta y suficiente
para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja informativa
con atenciéon y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después de la explicacién. Ademas,

puede consultar con las personas que considere oportuno.
PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participaciéon en este estudio es voluntaria y que puede decidir no participar o
cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relaciéon

con su médico ni se produzca perjuicio alguno en el tratamiento de usted o su "hijo/a.
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

Las inmunodeficiencias primarias, también conocidas como errores innatos de la inmunidad, son un
grupo de enfermedades congénitas (nacemos con ellas) denominadas raras o minoritarias por ser poco
frecuentes. Aunque inicialmente se pensé que las infecciones eran la principal manifestacion de estas
enfermedades, actualmente sabemos que alrededor del 25% de los pacientes afectos sufriran alguna
complicacion que llamamos de "desregulacion inmune”, lo que implica: alguna enfermedad autoinmune,
autoinflamatoria o linfoproliferacion. Estas manifestaciones en ocasiones son dificiles de tratar y afectan a
la calidad de vida de los pacientes. Se han descrito Las células T reguladoras (Treg) son un tipo de célula,
que como su nombre indica, tienen como principal funcién regular el sistema inmunitario. Hipotetizamos
que cuando esta célula no funciona adecuadamente en una persona, esta puede desarrollar sintomas de
desregulacion inmune. Por ello, evaluar la funcion de la Treg puede ser crucial para conocer si
efectivamente existen alteraciones en su funcién. Ademas, consideramos que modificar directamente esta
célula podria ser una opcioén de tratamiento futuro en algunos pacientes. Por este motivo se ha disefiado
este estudio: estudiaremos las células inmunes de la sangre, incluidas las células Treg, mediante técnicas
sofisticadas y exhaustivas, para entender mejor cual es su disfuncién en pacientes con inmunodeficiencias
primarias y sintomas de desregulaciéon inmune; y finalmente, averiguar si una terapia basada en Treg

podria ser el tratamiento de ciertas manifestaciones autoinmunes o inflamatorias. Por este motivo
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consideramos seleccionar pacientes con estas manifestaciones y estudiar la funcién inmune y de las células

Treg en usted o su "hijo/a.
BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

De este estudio usted o su "hijo/a no obtendra un beneficio personal directo, sino que contribuira a
mejorar el conocimiento de la enfermedad que padece usted o su "hijo/a y a explorar nuevas alternativas

terapéuticas. Por otro lado, no supone ningtin riesgo para usted o su "hijo/a.
CONFIDENCIALIDAD

El Hospital Sant Joan de Deu (Calle Sant Joan de Deu no 2 08950 Esplugues de Llobregat, Barcelona)
como responsable del tratamiento de sus datos, le informa que el tratamiento, la comunicacién y la cesiéon
de los datos de caracter personal de todos los participantes se ajustara a la legislacion vigente (Reglamento
Europeo UE 2016/679 y Ley Organica 3/2018 de 5 de diciembre de Proteccién de Datos Personales). Los
datos para este estudio se recogeran identificados inicamente mediante un c6digo, por lo que no se incluira
ningln tipo de informacién que permita identificar a los participantes. Solo el médico del estudio y sus
colaboradores podran relacionar los datos recogidos en el estudio con su historia clinica. Su identidad no
estara al alcance de ninguna otra persona a excepciéon de una urgencia médica o requerimiento legal.
Podran tener acceso a su informacidn personal identificada, las autoridades sanitarias, el Comité de Etica
de Investigacion y personal autorizado por el promotor del estudio, cuando sea necesario para comprobar
datos y procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de acuerdo con la
legislacion vigente. Solo se cederan a terceros y a otros paises los datos codificados, que en ningin caso
contendran informaciéon que pueda identificar al participante directamente (como nombre y apellidos,
iniciales, direcciéon, numero de la seguridad social, etc.). En el supuesto de que se produjera esta cesion,
seria para la misma finalidad del estudio descrito y garantizando la confidencialidad. No se tomaran
decisiones automatizadas de sus datos ni se elaboraran perfiles. Si se realizara una transferencia de datos
codificados fuera de la UE, ya sea a entidades relacionadas con el centro hospitalario donde usted participa,
o0 a investigadores que colaboren con su médico, sus datos quedaran protegidos por salvaguardas como
contratos u otros mecanismos establecidos por las autoridades de proteccién de datos. Usted puede ejercer
los derechos de acceso, modificacién, oposicidn, supresion, limitacién del tratamiento y portabilidad
(solicitar una copia o que se trasladen a un tercero) de los datos que ha facilitado para el estudio. Para
ejercitar estos derechos, o si desea saber mas sobre confidencialidad, debera dirigirse al investigador
principal del estudio o al delegado de Protecciéon de Datos del Hospital Sant Joan de Deu a través de
dpd@sjdhospitalbarcelona.org. Asimismo, tienen derecho a dirigirse, si no quedara satisfecho/a, a la
Autoritat Catalana de Proteccion de dades (http://apdcat.gencat.cat/ca/contacte/apdcat@gencat.cat) o a

la Agencia de Proteccion de Datos (http://www.agpd.es/portalwebAGPD/CanalDelCiudadano/index-ides-

idphp.php). Los datos ya recogidos no se pueden eliminar, aunque usted abandone el estudio, para
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garantizar la validez de la investigacion, pero no se recogeran nuevos datos si usted decide dejar de
participar. El Investigador conservaran los datos recogidos para el estudio al menos hasta 5 afios tras su
finalizacién. Posteriormente, la informacién personal solo se conservara por el centro para el cuidado de
su salud y por el investigador o promotor para otros fines de investigacion cientifica si el paciente hubiera

otorgado su consentimiento para ello, y si asi lo permite la ley y requisitos éticos aplicables.

Si da su consentimiento, los datos recogidos durante este estudio, podrian utilizarse para futuros
proyectos de investigacion relacionados con este, siempre manteniendo la confidencialidad tal como se ha

expuesto.
OBTENCION Y UTILIZACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS

La participacién usted o su "hijo/a en este estudio conlleva la obtencidn de datos clinicos y de muestras
de sangre que se obtendran en el curso del proceso de seguimiento habitual de la enfermedad de usted o
su "hijo/a. No supondra mas visitas que las propias del seguimiento habitual. La visita puede alargarse
aproximadamente 15 minutos mas, para la discusion de la informacién detallada en esta hoja. La obtencion
de las muestras de sangre sera al inicio del estudio y tras obtencion del consentimiento informado, y a los
3 y 6 meses (3 veces en total) solo en caso de que usted o su "hijo/a inicie algiin tratamiento
inmunosupresor, y siempre que esta cantidad se encuentre dentro de los parametros éticos establecidos
sobre el volumen de sangre extraible para recerca segtn el peso del paciente. De conformidad con lo que
establece la Ley 14/2007 de investigacion biomédica y el Real Decreto 1716/2011 por el que se regula la
utilizaciéon de muestras biolédgicas en investigacion, al firmar este documento usted acepta que se utilicen
las muestras que se obtendran para las finalidades del presente estudio. Los estudios que se realizaran
sobre la muestra de sangre de usted o su hijo/a son estudios de funcién inmune de los linfocitos T
reguladores y las vias inmunes relacionadas que permiten evitar las enfermedades por desregulacion
inmune y estudios genéticos sobre el DNA de usted o su hijo/a para el diagnéstico de su inmunodeficiencia

primaria.

Las muestras usted o su hijo/a serdn procesadas en el momento o se mantendran almacenadas en el
Biobanco del hospital hasta su utilizacién, segin cada uno de los objetivos de este estudio. Se utilizara un
codigo para identificar su muestra y no se utilizard ningtin dato de usted o su "hijo/a que pueda desvelar
suidentidad. Unicamente el médico del estudio y sus colaboradores podran relacionar la muestra con usted
o su hijo/a. Los datos que se deriven de la utilizacién de estas muestras se trataran del mismo modo que el

resto de los datos que se obtengan durante este estudio.

La cesion de muestras biolégicas para este estudio es gratuita y voluntaria. Esto supone que usted o su
hijo/a no tendra derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos que pudieran
derivarse del resultado de la investigacion biomédica. Si se obtuviera informacién relevante que pudiera

afectar a la salud usted o su hijo/a o a la de sus familiares, se le notificara. En caso de que fuera necesario
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contactar con usted o su hijo/a, se utilizarian los datos que constan en su historia clinica. No obstante, se
respetara su derecho a decidir que no se le comuniquen estos, para lo que puede marcar la casilla que se
encuentra en el formulario de consentimiento. En el curso del proceso asistencial se realizaran analisis
genéticos por paneles de genes conocidos hasta la fecha; en caso de no identificarse la causa genética,
podran realizarse en un futuro estudios avanzados con relacién a la enfermedad de usted o su hijo/a, y
cuyos resultados, al tratarse de estudios de investigacion exploratorios, pueden no proporcionar de forma

inmediata, informacién util para guiar el diagnostico o el tratamiento.
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Plan de gestion de datos del proyecto coordinado
PI121/00211 y PI121/0132

Investigadoras Principales: Laia Alsina. Elena Seoane.
Coordinadora del Proyecto: Laia Alsina.

Versién 1: 24 de agosto 2022
Version 2: 26 noviembre de 2022.
Version 3: 2 de febrero de 2023.

1-Resumen de los datos:

Para este proyecto se utilizaran datos clinicos y analiticos de pacientes
pediatricos afectos de errores congénitos de la inmunidad (ECI) y
manifestaciones de desregulaciéon inmune, atendidos en los Hospitales Sant
Joan de Déu y Gregorio Marafién.

Se prevé la participacion de 50 pacientes por el HSJD y otros 50 por parte del
HGUGM.

Tipo y formato de datos que seran recolectados/generados dentro del Proyecto

Solo se recopilaran los datos necesarios para lograr los objetivos de la
investigacion.

Durante el proyecto se produciran los siguientes datos (147 tipos de datos en
total, ver documento Anexo 1):

*Datos demogréficos: fecha de nacimiento, edad, sexo, raza y etnia.

*Datos clinicos: historial de la enfermedad (fecha en el diagnéstico de la ECI,
manifestaciones clinicas infecciosas y de desregulaciéon, dafo de dérganos
diana), tratamientos, talla, peso, examen fisico, resultados radiolégicos,
anatomo-patolégicos y analiticos de rutina, antecedentes familiares de
consanguinidad.

« Datos de investigaciéon: inmunofenotipado, transcriptémica, funcién de células
Treg, datos de matriz de fosforilacion, datos genéticos relacionados con la
enfermedad (existencia de variantes patogénicas en los genes asociados a ECI).
« Otros datos: puntuacién de actividad de desregulacién e inmunodeficiencia
(IDDA score).

Las variables clinicas necesarias para completar el estudio se obtendran
directamente de los participantes a través de su consentimiento, y de
conformidad con lo dispuesto en los articulos 6.1.a) y 9.2.a) del Reglamento

General de Proteccion de Datos-RGPD (UE) 2016/679 (en adelante (en
adelante. RGPD).

Anexos
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Las variables inmunolégicas necesarias para completar el estudio se obtendran
de las muestras de sangre extraidas a los pacientes a través de su
consentimiento, y de conformidad con lo dispuesto en los articulos 6.1.a) y 9.2.a)
del RGPD.

Por otro lado, se abordan diversas preguntas en el proyecto y las mismas estan
contempladas en la pagina 11 de la “HEALTH RESEARCH PROJECTS
PROPOSAL APPLICATION FORM?™ Characterization of the immunological
alterations, specifically in Treg cells, involved in immune dysregulation in
pediatric patients with inborn errors of immunity, towards targeted therapies,
apartados “HYPOTHESIS", “Specific objectives":

2-Procedimiento proporcionado para acceder a los datos (quién, como y
cuando puede acceder):

La informacién obtenida durante el estudio sélo se utilizara para los fines del
estudio. Los datos personales no seran utilizados con fines comerciales. Solo el
personal directamente involucrado en el proyecto de investigacion y autorizado
por el Hospital Sant Joan de Déu y el Hospital Gregorio Maraién, el Comité de
Etica y las autoridades sanitarias podran disponer de los datos de los pacientes
incluidos en el estudio. Los datos seran seudonimizados y recolectados en un
repositorio seguro, aplicando las medidas de seguridad que reglamentariamente
se establecen (ver punto 4). Posteriormente, las muestras seran enviadas al
Hospital Sant Joan de Déu para su posterior y parcial almacenamiento, en lo
relativo a las muestras de RNA y PBMCs. Las muestras facilitadas al Hospital
Sant Joan de Déu podran a su vez enviarse a paises fuera de la Comunidad
Europea, produciéndose, por lo tanto, una transferencia internacional de datos
que sera gestionada por el propio Hospital con el centro colaborador cuyo
investigador principal es Damien Chaussabel, previa firma de un contrato que
garantice y respalde dicho intercambio.

Parte de los datos generados en el estudio seran anonimizados para su posterior
publicacién y distribucién en medios cientificos (ej. revistas, congresos, etc.)

3-Propiedad y origen de los datos: Los resultados son propiedad de quien los
genera. Ambas investigadoras principales son responsables de la recogida
datos, la base de datos general, asi como su propiedad. La IP coordinadora del
estudio (Dra. Laia Alsina) actuara como controladora de los datos en el marco
de este estudio (ej. cuaderno de recogida de datos, peticion de pruebas médicas,
revision de los estudios realizados).

Toda la informacién recogida y procesada, se almacenara en el Red Cap del
Hospital Sant Joan de Déu.
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En relacién al origen de los datos indicar que los mismos se van a obtener de las
propias Historias Clinicas de los pacientes, del propio paciente, asi como de las
pruebas que se requieran dentro del alcance del proyecto.

4-Repositorio para depésito de datos: El almacenamiento de datos se
realizara aplicando las medidas de seguridad que reglamentariamente se
establecen. Los datos se recogeran mediante la plataforma REDCap (Research
Electronic Data Capture) alojada en el servidor del Hospital Sant Joan de Déu y
s6lo seran accesibles en equipos que dispongan de una conexién de confianza
via VPN y credenciales seguras (certificados, claves RSA o contrasefas
complejas). REDCap es una aplicacién web segura que cumple con la normativa
de proteccién de datos digitales.

Los datos de identificacion, datos clinicos y otros datos especificados en Anexo
1 seran recabados por los profesionales médicos responsables del paciente en
REDCap. Asi mismo, dentro de REDCap se distinguira entre los datos que
pertenen a cada paciente y a cada Hospital.

La Dra Laia Alsina, como coordinadora del proyecto, tendra asignado en
REDCap un rol administrador del proyecto (acceso y control sobre toda la base
de datos). El resto de usuarios con credenciales de acceso sélo tendran acceso
limitado para afiadir datos. Ver Anexo 2. Al inicio del proyecto, la base de datos
REDCap se movera a modo Produccién para que no se pueda modificar
facilmente (que puede hacer que se pierdan datos introducidos) y
periédicamente se realizara una copia de seguridad de la base de datos.

5-Procedimiento previsto para garantizar los requisitos éticos y legales
especificos: El proyecto incluye la recopilacién y tratamiento de datos
personales. Respecto al ftratamiento de datos de identificacion
(pseudonimizados) las partes implementaran medidas técnicas y organizativas
apropiadas para garantizar que los requisitos del RGPD y la ley nacional de
proteccién de datos (Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de
Datos Personales o LOPGDD), garantizando la proteccién de los datos
personales y demostrando el cumplimiento de dichas leyes y reglamentos.
Concretamente, las IP Dra. Alsina y Dra. Seoane crearan un el cédigo
peusoandnimo para cada paciente, y custodiaran un documento con el que iran
generando nuevos codigos pseudoandénimos y registrando a qué numero de
historia clinica (NHC) corresponde cada cédigo. Asi, el cédigo de cada paciente
sera su NHC seguido de S (si proviene de Sant Joan de Déu) o G (si proviene
del Hospital Gregorio Marafion). Este cédigo peusoandnimo sera utilizado para
identificar las muestras de sangre para los estudios inmunolégicos. De esta
forma, ademas, los operarios del laboratorio estaran cegados a la hora de
interpretar los resultados. La codificacién de las muestras sera la siguiente:
PIRD-S o G-nimero consecutivo-T0,T1,T2.

Se ha desarrollado una evaluaciéon del impacto en la privacidad de los datos. El
delegado de proteccién de datos de la Fundacié Sant Joan de Déu y la
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Fundacién para la Investigacion Biomédica del Hospital Gregorio Maraiién
(FIBHGM) revisaran y aprobaran el presente documento. Se definiran todas las
acciones necesarias para garantizar un enfoque responsable y un control
adecuado.

Se observaran medidas de confidencialidad y seguridad durante todo el
proyecto, de acuerdo con la legislacion vigente en la proteccion de datos de
caracter personal. El consentimiento especifico del estudio se detalla en el
Anexo 3.

El proyecto empleara diferentes mecanismos para garantizar la armonizacién y
comparabilidad de los datos entre los socios: un marco analitico y metodologia,
un plan de investigacion y protocolos y herramientas para proporcionar
orientacién cientifica para la recopilaciéon de datos y andlisis de datos, asi como
la coordinacién y comunicacion regular a lo largo del proceso de investigacion.
Se ha redactado un protocolo consensuado para el estudio funcional de las Treg
asi como unificado el panel de citometria de flujo extendido y de Treg. Asimismo,
en ha realizado una prueba de andlisis de poblaciones celulares en paralelo ente
los dos laboratorios para asegurar concordancia. Por Gltimo, cada dos meses,
desde el 30 de noviembre de 2021, se realizan reuniones cada 2 meses de
seguimiento.

6-Requisitos éticos y legales: el proyecto cumplira con todos los principios
éticos fundamentales expuestos en la Carta de Derechos de la Unién Europea
(Diario Oficial de la Union Europea, C 303, 14 de diciembre de 2007); el
reglamento de proteccion de datos europeo, el Reglamento General de
Proteccion de Datos (GDPR 2016/679), la Ley espaiola 14/2007 (Ley 14/2007,
de 3 de julio, de Investigacion Biomédica). El protocolo de estudio y las hojas de
consentimiento informado han sido aprobadas por el Comité de Etica del Hospital
Joan de Déu y Gregorio Marafnén (Anexo 3). Por cada individuo enrolado en el
estudio, se solicitara el consentimiento informado. Como los sujetos son
menores de edad, el consentimiento informado sera firmado por sus padres o
tutores. Para pacientes con 12 0 méas anos, también se solicitara un asentimiento
informado.

7-Datos FAIR: Al inicio del proyecto se creara un diccionario de metadatos en
base al Anexo 1. Los resultados inmunolégicos se haran accesibles al acabar el
estudio bajo demanda al investigador principal dado que en la actualidad no
existe un repositorio de datos de citometria de flujo o de cultivos de funcién
celular. La nomenclatura y metodologia utilizadas para el estudio de las
poblaciones celulares es la estandar (Cossarizza A, et al. Guidelines for the use
of flow cytometry and cell sorting in immunological studies (third edition). Eur J
Immunol. 2021 Dec;51(12):2708-3145), lo que permitirda que sean datos
interoperables y reutilizables. Los datos de transcriptomica si se haran
accesibles a través de Gene Expression Omnibus (GEO) repository at the
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National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) siendo accesibles, interoperables vy
reutilizables.

8-Recursos utilizados

Se realizé una mesa redonda con caracter formativo cuyo propésito era explicar
el alcance, importancia y funcionamiento del Plan de Gestién de Datos, ademas
se difundié una serie de directrices con el contenido minimo del PGD y necesidad
de su implementacién para una serie de proyectos, asi como recursos online
para ayudar en la generacién de PGD.

Se anexa al presente PGD parte de las directrices recibidas por la Fundacién de
Investigaciéon Biomédica del HGUGM.

9- Politicas relacionadas

Tanto SJD como HGUGM disponen de politicas sobre proteccion de datos. En
la intranet del HGUGM existen publicadas una serie de politicas, procedimientos
y normativa relativa a la seguridad de la informacién y proteccion de Datos. Se
adjunta captura de alguna de las normativas publicadas:

SERACIS

ran " SECURSOS = A
N CLMCOS FMEERW- A MIMANOS GESTYON

Pty an Hounpiuian s birem ot da’ Hmaptel Duearel Usiars e Sragess Viewins » Ragesed de b rinsraser > Pubbme de Tagurded

reca Seguridad de la Informacson
Duwnm Muschoas

ERRLUNS Politica de Sequridad
PR ¢ Normal e 00 Seguriaed »

Gaaz

e de Conirgencis .| Paiis 0 Sopaifad 40 3 Wwhywacdn  0408702) 10 (8

P AYS

21 Normataa sobre Boaras Prdciors womdsor

55 Normativa scbes Accese ¢ Use 32 s Sissernas de ek maciin
= Norreatva scbre Usa del Correo Elscironca

2 Normatas sobre Cuacdn y Use s Comrasefes

:, Normaivg sotes Gessin 32 InGdencias de Saguided

=l Norrea$ea scbre Acceac 3 Indamat

2 Normatag sobre Usd o0 Disgosines Pondiies

55 Normasva sotee Trsbeio Seesy 38 bt Locakes del Hasply

&) Norrea$va scbre Carproriso de Corfdencalcad con Tercerzs

21 Normataa sobre Bosnas Prdctors pers Tacsnis

Ademas, a nivel de Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid, existe
una politica de informacién:

http://www.madrid.org/wleg pub/serviet/Servidor?opcion=VerHtml&nmnorma=8
228
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)
# Cargar tidyverse para usar dplyr
library(tidyverse)

)
# Leer el CSV
df <- read.csv2(file.choose(), stringsAsFactors = FALSE)

# Afadir la columna "Timepoint' extrayendo TO, T1, T2, T3 o TBIS de la columna 'Paciente’
df <- df %>%
mutate(Timepoint = str_extract(Paciente, "\\bTO\\b|\\bT1\\b|\\bT2\\b|\\bT3\\b|\\bTBIS\\b"))

# Verificar que se haya creado correctamente

head(df)

write.csv(df, "/Users/albertomecazapata/Desktop/Excel_timepoints_con_grupos.csv", row.names =
FALSE)

)
# Leer el CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Especificar columnas que NO se deben normalizar

nmon non

excluir_cols <- c("Poblacion"”, "Paciente”, "Timepoint")

# Seleccionar columnas numéricas que NO estan en la lista de exclusién
columnas_a_normalizar <- df %>%

select(-all_of(excluir_cols)) %>%

select(where(is.numeric)) %>%

colnames()
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# Aplicar normalizacién (Z-score) a las columnas seleccionadas
df normalizado <- df %>%
mutate(across(all_of(columnas_a_normalizar),

~ (.-mean(,, na.rm = TRUE)) / sd(., na.rm = TRUE)))

# Guardar el resultado

write_csv(df_normalizado, "Pacientes_normalizado_sin_grupo.csv")

AHORA PARA CREAR EL CSV SOLO CON LOS TO
)

# Cargar librerias necesarias

library(readr)

library(dplyr)

# Leer el archivo normalizado

df_normalizado <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Filtrar solo las filas con Timepoint == "T0"
df TO <- df normalizado %>%

filter(Timepoint == "T0")

# Guardar el nuevo CSV con solo TO

write_csv(df_TO, "/Users/albertomecazapata/Desktop/Sin_normalizar_TO0_sin_grupo.csv")

)
# Paquetes necesarios
library(reshape2)
library(ggplot2)

APLICAMOS SHAPIRO-WILK A LOS DATOS SIN NORMALIZAR

# Asegurarse de que todas las columnas son numéricas
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Sin_normalizar_TO0_sin_grupo <- data.frame(

lapply(Sin_normalizar_TO0_sin_grupo, function(x) as.numeric(as.character(x)))

)

# Aplicar test de normalidad a cada columna
normality_pvals <- apply(Sin_normalizar_T0_sin_grupo, 2, function(col) {
if (length(unique(col)) > 3 && !all(is.na(col))) {
tryCatch(shapiro.test(col)$p.value, error = function(e) NA)
}else{

NA # Variables con pocos valores Unicos, constantes o fallos

}
)

# Crear un data frame para graficar

normality_df <- data.frame(Variable = names(normality_pvals), P_Value = normality_pvals)

# Eliminar NA

normality_df <- na.omit(normality_df)

# Afadir categoria de normalidad

normality_df$Normality <- ifelse(normality_df$P_Value > 0.05, "Normal", "No normal")

# Graficar como heatmap
library(ggplot2)
ggplot(normality_df, aes(x = reorder(Variable, -P_Value), y = 1, fill = P_Value)) +
geom_tile() +
scale_fill_gradient2(
low = "red", mid = "yellow", high = "green", midpoint = 0.05,
name = "p-value\nShapiro-Wilk"
)+
theme_minimal() +
labs(

title = "Mapa de normalidad por variable (Shapiro-Wilk)",

Anexos
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x = "Variables",y =""
)+
theme(
axis.text.y = element_blank(),
axis.ticks.y = element_blank(),
axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1, size = 4)

)

AHORA APLICAMOS LO MISMO PERO A LOS DATOS NORMALIZADOS
)

# Asegurarse de que todas las columnas son numéricas
Normalizado_T0_sin_grupo <- data.frame(

lapply(Normalizado_TO0_sin_grupo, function(x) as.numeric(as.character(x)))

)

# Aplicar test de normalidad a cada columna
normality_pvals <- apply(Normalizado_T0_sin_grupo, 2, function(col) {
if (length(unique(col)) > 3 && !all(is.na(col))) {
tryCatch(shapiro.test(col)$p.value, error = function(e) NA)
}else{
NA
}
)

# Crear un data frame para graficar

normality_df <- data.frame(Variable = names(normality_pvals), P_Value = normality_pvals)

# Eliminar NA

normality_df <- na.omit(normality_df)

# Afadir categoria de normalidad

normality_df$Normality <- ifelse(normality_df$P_Value > 0.05, "Normal", "No normal")
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# Graficar como heatmap
library(ggplot2)
ggplot(normality_df, aes(x = reorder(Variable, -P_Value), y = 1, fill = P_Value)) +
geom_tile() +
scale_fill_gradient2(
low = "red", mid = "yellow", high = "green", midpoint = 0.05,
name = "p-value\nShapiro-Wilk"
)+
theme_minimal() +
labs(
title = "Mapa de normalidad por variable (Shapiro-Wilk)",
x = "Variables",y =""
)+
theme(
axis.text.y = element_blank(),
axis.ticks.y = element_blank(),

axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1, size = 4)

)

LLEGAMOS A LA CONCLUSION DE QUE NO SIGUEN UNA DISTRIBUCION NORMAL
AHORA PASAMOS A GRAFICAR PARA DIFERENCIAR ENTRE PACIENTES Y CONTROLES
)

# Cargar librerias

library(umap)

library(ggplot2)

library(dplyr)

library(readr)

)
# Leer el CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))
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# Eliminar columnas no necesarias

df_umap <- df %>% select(-Poblacion, -Timepoint)

# Separar etiquetas
pacientes <- df umap$Paciente

grupos <- df umap$Grupo

# Eliminar columnas no numéricas

datos_numericos <- df_umap %>% select(-Paciente, -Grupo)

# Imputar NA con la media de cada columna
datos_imputados <- datos_numericos %>%

mutate(across(everything(), ~ ifelse(is.na(.), mean(.,, na.rm = TRUE), .)))

# Asegurarse de que los datos son numéricos

datos_imputados <- datos_imputados %>% mutate(across(everything(), as.numeric))

# Aplicar UMAP
library(umap)
set.seed(42)

umap_result <- umap(datos_imputados)

# Preparar dataframe para visualizacion
umap_df <- as.data.frame(umap_result$layout)
colnames(umap_df) <- c("UMAP1", "UMAP2")
umap_df$Paciente <- pacientes

umap_df$Grupo <- factor(grupos, labels = c("Control", "Paciente"))

# Graficar por grupo

library(ggplot2)

ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Grupo)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +

theme_minimal() +
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labs(

title = "UMAP de pacientes (T0)",

x ="UMAP 1", y = "UMAP 2", color = "Grupo"
)

)
# Afadir columna Poblacion para visualizarla

umap_df$Poblacion <- df$Poblacion

# Graficar coloreando por Poblacion
ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Poblacion)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +
theme_minimal() +
labs(
title = "UMAP de pacientes coloreado por Poblacion”,

x ="UMAP 1", y = "UMAP 2", color = "Poblacion”
)

PARA CORREGIR EL EFECTO LOTE QUE PARECE QUE ESTAMOS OBTENIENDO; USAMOS EL COMBATCH
)
if ('requireNamespace("sva", quietly = TRUE)) {

install.packages("sva")

}

)
library(sva)

)
# Transponer los datos para ComBat (con variables en filas y muestras en columnas)

datos_mat <- t(as.matrix(datos_imputados))
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batch <- df$Poblacion # Variable de lote

#

mod <- model.matrix(~ as.factor(df$Grupo)) # Opcional, para ajustar grupo

datos_combat <- ComBat(dat = datos_mat, batch = batch, mod = mod, par.prior = TRUE, prior.plots =
FALSE)

datos_corregidos <- t(datos_combat)

)
library(umap)
set.seed(42)

umap_result <- umap(datos_corregidos)

umap_df <- as.data.frame(umap_result$layout)

colnames(umap_df) <- c("UMAP1", "UMAP2")

umap_df$Paciente <- df$Paciente

umap_df$Grupo <- factor(df$Grupo, labels = c("Control", "Paciente"))

umap_df$Poblacion <- df$Poblacion

library(ggplot2)

ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Grupo)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +
theme_minimal() +

labs(title = "UMAP corregido por Poblacion (ComBat)", x = "UMAP 1",y = "UMAP 2", color = "Grupo")

AHORA PARA VER LA K NECESARIA

)
library(readr)
library(dplyr)

# Leer el CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))
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# Eliminar las ltimas 6 filas (controles)

df_sin_ult6 <- df %>% slice(1:(n() - 6))

# Guardar el nuevo CSV

write_csv(df_sin_ult6, "Normalizado_TO0_sin_grupo_sin_ult6.csv")

)

install.packages("ConsensusClusterPlus")

)
library(readr)

library(dplyr)

library(factoextra) # para fviz_nbclust, fviz_gap_stat
library(ConsensusClusterPlus) # para consensus clustering

library(cluster)

# Leer CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Eliminar columnas no necesarias

df_umap <- df %>% select(-Poblacion, -Timepoint)

# Extraer las columnas numéricas (sin Paciente)

datos_numericos <- df_umap %>% select(-Paciente)

# Imputar NA con la media de cada columna

datos_imputados <- datos_numericos %>%

mutate(across(everything(), ~ ifelse(is.na(.), mean(.,, na.rm = TRUE), .)))

# Escalar los datos

Anexos
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expr_scaled <- scale(datos_imputados)

# Heuristica raiz cuadrada

k_init <- round(sqrt(nrow(expr_scaled)) / 2)

# Elbow Method

fviz_nbclust(expr_scaled, kmeans, method = "wss")

# Silhouette

fviz_nbclust(expr_scaled, kmeans, method = "silhouette")

# Gap Statistic

set.seed(123)

gap_stat <- clusGap(expr_scaled, FUN = kmeans, K. max = 10, B = 100)
fviz_gap_stat(gap_stat)

# Consensus clustering

results <- ConsensusClusterPlus(as.matrix(expr_scaled),

maxK = 6,
reps = 100,
pltem = 0.8,

clusterAlg = "hc",
distance = "euclidean",
seed = 1234,

plot = "pdf")

ESTO ES OPCIONAL; NO PARECE QUE NOS ESTE SALIENDO LO QUE QUEREMOS

)

if ('requireNamespace("BiocManager", quietly = TRUE))
install.packages("BiocManager")

BiocManager::install("flowCore")

# Instalar BiocManager si no lo tienes
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if ('requireNamespace("BiocManager", quietly = TRUE))

install.packages("BiocManager")

# Usar BiocManager para instalar FlowSOM

BiocManager::install("FlowSOM")

)
library(flowCore)
library(FlowSOM)
library(tidyverse)
library(umap)

)
# ---- 1. Leer datos completos (igual que antes) ----

df_completo <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# ---- 2. Separar datos de entrenamiento (sin ultimos 6 controles) ----

df_entrenamiento <- df_completo %>% slice(1:(n()-6))

# ---- 3. Preprocesamiento datos entrenamiento CON CORRECCION DE LOTE ----
# 3.1 Preparar datos numéricos (igual que antes)
df clean <- df_entrenamiento %>%
select(-any_of(c("Paciente", "Poblacion”, "Timepoint"))) %>%
select(where(is.numeric)) %>%
mutate(across(everything(), ~ ifelse(is.na(.), mean(,, na.rm = TRUE), .))) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))
# 3.2 Correccion de efecto lote con ComBat

mat_entrenamiento <- t(as.matrix(df_clean)) # ComBat necesita variables x muestras (transpuesta)

batch <- df_entrenamiento$Poblacion # Variable de lote (Madrid/Barcelona)
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# Ajustar por grupos

# mod <- model.matrix(~ as.factor(df_entrenamiento$Grupo)) # Descomentar si hay grupos

mat_combat <- ComBat(
dat = mat_entrenamiento,
batch = batch,
# mod = mod,
par.prior = TRUE,
prior.plots = FALSE

# Volver a la estructura original (muestras x variables)

df_clean_corregido <- as.data.frame(t(mat_combat))

# ---- 4. PCA sobre datos corregidos ----
mat <- as.matrix(df_clean_corregido)
pca_modelo <- prcomp(mat, scale. = TRUE)

n_components <- which(cumsum(pca_modelo$sdev”2/sum(pca_modelo$sdev”2)) >= 0.8)[1]

# ---- 5. Entrenar FlowSOM ----
set.seed(123)
fsom <- FlowSOM(
input = flowFrame(pca_modelo$x[, 1:n_components]),
scale = FALSE,
colsToUse = 1:n_components,
xdim =5, ydim =5,
nClus = 3,

rlen =10

# ---- 6. Preprocesamiento datos COMPLETOS ----
df_completo_clean <- df_completo %>%

select(-any_of(c("Paciente", "Poblacion”, "Timepoint"))) %>%
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select(where(is.numeric)) %>%

mutate(across(everything(), ~ ifelse(is.na(.), mean(., na.rm = TRUE), .))) %>% # Este %>% conecta con
lo siguiente

mutate(across(everything(), as.numeric))

mat_completo <- as.matrix(df_completo_clean)

mat_completo_scaled <- scale(mat_completo,
center = pca_modelo$center,
scale = pca_modelo$scale)

pca_completo <- mat_completo_scaled %*% pca_modelo$rotation[,1:n_components]

# ---- 7. Asignar clusters (compatible con S4) ----

if(exists("predictMetaclusters”, where="package:FlowSOM", mode="function")) {
cluster_assignment <- FlowSOM::predictMetaclusters(fsom, pca_completo)

}else{
# Método alternativo manual
distances <- apply(pca_completo, 1, function(x) colSums((t(fsom$map$codes) - x)*2))

cluster_assignment <- fsom$metaclustering[apply(distances, 2, which.min)]

}

# ---- Conversion segura de S4 a vector ----
if(isS4(cluster_assignment)) {
tryCatch({
cluster_assignment <- as.numeric(cluster_assignment) # Opcion 1
}, error = function(e) {
try({
cluster_assignment <- cluster_assignment@values # Opcién 2
}, silent = TRUE)
1)
}

# Verificacion final

stopifnot(is.vector(cluster_assignment) || is.factor(cluster_assignment))
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# ---- 8. Crear UMAP ----
umap_df <- data.frame(
UMAP1 = umap_result$layout[,1],
UMAP?2 = umap_result$layout[,2],
Cluster = factor(cluster_assignment), # Ahora deberia funcionar
Tipo = factor(c(
rep("Muestra”, nrow(df_entrenamiento)),

rep("Control"”, nrow(df_completo) - nrow(df_entrenamiento))

))
)

#VISUALIZACION UMAP
ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Cluster, shape = Tipo)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.7) +
scale_shape_manual(values = ¢(16, 17)) + # 16=circulo (muestras), 17=tridngulo (controles)
labs(
title = "Visualizacion UMAP de los clusters",
subtitle = paste("Muestras:", sum(umap_df$Tipo == "Muestra"),

"| Controles:", sum(umap_df$Tipo == "Control")),

x = "UMAP1",
y = "UMAP2"
)+

theme_minimal() +

theme(legend.position = "right")

COMPROBAR SI LO ESTA SEPARANDO POR POBLACION O NO PORQUE PARECE QUE Si

)
# ---- 1. Leer datos COMPLETOS ----

df_completo <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# ---- 2. Separar datos de entrenamiento (sin ultimos 6 controles) ----

df_entrenamiento <- df_completo %>% slice(1:(n()-6))
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# ---- 3. Preprocesamiento datos entrenamiento CON CORRECCION DE LOTE ----
# 3.1 Preparar datos numéricos
df clean <- df_entrenamiento %>%
select(-any_of(c("Paciente", "Poblacion”, "Timepoint"))) %>%
select(where(is.numeric)) %>%
mutate(across(everything(), ~ ifelse(is.na(.), mean(,, na.rm = TRUE), .))) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))

# 3.2 Diagnéstico PCA sin corregir (antes de ComBat)
mat_entrenamiento <- t(as.matrix(df clean)) # Variables x muestras

batch <- df entrenamiento$Poblacion # Variable de lote

# PCA sin correccién
pca_sin_corregir <- prcomp(t(mat_entrenamiento), scale. = TRUE)
plot(pca_sin_corregir$x[,1:2], col = as.factor(batch),
pch =19, main = "PCA sin correccién (por Poblacién)",
xlab ="PC1", ylab = "PC2")
legend("topright”, legend = levels(as.factor(batch)),
col = 1:length(unique(batch)), pch = 19)

# 3.3 Correccion de efecto lote con ComBat
mat_combat <- ComBat(
dat = mat_entrenamiento,
batch = batch,
# mod = mod, # Opcional: incluir si hay grupos conocidos
par.prior = TRUE,
prior.plots = FALSE

# PCA después de ComBat (diagndstico)
pca_corregido <- prcomp(t(mat_combat), scale. = TRUE)
plot(pca_corregido$x[,1:2], col = as.factor(batch),

pch =19, main = "PCA con ComBat (por Poblacién)",
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xlab ="PC1", ylab = "PC2")
legend("topright”, legend = levels(as.factor(batch)),
col = 1:length(unique(batch)), pch = 19)

# Volver a estructura original (muestras x variables)

df_clean_corregido <- as.data.frame(t(mat_combat))

# ---- 4. PCA sobre datos corregidos ----
mat <- as.matrix(df_clean_corregido)
pca_modelo <- prcomp(mat, scale. = TRUE)

n_components <- which(cumsum(pca_modelo$sdev”2/sum(pca_modelo$sdev”2)) >= 0.8)[1]

# ---- 5. Entrenar FlowSOM ----
set.seed(123)
fsom <- FlowSOM(
input = flowFrame(pca_modelo$x[, 1:n_components]),
scale = FALSE,
colsToUse = 1:n_components,
xdim =5, ydim =5,
nClus = 3,

rlen =10

# ---- 6. Preprocesamiento datos COMPLETOS ----

df_completo_clean <- df_completo %>%
select(-any_of(c("Paciente", "Poblacion”, "Timepoint"))) %>%
select(where(is.numeric)) %>%
mutate(across(everything(), ~ ifelse(is.na(.), mean(,, na.rm = TRUE), .))) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))

mat_completo <- as.matrix(df_completo_clean)
mat_completo_scaled <- scale(mat_completo,

center = pca_modelo$center,

234



scale = pca_modelo$scale)

pca_completo <- mat_completo_scaled %*% pca_modelo$rotation[,1:n_components]

# ---- 7. Asignar clusters ----

if(exists("predictMetaclusters”, where="package:FlowSOM", mode="function")) {

cluster_assignment <- FlowSOM::predictMetaclusters(fsom, pca_completo)

}else{

distances <- apply(pca_completo, 1, function(x) colSums((t(fsom$map$codes) - x)*2))

cluster_assignment <- fsom$metaclustering[apply(distances, 2, which.min)]

}

# Conversion segura de S4 a vector
if(isS4(cluster_assignment)) {
tryCatch({
cluster_assignment <- as.numeric(cluster_assignment)
}, error = function(e) {
try({
cluster_assignment <- cluster_assignment@values
}, silent = TRUE)
1)
}

# ---- 8. Crear UMAP ----
set.seed(42)

umap_result <- umap(pca_completo)

umap_df <- data.frame(
UMAP1 = umap_result$layout[,1],
UMAP?2 = umap_result$layout[,2],
Cluster = factor(cluster_assignment),
Tipo = factor(c(
rep("Muestra”, nrow(df_entrenamiento)),

rep("Control"”, nrow(df_completo) - nrow(df_entrenamiento))
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),

Poblacion = df_completo$Poblacion # Para verificar efecto lote en UMAP

)

# Visualizacion UMAP
ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Cluster, shape = Tipo)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.7) +
scale_shape_manual(values = c¢(16, 17)) +
labs(title = "UMAP después de ComBat (Clusters por FlowSOM)",
x = "UMAP1", y = "UMAP2") +

theme_minimal()

# Verificacion adicional para ver si persiste el efecto de Poblacién
ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Poblacion, shape = Tipo)) +
geom_point(size = 3, alpha =0.7) +
labs(title = "UMAP: Verificacion de efecto lote (Poblaciéon)”,
x = "UMAP1",y = "UMAP2") +

theme_minimal()

)
# Cargar los datos

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Especificar las columnas que NO quieres normalizar

non non non

excluir <- c("Poblacion”, "Paciente", "Grupo", "Timepoint")

# Seleccionar las columnas a normalizar

cols_a_normalizar <- setdiff(colnames(df), excluir)
# Aplicar la normalizacién (z-score) solo a esas columnas

df normalizado <- df

df_normalizado[cols_a_normalizar] <- scale(df[cols_a_normalizar])
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# Guardar el resultado

write.csv(df_normalizado, "TEST NORMALIZANDO.csv", row.names = FALSE)

VAMOS POR AQUI
)

# Cargar librerias
library(umap)
library(ggplot2)
library(dplyr)
library(readr)
library(sva)

)
# Leer el CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Primero verificar los nombres exactos de las columnas
colnames(df)

table(df$Grupo)

)
# Leer el CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Separar controles y pacientes (0 = Control, 1 = Paciente)
df_controles <- df[df[["Grupo"]] == 0, ]
df_pacientes <- df[df[["Grupo"]] == 1, ]

# Procesar solo los pacientes para el UMAP (eliminar columnas no numéricas)
df_umap_pacientes <- df_pacientes %>%

select(-Poblacion, -Timepoint, -Grupo, -Paciente)
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# Imputar NA con la media de cada columna
datos_imputados_pacientes <- df_umap_pacientes %>%
mutate(across(everything(), ~ {
if (all(is.na(.))) O else ifelse(is.na(.), mean(., na.rm = TRUE), .)
1) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))

# Aplicar ComBat solo a los pacientes para corregir efecto lote
datos_mat_pacientes <- t(as.matrix(datos_imputados_pacientes))
batch_pacientes <- df_pacientes$Poblacion

mod_pacientes <- model.matrix(~1, data = df_pacientes) # Modelo solo con intercepto

datos_combat_pacientes <- ComBat(
dat = datos_mat_pacientes,
batch = batch_pacientes,
mod = mod_pacientes,
par.prior = TRUE,
prior.plots = FALSE

datos_corregidos_pacientes <- t(datos_combat_pacientes)

# Aplicar UMAP solo a pacientes
set.seed(42)

umap_model <- umap(datos_corregidos_pacientes)

# Preparar datos de controles para proyeccion (asegurando compatibilidad con pacientes)
datos_controles <- df_controles %>%
select(-Poblacion, -Timepoint, -Grupo, -Paciente) %>%
# Asegurar que tenemos las mismas columnas que en pacientes
select(colnames(datos_imputados_pacientes)) %>%

# Imputacion de datos
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mutate(across(everything(), ~ {
if (all(is.na(.))) O else ifelse(is.na(.), mean(., na.rm = TRUE), .)
1) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))

# Verificar que no quedan NA

stopifnot(!any(is.na(datos_controles)))

# Proyectar controles usando el modelo entrenado con pacientes

controles_proyectados <- predict(umap_model, as.matrix(datos_controles))

# Crear dataframe final combinado
umap_df_final <- data.frame(
UMAP1 = c(umap_model$layout[,1], controles_proyectados][,1]),
UMAP?2 = c(umap_model$layout[,2], controles_proyectados|[,2]),
Paciente = c(df_pacientes$Paciente, df_controles$Paciente),
Grupo = factor(c(rep("Paciente", nrow(df_pacientes)),
rep("Control"”, nrow(df_controles)))),

Poblacion = c(df_pacientes$Poblacion, df_controles$Poblacion)

)

# Graficar
ggplot(umap_df final, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Grupo, shape = Poblacion)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +
theme_minimal() +
labs(
title = "UMAP de pacientes (corregido por poblacién) con controles proyectados”,
x="UMAP 1",
y ="UMAP 2",
color = "Grupo”,
shape = "Poblacién"
)+
scale_color_manual(values = c("Paciente" = "#F8766D", "Control" = "#00BF(C4")) +
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scale_shape_manual(values = ¢(16, 17, 15, 18)) # Diferentes formas para cada poblacién

PARA SACAR EL UMAP de pacientes (clusterizados en 3 grupos) y con los controles proyectados
)
# Leer el CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Separar controles y pacientes (0 = Control, 1 = Paciente)
df_controles <- df[df[["Grupo"]] == 0, ]
df_pacientes <- df[df[["Grupo"]] == 1, ]

# Procesar solo los pacientes para el UMAP
df_umap_pacientes <- df_pacientes %>%

select(-Poblacion, -Timepoint, -Grupo, -Paciente)

# Imputar NA con la media de cada columna
datos_imputados_pacientes <- df_umap_pacientes %>%
mutate(across(everything(), ~ {
if (all(is.na(.))) O else ifelse(is.na(.), mean(., na.rm = TRUE), .)
1) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))

# Aplicar ComBat solo a los pacientes para corregir efecto lote
datos_mat_pacientes <- t(as.matrix(datos_imputados_pacientes))
batch_pacientes <- df_pacientes$Poblacion

mod_pacientes <- model.matrix(~1, data = df_pacientes) # Modelo solo con intercepto

datos_combat_pacientes <- ComBat(
dat = datos_mat_pacientes,
batch = batch_pacientes,
mod = mod_pacientes,
par.prior = TRUE,
prior.plots = FALSE
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datos_corregidos_pacientes <- t(datos_combat_pacientes)

# Aplicar UMAP solo a pacientes
set.seed(42)

umap_model <- umap(datos_corregidos_pacientes)

# --- CLUSTERING (k-means) SOLO PARA PACIENTES ---
set.seed(42)
k <- 3 # Numero de clusters deseado

clusters_pacientes <- kmeans(umap_model$layout, centers = k) $cluster

# Preparar datos de controles para proyeccion (sin clustering)
datos_controles <- df_controles %>%
select(-Poblacion, -Timepoint, -Grupo, -Paciente) %>%
select(colnames(datos_imputados_pacientes)) %>%
mutate(across(everything(), ~ {
if (all(is.na(.))) O else ifelse(is.na(.), mean(., na.rm = TRUE), .)
1) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))

# Proyectar controles (sin incluirlos en el clustering)

controles_proyectados <- predict(umap_model, as.matrix(datos_controles))

# Crear dataframe final combinado (pacientes + controles)
umap_df_final <- data.frame(
UMAP1 = c(umap_model$layout[,1], controles_proyectados][,1]),
UMAP?2 = c(umap_model$layout[,2], controles_proyectados][,2]),
Paciente = c(df_pacientes$Paciente, df_controles$Paciente),
Grupo = factor(c(rep("Paciente", nrow(df_pacientes)),
rep("Control"”, nrow(df_controles)))),

Poblacion = c(df_pacientes$Poblacion, df_controles$Poblacion),
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# Anadir columna de clusters (NA para controles)

Cluster = factor(c(clusters_pacientes, rep(NA, nrow(df_controles))))

)

# Graficar (colores por cluster, formas por poblacién)
ggplot(umap_df final, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Cluster, shape = Grupo)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +
theme_minimal() +
labs(
title = "UMAP de pacientes (clusterizados en 3 grupos) y controles proyectados”,
x="UMAP 1",
y ="UMAP 2",
color = "Cluster (Pacientes)",
shape = "Grupo"
)+
scale_color_manual(
values = c("#F8766D", "#00BA38", "#619CFF"), # Colores para los clusters
na.value = "gray", # Color para controles (NA)
labels = c("Cluster 1", "Cluster 2", "Cluster 3", "Control")
)+

scale_shape_manual(values = ¢(16, 17)) # 16: Pacientes, 17: Controles

EXTRAER LOS DATOS PROMEDIO DE LOS CLUSTERS

)

# Combinar los datos originales de pacientes con la informacién de clusters
df_pacientes_con_cluster <- df_pacientes %>%

mutate(Cluster = as.factor(clusters_pacientes))

# Agregar los controles con Cluster = NA
df_final_con_cluster <- bind_rows(
df_pacientes_con_cluster,

df_controles %>% mutate(Cluster = NA)
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# Calcular promedios por cluster (solo para pacientes, excluyendo controles)
promedios_por_cluster <- df_pacientes_con_cluster %>%
group_by(Cluster) %>%
# Calcular la media para columnas numéricas
summarise(across(where(is.numeric), mean, na.rm = TRUE),
# Para columnas no numéricas

across(c(Poblacion, Timepoint), ~ paste(unique(.), collapse =", ")),

.groups = "drop")

# Para incluir también un resumen de los controles:
promedios_controles <- df_controles %>%
summarise(across(where(is.numeric), mean, na.rm = TRUE),
across(c(Poblacion, Timepoint), ~ paste(unique(.), collapse =", "))) %>%

mutate(Cluster = "Control")

# Combinar ambos resultados
resultado_final <- bind_rows(
promedios_por_cluster,

promedios_controles

)

# Reordenar columnas para que Cluster sea la primera
resultado_final <- resultado_final %>%

select(Cluster, everything())

# Guardar el resultado en un CSV

write_csv(resultado_final, "promedios_por_cluster.csv")

# Mostrar el resultado

print(resultado_final)
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RANDOM FOREST CON LOS CLUSTERES

)

# Instalar el paquete

if ('requireNamespace("pheatmap”, quietly = TRUE)) {
install.packages("pheatmap")

}

if ('requireNamespace("randomForest", quietly = TRUE)) {
install.packages("randomForest")

}

if ('require("missForest")) install.packages("missForest")

# Cargar el paquete
library(pheatmap)
library(randomForest)

library(missForest)

)
# ---- HEATMAP DE PERFILES ----
# Usamos el resultado_final que contiene los promedios por cluster
perfil_mat <- as.matrix(resultado_final %>%

select(-Cluster, -Poblacion, -Timepoint, -Grupo) %>%

select(where(is.numeric)))

# Asignamos nombres de fila

rownames(perfil_mat) <- paste0("Cluster_", resultado_final$Cluster)

# Generamos el heatmap

pheatmap(perfil_mat,
cluster_rows = TRUE,
cluster_cols = TRUE,
scale = "column",

main = "Perfil inmunolégico promedio por cluster”,
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fontsize = 6, # Reduce el tamailo de todo el texto
fontsize_col = 3, # Texto de columnas (eje X)
fontsize_row = 8) # Texto de filas (opcional)

# ---- TEST ESTADISTICO POR MARCADOR (Kruskal-Wallis) ----
# Primero preparar los datos originales con la asignacién de clusters
expr_df <- df_pacientes_con_cluster %>%

select(-Poblacion, -Timepoint, -Grupo, -Paciente) %>%

mutate(Cluster = as.factor(Cluster))

# Escalar los datos
expr_data_scaled <- expr_df %>%
select(-Cluster) %>%

scale()

# Calcular p-values (usamos Kruskal-Wallis para datos no paramétricos)
pvalues <- apply(expr_data_scaled, 2, function(x) {
kruskal.test(x ~ expr_df$Cluster)$p.value

)
p_adj <- p.adjust(pvalues, method = "BH")

# ---- TOP MARCADORES SIGNIFICATIVOS ----

top_markers <- names(sort(p_adj))[1:10]

# Preparar datos para grafico
expr_long <- expr_df %>%
select(all_of(top_markers), Cluster) %>%

pivot_longer(cols = -Cluster, names_to = "variable", values_to = "value")

ggplot(expr_long, aes(x = Cluster, y = value, fill = Cluster)) +
geom_boxplot() +
facet_wrap(~ variable, scales = "free_y") +

theme_minimal() +
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labs(title = "Top marcadores inmunolégicos que discriminan clusters”,

y = "Valor escalado")

# ---- RANDOM FOREST CON IMPUTACION DE VALORES FALTANTES ----
set.seed(42)

# 1. Preparar los datos manteniendo solo variables relevantes
rf_data <- expr_df %>%
select(where(is.numeric), Cluster) %>%

mutate(Cluster = as.factor(Cluster))

# 2. Verificar estructura de los datos
str(rf_data)

print(paste("Numero de NA antes de imputacién:", sum(is.na(rf_data))))

# 3. Imputacion con verificaciéon
rf_data_imputed <- tryCatch({
imp <- missForest(rf_data, verbose = TRUE)
print(paste("Error de imputacion O0B:", imp$00Berror))
imp$ximp
}, error = function(e) {
message("Fall6 missForest, usando imputacién por mediana: ", e$message)
rf_data %>%
mutate(across(where(is.numeric), ~ifelse(is.na(.), median(., na.rm = TRUE), .)))

)

# 4. Verificacién post-imputacién
print(paste("Numero de NA después de imputacion:”, sum(is.na(rf_data_imputed))))

stopifnot(nrow(rf_data_imputed) == nrow(rf_data))

# 5. Asegurar que las clases no estan desbalanceadas
table(rf_data_imputed$Cluster)

if(min(table(rf_data_imputed$Cluster)) < 5) {
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warning("Algunos clusters tienen muy pocas observaciones!")

}

# 6. Ejecutar Random Forest con verificaciéon
rf_model <- tryCatch({
randomForest(
Cluster ~ .,
data = rf_data_imputed,
importance = TRUE,
ntree = 500,
sampsize = rep(min(table(rf_data_imputed$Cluster)), nlevels(rf_data_imputed$Cluster)),
strata = rf_data_imputed$Cluster
)
}, error = function(e) {
message("Error en randomForest: ", e$message)
# Version mas robusta con parametros ajustados
randomForest(
Cluster ~ .,
data = rf_data_imputed,
importance = TRUE,
ntree = 200,
mtry = max(floor(ncol(rf_data_imputed)/3), 1),

nodesize =5

)

# 7. Verificar que el modelo se ejecuté correctamente

if(lexists("rf_model")) stop("No se pudo ejecutar randomForest")

# 8. Procesar y visualizar resultados (como antes)
rf_importance <- importance(rf_model)
rf_df <- as.data.frame(rf_importance) %>%

rownames_to_column("Marker") %>%
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arrange(desc(MeanDecreaseGini))

# Visualizacion
ggplot(head(rf_df, 15), aes(x = reorder(Marker, MeanDecreaseGini), y = MeanDecreaseGini)) +
geom_col(fill = "steelblue") +
coord_flip() +
labs(title = "Importancia de Variables (Random Forest)",
subtitle = paste("Modelo con”, rf_model$ntree, "arboles"),
x = "Marcador”,
y = "Mean Decrease Gini") +

theme_minimal()

CON COLUMNAS ESPECIFICAS
)

library(tidyverse)
library(pheatmap)

)
# ---- HEATMAP DE PERFILES (filtrado por subconjunto especifico que queremos estudiar) ----

# Cargar datos con readr::read_csv para forzar porque nos esta dando error...

promedios <- readr::read_csv("TO/promedios_por_cluster.csv")

# Define las columnas que quieres para el heatmap
columnas_interes <- ¢(

"Treg",

"nTreg.FoxP3..Helios.",

"pTreg.FoxP3..Helios.",

"Treg.activadas”,

"Treg.memoria.central”,

"Treg.memoria.efectora”,

"Treg.Naive",
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"Treg.RTE",

"Treg. TEMRA",
"T.folicular.regulador”,
"Linfocitos.T.CD8.CD28.",
"Breg.CD24hi.CD27.",
"Breg.CD24hi.CD38hi"

# Extraer solo esas columnas como matriz para pheatmap
matriz_heatmap <- promedios %>%
select(all_of(columnas_interes)) %>%

as.matrix()

rownames(matriz_heatmap) <- as.character(promedios$Cluster)

# Crear heatmap
pheatmap(matriz_heatmap,
scale = "row",
clustering_method = "complete",
main = "Heatmap perfiles celulares”,

fontsize_row = 10)

SI QUISIERAMOS QUE ORDENARA LOS CLUSTERS HABRIA QUE CAMBIAR EL CODIGO CON
pheatmap(matriz_heatmap,

scale = "row",

clustering_method = "complete",
cluster_rows = FALSE,

main = "Heatmap perfiles celulares”,

fontsize_row = 10)

AHORA QUEREMOS KRUSCAL + FDR

)
str(kruskal_table)

colnames(kruskal_table)
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)
str(merged)

colnames(merged)

)
library(dplyr)

)
# Asegurarse de que los nombres de los marcadores coincidan
kruskal_table$Marker <- toupper(trimws(kruskal_table$Marker))

rf_df$Marker <- toupper(trimws(rf_df$Marker))

# Fusionar las dos tablas por marcador

merged <- inner_join(kruskal_table, rf_df, by = "Marker")

# Verificar que haya coincidencias

if (nrow(merged) == 0) stop("No hay marcadores coincidentes entre Kruskal y RF. Revisa los nombres.")

# Elegir los top 15 marcadores mas importantes segin Random Forest

top_markers_rf <- head(rf_df$Marker, 15)

# Filtrar los biomarcadores que sean significativos (FDR < 0.05) y estén entre los mas importantes para
RF

final_biomarkers <- merged %>%
dplyr::filter(FDR < 0.05 & Marker %in% top_markers_rf) %>%

dplyr::arrange(FDR)

# Ver resultado

print(final_biomarkers)

POSTHOC
1}
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install.packages("FSA")

)
library(FSA)

)
# Crear lista donde guardar los resultados
dunn_results_list <- list()

print(dunn_results_final)

)
missing_markers <- setdiff(final_biomarkers$Marker, colnames(expr_df))

print(missing_markers)

)

valid_markers <- intersect(final_biomarkers$Marker, colnames(expr_df))

)

dunn_results_list <- list()

for (marker in valid_markers) {
# Comprobar si toda la columna es NA
if (all(is.na(expr_df[[marker]]))) {
warning(paste("El marcador”, marker, "tiene solo NA, se omite"))

next

}
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# Imputar NAs con la media
if (any(is.na(expr_df[[marker]]))) {
mean_val <- mean(expr_df[[marker]], na.rm = TRUE)
if (is.na(mean_val)) {
warning(paste("El marcador”, marker, "tiene solo NA, se omite"))

next

}
expr_df[[marker]][is.na(expr_df[[marker]])] <- mean_val

}

formula <- as.formula(paste(marker, "~ Cluster"))

dunn_df <- dunnTest(formula, data = expr_df, method = "bh")$res

dunn_df$Marker <- marker

dunn_results_list[[marker]] <- dunn_df

dunn_results_final <- bind_rows(dunn_results_list)

head(dunn_results_final)

GRAFICAMOS AHORA, PRIMERO HEATMAP

)
library(pheatmap)

)
# Seleccionar datos de los marcadores finales
heatmap_data <- expr_df %>%

dplyr::select(all_of(valid_markers), Cluster)
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heatmap_means <- heatmap_data %>%
group_by(Cluster) %>%
summarise(across(all_of(valid_markers), mean, na.rm = TRUE)) %>%

as.data.frame()

rownames(heatmap_means) <- heatmap_means$Cluster

heatmap_means$Cluster <- NULL

heatmap_scaled <- t(scale(t(heatmap_means)))

pheatmap(heatmap_scaled,
cluster_rows = TRUE,
cluster_cols = TRUE,
main = "Heatmap expresion media por Cluster”,
fontsize_row = 10,

fontsize_col = 10)

AHORA GRAFICAMOS BOXPLOTS
)

library(ggplot2)

library(tidyr)

)
boxplot_data <- expr_df %>%
dplyr::select(Cluster, all_of(valid_markers)) %>%

pivot_longer(cols = -Cluster, names_to = "Marker", values_to = "Expression")

ggplot(boxplot_data, aes(x = factor(Cluster), y = Expression, fill = factor(Cluster))) +
geom_boxplot(outlier.size = 0.8) +
facet_wrap(~ Marker, scales = "free_y") +

theme_minimal() +
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labs(x = "Cluster”, y = "Expresién”, fill = "Cluster") +

theme(strip.text = element_text(size = 8))

)
install.packages("fmsb")

)
library(fmsb)

)
# Datos promedio por cluster
radar_data <- expr_df %>%
dplyr::select(Cluster, all_of(valid_markers)) %>%
group_by(Cluster) %>%
summarise(across(everything(), mean, na.rm = TRUE)) %>%

as.data.frame()

rownames(radar_data) <- radar_data$Cluster

radar_data$Cluster <- NULL

# Maximos y minimos para escala
max_vals <- apply(radar_data, 2, max)

min_vals <- apply(radar_data, 2, min)

radar_input <- rbind(max_vals, min_vals, radar_data)

# Colores para clusters

radar_colors <- rainbow(nrow(radar_data))

radarchart(radar_input, axistype = 1,
pcol = radar_colors, pfcol = scales::alpha(radar_colors, 0.3),

plwd =2, plty = 1,
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cglcol ="grey", cglty = 1, axislabcol = "grey",
vlcex = 0.8,

title = "Perfil de expresion promedio por Cluster")

legend("topright”, legend = rownames(radar_data), bty = "n", pch = 20,

col = radar_colors, text.col = radar_colors, cex = 0.8)

GRAFICOS INCLUYENDO CONTROLES
1}

# --- PASO 1: Combinar pacientes con clusters y controles ---

df_pacientes_con_cluster <- df_pacientes %>%

mutate(Cluster = as.factor(clusters_pacientes))

df controles_con_cluster <- df controles %>%
mutate(Cluster = "Control") %>%

mutate(Cluster = factor(Cluster))
expr_df <- bind_rows(

df_pacientes_con_cluster,

df controles_con_cluster

)

# --- PASO 2: Filtrar solo los 4 marcadores validados ---

valid_markers <- c("CD4..EM", "CD4..RTE", "CD4..CM", "NK.CD56.CD16.")

# --- PASO 3: Test Kruskal-Wallis solo con esos marcadores ---

library(FSA)
library(dplyr)
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pvalues <- sapply(valid_markers, function(marker) {
kruskal.test(expr_df[[marker]] ~ expr_df$Cluster)$p.value

)

p_adj <- p.adjust(pvalues, method = "BH")

names(p_adj) <- valid_markers

print(p_adj)

# --- PASO 4: Test posthoc Dunn para esos marcadores ---

dunn_results <- lapply(valid_markers, function(marker) {
dunn <- dunnTest(expr_df[[marker]] ~ expr_df$Cluster, method = "bh")
dunn$res %>%
mutate(Marker = marker)

)

dunn_df <- do.call(rbind, dunn_results)

# --- PASO 5: Calcular promedios para heatmap y el radar grafico---

heatmap_means <- expr_df %>%
group_by(Cluster) %>%
summarise(across(all_of(valid_markers), mean, na.rm = TRUE)) %>%
as.data.frame()

rownames(heatmap_means) <- heatmap_means$Cluster

heatmap_mat <- heatmap_means %>%
select(-Cluster) %>%

as.matrix()

library(pheatmap)

pheatmap(heatmap_mat,
cluster_rows = TRUE,

cluster_cols = TRUE,
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scale = "column",
main = "Perfil inmunolégico promedio por cluster (incluyendo controles)",

fontsize = 8)

# --- PASO 6: Boxplots por marcador ---

library(tidyr)
library(ggplot2)

expr_long <- expr_df %>%
select(Cluster, all_of(valid_markers)) %>%

pivot_longer(cols = -Cluster, names_to = "Marker", values_to = "Expression")

ggplot(expr_long, aes(x = Cluster, y = Expression, fill = Cluster)) +
geom_boxplot() +
facet_wrap(~ Marker, scales = "free_y") +
theme_minimal() +
labs(title = "Distribucién de marcadores significativos por Cluster (con controles)",

y = "Valor")

# --- PASO 7: Random Forest (con controles incluidos) ---

library(randomForest)

library(missForest)

set.seed(42)

rf_data <- expr_df %>%
select(all_of(valid_markers), Cluster) %>%

mutate(Cluster = as.factor(Cluster))

rf_data_imputed <- tryCatch({

imp <- missForest(rf_data, verbose = TRUE)
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imp$ximp
}, error = function(e) {
message("Fallé missForest, imputacién por mediana.")

rf_data %>% mutate(across(where(is.numeric), ~ ifelse(is.na(.), median(., na.rm = TRUE), .)))

)

rf_model <- randomForest(Cluster ~ ., data = rf_data_imputed, importance = TRUE, ntree = 500)

rf_importance <- importance(rf_model)
rf_df <- as.data.frame(rf_importance) %>%
rownames_to_column("Marker") %>%

arrange(desc(MeanDecreaseGini))

ggplot(rf_df, aes(x = reorder(Marker, MeanDecreaseGini), y = MeanDecreaseGini)) +
geom_col(fill = "steelblue") +
coord_flip() +
labs(title = "Importancia de Variables (Random Forest)",
subtitle = paste("Modelo con”, rf_model$ntree, "arboles"),
x = "Marcador”,
y = "Mean Decrease Gini") +

theme_minimal()

)

# --- PASO 8: Radar plot ---

library(fmsb)

radar_data <- expr_df %>%

group_by(Cluster) %>%

summarise(across(all_of(valid_markers), mean, na.rm = TRUE)) %>%

as.data.frame()
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rownames(radar_data) <- radar_data$Cluster

radar_data <- radar_data %>% select(-Cluster)

# Escalarentre Oy 1
max_vals <- apply(radar_data, 2, max)

min_vals <- apply(radar_data, 2, min)

radar_scaled <- as.data.frame(scale(radar_data, center = min_vals, scale = max_vals - min_vals))

radar_scaled <- rbind(rep(1, ncol(radar_scaled)), rep(0, ncol(radar_scaled)), radar_scaled)

radarchart(radar_scaled, axistype=1,
pcol=rainbow(nrow(radar_scaled)-2),
pfcol=rainbow(nrow(radar_scaled)-2, alpha=0.3),
plwd=2,
cglcol="grey", cglty=1, axislabcol="grey", caxislabels=seq(0,1,0.2), cglwd=0.8,
vlcex=0.7,

title = "Radar plot de perfiles promedio por Cluster (incluyendo controles)")

)
# --- PASO 8: Radar plot pero mejor ---
library(fmsb)

# Preparar datos (igual que antes)
radar_data <- expr_df %>%
group_by(Cluster) %>%
summarise(across(all_of(valid_markers), mean, na.rm = TRUE)) %>%

as.data.frame()

rownames(radar_data) <- radar_data$Cluster

radar_data <- radar_data %>% select(-Cluster)

# Escalar entre 0 y 1 (igual que antes)
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max_vals <- apply(radar_data, 2, max)

min_vals <- apply(radar_data, 2, min)

radar_scaled <- as.data.frame(scale(radar_data, center = min_vals, scale = max_vals - min_vals))

radar_scaled <- rbind(rep(1, ncol(radar_scaled)), rep(0, ncol(radar_scaled)), radar_scaled)

# 3. Configurar grafico
dev.new(width = 10, height = 10, unit = "in") # Dispositivo externo de 8x8 pulgadas

par(mar =c(1, 1, 3, 1)) # Margenes reducidos pero no cero

# 4. Generar el radar plot
radarchart(
radar_scaled,
axistype =1,
pcol = rainbow(nrow(radar_scaled) - 2),
pfcol = rainbow(nrow(radar_scaled) - 2, alpha = 0.1),
plwd = 1.5,
cglcol = "gray",
caxislabels = seq(0, 1, 0.25),
vlcex = 0.5,
calcex = 0.5,

title = "Perfiles por cluster (normalizado)"

)
# --- PASO 5.1: Graficos con anotaciones de Dunn ---

library(ggpubr)

)
for (marcador in valid_markers) {

if (p_adj[marcador] < 0.05) {
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message(paste("\nProcesando:", marcador))

# Extraer comparaciones significativas

dunn_filtrado <- dunn_df[dunn_df$Marker == marcador & dunn_df$P.adj < 0.05, ]

if (nrow(dunn_filtrado) > 0) {
# Preparar comparaciones

comparaciones <- strsplit(dunn_filtrado$Comparison, " - ")

# Calcular posicién de y
y_values <- expr_df[[marcador]]
y_max <- max(y_values, na.rm = TRUE)

y_step <- (max(y_values, na.rm = TRUE) - min(y_values, na.rm = TRUE)) * 0.1

# Crear grafico
p <- ggboxplot(expr_df,
x = "Cluster”,
y = marcador,
fill = "Cluster",
palette = "Set1",
width = 0.7) +
stat_compare_means(method = "kruskal.test",
label.y = y_max + y_step * 1.8,
label = "p.format") +
{if(length(comparaciones) > 0)
stat_compare_means(comparisons = comparaciones,
method = "wilcox.test",
label = "p.signif",
hide.ns = TRUE,
step.increase = 0.12)
1+
labs(title = marcador,

y = "Nivel de expresion") +
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theme_minimal() +
theme(axis.text.x = element_text(angle = 45, hjust = 1),

legend.position = "none")

print(p)
}else{

message(paste("No hay comparaciones significativas para"”, marcador))

}
}
}

TRABAJAMOS AHORA CON LA FUNCIONALIDAD TREG
# Leer el CSV
df <- read.csv2(file.choose(), stringsAsFactors = FALSE)

# Afadir la columna "Timepoint' extrayendo TO, T1, T2, T3 o TBIS de la columna 'Paciente’
df <- df %>%
mutate(Timepoint = str_extract(Paciente, "\\bTO\\b|\\bT1\\b|\\bT2\\b|\\bT3\\b|\\bTBIS\\b"))

# Verificar que se haya creado correctamente

head(df)

write.csv(df, "/Users/albertomecazapata/Desktop/Timepoints_funcionalidad_con_grupos.csv”,
row.names = FALSE)

# Leer el CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Especificar columnas que NO se deben normalizar

nmon nmon non

excluir_cols <- c("Poblacion”, "Paciente”, "Grupo", "Timepoint")

# Seleccionar columnas numéricas que NO estan en la lista de exclusién
columnas_a_normalizar <- df %>%
select(-all_of(excluir_cols)) %>%

select(where(is.numeric)) %>%
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# Aplicar normalizacién (Z-score) a las columnas seleccionadas
df normalizado <- df %>%
mutate(across(all_of(columnas_a_normalizar),

~ (.-mean(,, na.rm = TRUE)) / sd(., na.rm = TRUE)))

# Guardar el resultado

write_csv(df_normalizado, "Funcionalidad_normalizado_con_grupo.csv")
library(dplyr)

# Leer el archivo normalizado

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

#Lectura
colnames(df)
colnames(df)[34] == "Timepoint"

unique(df$Timepoint)

# Filtrar solo las filas con Timepoint == "T0"

df_TO <- dplyr::filter(df, Timepoint == "T0")

# Guardar el nuevo CSV con solo TO
write_csv(df_TO, "/Users/albertomecazapata/Desktop/Funcionalidad_T0_con_grupo.csv")
# Leer el CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Separar controles y pacientes (0 = Control, 1 = Paciente)
df_controles <- df[df[["Grupo"]] == 0, ]
df_pacientes <- df[df[["Grupo"]] == 1, ]

# Procesar solo los pacientes para el UMAP eliminando columnas no numéricas
df_umap_pacientes <- df_pacientes %>%

select(-Poblacion, -Timepoint, -Grupo, -Paciente)
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# Imputar NA con la media de cada columna
datos_imputados_pacientes <- df_umap_pacientes %>%
mutate(across(everything(), ~ {
if (all(is.na(.))) O else ifelse(is.na(.), mean(., na.rm = TRUE), .)
1) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))

# Aplicar ComBat solo a los pacientes para corregir efecto lote
datos_mat_pacientes <- t(as.matrix(datos_imputados_pacientes))
batch_pacientes <- df_pacientes$Poblacion

mod_pacientes <- model.matrix(~1, data = df_pacientes)

datos_combat_pacientes <- ComBat(
dat = datos_mat_pacientes,
batch = batch_pacientes,
mod = mod_pacientes,
par.prior = TRUE,
prior.plots = FALSE

datos_corregidos_pacientes <- t(datos_combat_pacientes)

# Aplicar UMAP solo a pacientes
set.seed(42)

umap_model <- umap(datos_corregidos_pacientes)

# Preparar datos de controles para proyeccion (asegurando compatibilidad con pacientes)
datos_controles <- df_controles %>%
select(-Poblacion, -Timepoint, -Grupo, -Paciente) %>%
# Asegurar que tenemos las mismas columnas que en pacientes
select(colnames(datos_imputados_pacientes)) %>%

# Imputacion (atribuyendo 0O si toda la columna es NA)
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mutate(across(everything(), ~ {
if (all(is.na(.))) O else ifelse(is.na(.), mean(., na.rm = TRUE), .)
1) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))

# Verificar que no quedan NA

stopifnot(!any(is.na(datos_controles)))

# Proyectar controles usando el modelo entrenado con pacientes

controles_proyectados <- predict(umap_model, as.matrix(datos_controles))

# Crear dataframe final
umap_df_final <- data.frame(
UMAP1 = c(umap_model$layout[,1], controles_proyectados][,1]),
UMAP?2 = c(umap_model$layout[,2], controles_proyectados|[,2]),
Paciente = c(df_pacientes$Paciente, df_controles$Paciente),
Grupo = factor(c(rep("Paciente", nrow(df_pacientes)),
rep("Control"”, nrow(df_controles)))),

Poblacion = c(df_pacientes$Poblacion, df_controles$Poblacion)

)

# Graficar
ggplot(umap_df final, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Grupo, shape = Poblacion)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +
theme_minimal() +
labs(
title = "UMAP de funcionalidad de pacientes (corregido por poblacién) con controles proyectados”,
x="UMAP 1",
y ="UMAP 2",
color = "Grupo”,
shape = "Poblacién"
)+
scale_color_manual(values = c("Paciente" = "#F8766D", "Control" = "#00BF(C4")) +
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scale_shape_manual(values = ¢(16, 17, 15, 18)) # Diferentes formas para cada poblacién
# Leer CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Eliminar columnas no necesarias

df_umap <- df %>% select(-Poblacion, -Timepoint)

# Extraer las columnas numéricas (sin Paciente)

datos_numericos <- df_umap %>% select(-Paciente)

# Imputar NA con la media de cada columna
datos_imputados <- datos_numericos %>%

mutate(across(everything(), ~ ifelse(is.na(.), mean(.,, na.rm = TRUE), .)))

# Escalar los datos

expr_scaled <- scale(datos_imputados)

# Heuristica raiz cuadrada

k_init <- round(sqrt(nrow(expr_scaled)) / 2)

# Elbow Method

fviz_nbclust(expr_scaled, kmeans, method = "wss")

# Silhouette

fviz_nbclust(expr_scaled, kmeans, method = "silhouette")

# Gap Statistic

set.seed(123)

gap_stat <- clusGap(expr_scaled, FUN = kmeans, K.max = 10, B = 100)
fviz_gap_stat(gap_stat)

# Consensus clustering

results <- ConsensusClusterPlus(as.matrix(expr_scaled),
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maxK = 6,
reps = 100,
pltem = 0.8,

clusterAlg = "hc",
distance = "euclidean",
seed = 1234,
plot = "pdf")

# Leer el CSV

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Separar controles y pacientes (0 = Control, 1 = Paciente)
df_controles <- df[df[["Grupo"]] == 0, ]
df_pacientes <- df[df[["Grupo"]] == 1, ]

# Procesar solo los pacientes para el UMAP eliminando columnas no numéricas
df_umap_pacientes <- df_pacientes %>%

select(-Poblacion, -Timepoint, -Grupo, -Paciente)

# Imputar NA con la media de cada columna
datos_imputados_pacientes <- df_umap_pacientes %>%
mutate(across(everything(), ~ {
if (all(is.na(.))) O else ifelse(is.na(.), mean(., na.rm = TRUE), .)
1) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))

# Aplicar ComBat solo a los pacientes para corregir efecto lote
datos_mat_pacientes <- t(as.matrix(datos_imputados_pacientes))
batch_pacientes <- df_pacientes$Poblacion

mod_pacientes <- model.matrix(~1, data = df_pacientes) # Modelo solo con intercepto

datos_combat_pacientes <- ComBat(
dat = datos_mat_pacientes,

batch = batch_pacientes,
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mod = mod_pacientes,
par.prior = TRUE,
prior.plots = FALSE

datos_corregidos_pacientes <- t(datos_combat_pacientes)

# Aplicar UMAP solo a pacientes
set.seed(42)

umap_model <- umap(datos_corregidos_pacientes)

# --- CLUSTERING (k-means) SOLO PARA PACIENTES ---
set.seed(42)
k <- 2 # Numero de clusters deseado

clusters_pacientes <- kmeans(umap_model$layout, centers = k) $cluster

# Preparar datos de controles para proyeccion (sin clustering)
datos_controles <- df_controles %>%
select(-Poblacion, -Timepoint, -Grupo, -Paciente) %>%
select(colnames(datos_imputados_pacientes)) %>%
mutate(across(everything(), ~ {
if (all(is.na(.))) O else ifelse(is.na(.), mean(., na.rm = TRUE), .)
1) %>%

mutate(across(everything(), as.numeric))

# Proyectar controles (sin incluirlos en el clustering)

controles_proyectados <- predict(umap_model, as.matrix(datos_controles))

# Crear dataframe final combinado (pacientes + controles)
umap_df_final <- data.frame(
UMAP1 = c(umap_model$layout[,1], controles_proyectados][,1]),
UMAP?2 = c(umap_model$layout[,2], controles_proyectados|[,2]),

Paciente = c(df_pacientes$Paciente, df_controles$Paciente),
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Grupo = factor(c(rep("Paciente", nrow(df_pacientes)),
rep("Control"”, nrow(df_controles)))),

Poblacion = c(df_pacientes$Poblacion, df_controles$Poblacion),

# Anadir columna de clusters (con NA para controles)

Cluster = factor(c(clusters_pacientes, rep(NA, nrow(df_controles))))

# Graficar (colores para cluster y formas para poblacién)
ggplot(umap_df final, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Cluster, shape = Grupo)) +
geom_point(size = 4, alpha = 0.8) +
theme_minimal() +
labs(
title = "UMAP de pacientes (clusterizados en 2 grupos) y controles proyectados”,
x="UMAP 1",
y ="UMAP 2",
color = "Cluster (Pacientes)",
shape = "Grupo"
)+
scale_color_manual(
values = c("#F8766D", "#4f1dd2"), # Colores para los clusters
na.value = "gray", # Color para controles (NA)
labels = c("Cluster 1", "Cluster 2", "Control")
)+
scale_shape_manual(values = ¢(16, 17)) # 16: Pacientes, 17: Controles
# Combinar los datos originales de pacientes con la informacion de clusters
df_pacientes_con_cluster <- df_pacientes %>%

mutate(Cluster = as.character(clusters_pacientes))

# Agregar los controles con Cluster = NA
df_final_con_cluster <- bind_rows(
df_pacientes_con_cluster,
df_controles %>% mutate(Cluster = "Control")

) %>%
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mutate(Cluster = factor(Cluster, levels = c("Control"”, "1", "2")))

# Calcular promedios por cluster (solo para pacientes, excluyendo controles)
promedios_por_cluster <- df_pacientes_con_cluster %>%
group_by(Cluster) %>%
# Calcular la media para columnas numéricas
summarise(across(where(is.numeric), mean, na.rm = TRUE),
# Para columnas no numéricas

across(c(Poblacion, Timepoint), ~ paste(unique(.), collapse =", ")),

.groups = "drop")

# Incluir resumen de los controles:
promedios_controles <- df_controles %>%
summarise(across(where(is.numeric), mean, na.rm = TRUE),
across(c(Poblacion, Timepoint), ~ paste(unique(.), collapse =", "))) %>%

mutate(Cluster = "Control")

# Combinar ambos resultados
resultado_final <- bind_rows(
promedios_por_cluster,

promedios_controles

)
# Reordenar columnas para que Cluster sea la primera
resultado_final <- resultado_final %>%

select(Cluster, everything())

# Guardar el resultado en un CSV

write_csv(resultado_final, "promedios_por_cluster.csv")

# Mostrar el resultado

print(resultado_final)
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# ---- HEATMAP DE PERFILES ----
# Usamos el resultado_final que contiene los promedios por cluster
perfil_mat <- as.matrix(resultado_final %>%

select(-Cluster, -Poblacion, -Timepoint, -Grupo) %>%

select(where(is.numeric)))

# Asignamos nombres de fila

rownames(perfil_mat) <- paste0("Cluster_", resultado_final$Cluster)

# Generamos el heatmap

pheatmap(perfil_mat,
cluster_rows = TRUE,
cluster_cols = TRUE,
scale = "column",

main = "Perfil funcional promedio por cluster”,

fontsize = 6, # Reduce el tamailo de todo el texto
fontsize_col = 3, # Texto de columnas (eje X)
fontsize_row = 8) # Texto de filas (opcional)

# ---- TEST ESTADISTICO POR MARCADOR (Kruskal-Wallis) ----
# Primero preparar los datos originales con la asignacién de clusters
expr_df <- df_final_con_cluster %>%

select(-Poblacion, -Timepoint, -Grupo, -Paciente) %>%

mutate(Cluster = factor(Cluster, levels = ¢("Control"”, "1", "2")))

# Escalamos los datos
expr_data_scaled <- expr_df %>%
select(-Cluster) %>%

scale()

# Calcular p-values (usamos Kruskal-Wallis para datos no paramétricos)
pvalues <- apply(expr_data_scaled, 2, function(x) {

kruskal.test(x ~ expr_df$Cluster)$p.value
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)
p_adj <- p.adjust(pvalues, method = "BH")

# ---- TOP MARCADORES SIGNIFICATIVOS ----

top_markers <- names(sort(p_adj))[1:10]

# Preparar datos para el grafico
expr_long <- expr_df %>%
select(all_of(top_markers), Cluster) %>%

pivot_longer(cols = -Cluster, names_to = "variable", values_to = "value")

ggplot(expr_long, aes(x = Cluster, y = value, fill = Cluster)) +
geom_boxplot() +
facet_wrap(~ variable, scales = "free_y") +
theme_minimal() +
labs(title = "Top moléculas supresoras que discriminan clusters”,

y = "Valor escalado")

# ---- RANDOM FOREST CON IMPUTACION DE VALORES FALTANTES ----
set.seed(42)

# 1. Preparar los datos manteniendo solo variables relevantes
rf_data <- expr_df %>%
select(where(is.numeric), Cluster) %>%

mutate(Cluster = as.factor(Cluster))

# 2. Verificar estructura de los datos
str(rf_data)

print(paste("Numero de NA antes de imputacion:", sum(is.na(rf_data))))

# 3. Imputacion con verificaciéon
rf_data_imputed <- tryCatch({

imp <- missForest(rf_data, verbose = TRUE)
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print(paste("Error de imputacién O0B:", imp$00Berror))
imp$ximp
}, error = function(e) {
message("Fall6 missForest, usando imputacién por mediana: ", e$message)
rf_data %>%
mutate(across(where(is.numeric), ~ifelse(is.na(.), median(., na.rm = TRUE), .)))

)

# 4. Verificacién post-imputacién
print(paste("Numero de NA después de imputacion:", sum(is.na(rf_data_imputed))))

stopifnot(nrow(rf_data_imputed) == nrow(rf_data)) # Verificar que no se perdieron filas

# 5. Asegurar que las clases no estén desbalanceadas

table(rf_data_imputed$Cluster)

if(min(table(rf_data_imputed$Cluster)) < 5) {
warning("Algunos clusters tienen muy pocas observaciones!")

}

# 6. Ejecutar Random Forest con verificaciéon
rf_model <- tryCatch({
randomForest(
Cluster ~ .,
data = rf_data_imputed,
importance = TRUE,
ntree = 500,
sampsize = rep(min(table(rf_data_imputed$Cluster)), nlevels(rf_data_imputed$Cluster)),
strata = rf_data_imputed$Cluster
)
}, error = function(e) {
message("Error en randomForest: ", e$message)
# Version con parametros ajustados para hacerla mas robusta
randomForest(

Cluster ~ .,
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data = rf_data_imputed,

importance = TRUE,

ntree = 200,

mtry = max(floor(ncol(rf_data_imputed)/3), 1),

nodesize = 5

)

# 7. Verificar que el modelo se ejecuté correctamente

if(lexists("rf_model")) stop("No se pudo ejecutar randomForest")

# 8. Procesar y visualizar resultados (como antes)

rf_importance <- importance(rf_model)

rf_df <- as.data.frame(rf_importance) %>%
rownames_to_column("Marker") %>%

arrange(desc(MeanDecreaseGini))

# Visualizacion
ggplot(head(rf_df, 15), aes(x = reorder(Marker, MeanDecreaseGini), y = MeanDecreaseGini)) +
geom_col(fill = "steelblue") +
coord_flip() +
labs(title = "Importancia de Variables (Random Forest)",
subtitle = paste("Modelo con”, rf_model$ntree, "arboles"),
x = "Marcador”,
y = "Mean Decrease Gini") +

theme_minimal()

AHORA QUEREMOS KRUSCAL + FDR

library(dplyr)

library(tidyr)

# Extraer nombres de los marcadores (todas las columnas numéricas excepto Cluster)

marker_names <- setdiff(colnames(expr_df), "Cluster")
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# Crear dataframe vacio para guardar resultados
kruskal_results <- data.frame(

Marker = character(),

PValue = numeric(),

stringsAsFactors = FALSE
)

# Loop para hacer test Kruskal-Wallis por marcador
for (marker in marker_names) {
values <- expr_df[[marker]]

group <- as.factor(expr_df$Cluster)

# Omitir si todo es NA

if (all(is.na(values))) next

# Imputar NA con la media del marcador

values[is.na(values)] <- mean(values, na.rm = TRUE)

# Test Kruskal-Wallis

test <- kruskal.test(values ~ group)

kruskal_results <- rbind(
kruskal_results,

data.frame(Marker = marker, PValue = test$p.value)

)

# Guardar resultado

kruskal_results <- rbind(kruskal_results, data.frame(Marker = marker, PValue = test$p.value))

}

# Ajustar p-values con FDR (método Benjamini-Hochberg)

kruskal_results$FDR <- p.adjust(kruskal_results$PValue, method = "BH")

275



Anexos

# Ordenar por FDR ascendente

kruskal_results <- kruskal_results %>% arrange(FDR)

# Ver cuales son los significativos

kruskal_signif <- kruskal_results %>% dplyr::filter(FDR < 0.05)

# Mostrar y guardar los resultados obtenidos

print(head(kruskal_signif, 15)) # Top 15

write.csv(kruskal_results, "kruskal_results.csv", row.names = FALSE)

write.csv(kruskal_signif, "kruskal_signif.csv", row.names = FALSE)

PASO DESPUES DEL KRUSKAL + FDR
# Asegurar nombres coherentes
kruskal_results$Marker <- toupper(trimws(kruskal_results$Marker))

rf_df$Marker <- toupper(trimws(rf_df$Marker))

# Fusionar y filtrar

merged <- inner_join(kruskal_results, rf_df, by = "Marker")

# Verificar si hay coincidencias

if (nrow(merged) == 0) stop("No hay marcadores coincidentes entre Kruskal y RF. Revisa los nombres.")

final_biomarkers <- merged %>%
dplyr::filter(FDR < 0.05) %>%
arrange(FDR)

# Ver resultados

print(final_biomarkers)

# Cargar paquete
library(FSA)

# Comprobar que los marcadores estan en expr_df

276



Anexos

missing_markers <- setdiff(final_biomarkers$Marker, colnames(expr_df))
if (length(missing_markers) > 0) {

non

warning("Los siguientes marcadores no estan en expr_df: ", paste(missing_markers, collapse =", "))

}

valid_markers <- intersect(final_biomarkers$Marker, colnames(expr_df))

# Crear lista para guardar los resultados

dunn_results_list <- list()

# Posthoc Dunn para cada marcador
for (marker in valid_markers) {
# Si todos los valores son NA, saltamos
if (all(is.na(expr_df[[marker]]))) {
warning(paste("El marcador”, marker, "tiene solo NA, se omite"))

next

}

# Imputar con media si hay NA
if (any(is.na(expr_df[[marker]]))) {
mean_val <- mean(expr_df[[marker]], na.rm = TRUE)

expr_df[[marker]][is.na(expr_df[[marker]])] <- mean_val

}

# Saltar si no hay variabilidad en los valores
if (length(unique(expr_df[[marker]])) == 1) {
warning(paste("El marcador”, marker, "no tiene variabilidad (todos los valores iguales), se omite"))

next

}

# Construir formula con backticks para nommbres con puntos

nmn

formula_str <- paste0("", marker, " ~ Cluster")

# Realizar el test de Dunn con correccion BH
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dunn_result <- tryCatch({
dunn_res <- dunnTest(as.formula(formula_str), data = expr_df, method = "bh")$res
if (lis.data.frame(dunn_res)) stop("Resultado no es data.frame")
dunn_res
}, error = function(e) {
warning(paste("Error con marcador”, marker, ":", e$message))

return(NULL)
1)

if (lis.null(dunn_result)) {
dunn_result$Marker <- marker

dunn_results_list[[marker]] <- dunn_result

}
}

# Combinar resultados en un solo dataframe

dunn_results_funcionalidad_final <- bind_rows(dunn_results_list)

# Mostrar ejemplo de resultados
head(dunn_results_funcionalidad_final)

write.csv(dunn_results_funcionalidad_final, "dunn_results_funcionalidad.csv", row.names = FALSE)

Ahora procedemos a generar los graficos PRIMERO BOXPLOT
library(ggpubr)
# Iterar por cada marcador valido

for (marcador in valid_markers) {

# Extraer las comparaciones significativas para ese marcador
dunn_filtrado <- dunn_results_funcionalidad_final %>%

dplyr::filter(Marker == marcador & P.adj < 0.05)

# Solo si hay comparaciones significativas

if (nrow(dunn_filtrado) > 0) {
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message(paste("\nProcesando:", marcador))

# Preparar comparaciones para ggpubr

comparaciones <- strsplit(dunn_filtrado$Comparison, " - ")

# Calcular posiciéon y para el grafico
y_values <- expr_df[[marcador]]
y_max <- max(y_values, na.rm = TRUE)
y_min <- min(y_values, na.rm = TRUE)

y_step <- (y_max - y_min) * 0.1

# Crear grafico
p <- ggboxplot(expr_df,
x = "Cluster”,
y = marcador,
fill = "Cluster",
palette = "Set1",
width =0.7) +
stat_compare_means(method = "kruskal.test",
label.y = y_max + y_step * 1.8,

label = "p.format") +

stat_compare_means(comparisons = comparaciones,

method = "wilcox.test",
label = "p.signif",
hide.ns = TRUE,
step.increase = 0.12) +
labs(title = marcador,
y = "Nivel de expresién") +

theme_minimal() +

theme(axis.text.x = element_text(angle = 45, hjust = 1),

legend.position = "none")

print(p)
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}else{

message(paste("No hay comparaciones significativas para", marcador))

}
}

REDES DE COEXPRESION
install.packages("widyr")
install.packages("igraph")
install.packages("ggraph")
install.packages("tidygraph")
install.packages("corrr")
# Librerias necesarias
library(tidyverse)
library(corrr)
library(igraph)
library(ggraph)

# Definiciones

marker_cols <- colnames(expr_df)[1:30]

# Paso 1: Crear columna 'Grupo' con dos valores: 'Control' y 'Paciente’
expr_df <- expr_df %>%
mutate(Grupo = case_when(
Cluster == "Control" ~ "Control",
Cluster %in% c("1", "2") ~ "Paciente”,
TRUE ~ NA_character_
))

# Crear red de coexpresion
crear_red_coexpresion <- function(df_sub, titulo) {
cor_matrix <- correlate(df_sub, method = "spearman") %>%
stretch(na.rm = TRUE) %>%
filter(abs(r) > 0.6, x I=y)
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print(paste("Numero de correlaciones fuertes:", nrow(cor_matrix)))

if (nrow(cor_matrix) == 0) {
plot.new()
title(main = paste(titulo, "(Sin correlaciones fuertes)"))

return(NULL)
}

g <- graph_from_data_frame(cor_matrix)

ggraph(g, layout = "fr") +
geom_edge_link(aes(edge_alpha = abs(r), edge_width = abs(r), edge_color =1)) +
scale_edge_color_gradient2(low = "blue", mid = "grey", high = "red", midpoint = 0) +
geom_node_point(size = 2, color = "lightblue") +
geom_node_text(aes(label = name), repel = TRUE, size = 3) +
theme_void() +

ggtitle(titulo)

# Separar controles y pacientes usando la columna 'Grupo'
controles <- expr_df %>%
filter(Grupo == "Control") %>%

select(all_of(marker_cols))

pacientes <- expr_df %>%
filter(Grupo == "Paciente") %>%

select(all_of(marker_cols))

# Generar redes
crear_red_coexpresion(controles, "Red Coexpresidon - Controles")
crear_red_coexpresion(pacientes, "Red Coexpresion - Pacientes")

cluster1 <- expr_df %>%
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filter(Cluster == "1") %>%

select(all_of(marker_cols))

cluster2 <- expr_df %>%
filter(Cluster == "2") %>%

select(all_of(marker_cols))

crear_red_coexpresion(clusterl, "Red Coexpresion - Cluster 1")

crear_red_coexpresion(cluster2, "Red Coexpresion - Cluster 2")

# Fusionar los datos (control + paciente) para calcular la red conjunta
todos <- expr_df %>%
filter(Grupo %in% c("Control", "Paciente")) %>%

select(all_of(marker_cols))

crear_red_coexpresion(todos, "Red Coexpresién - Fusionada")

AQUI EMPIEZA LA ETAPA 3, TRABAJAMOS CON LA CLINICA
library(readxl)
library(readr)

# Leer el archivo Excel

df <- read_excel("/Users/albertomecazapata/Desktop/Master Bioinformatica/22 afio/TFM/_Etapa
3/Excel con datos clinicos integrados.xlsx")

# Guardar el CSV

write_csv(df, " /Users/albertomecazapata/Desktop/Master Bioinformatica/22 afio/TFM/_Etapa
3/datos_clinicos_convertido.csv")

data_clinica <- read.csv("/Users/albertomecazapata/Desktop/Master Bioinformatica/22
afio/TFM/_Etapa 3/datos_clinicos_convertido.csv")

nmon nmon non non nmon mon

excluir_cols <- c("Poblacion”, "Paciente"”, "Grupo", "Sexo", "Edad..escrito.”, "Grupo.IDP.interno.", "Genetica",

non

"Inmunosupresor.T0", "Inmunomodulador.T0")

# Indicar las columnas para normalizar
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cols_a_normalizar <- setdiff(names(data_clinica), excluir_cols)

# De esos, quedarnos solo con las que son numéricas

cols_a_normalizar <- cols_a_normalizar[sapply(data_clinica[cols_a_normalizar], is.numeric)]

# Normalizamos (z-score), manteniendo los NAs
data_clinica_norm <- data_clinica %>%

mutate(across(all_of(cols_a_normalizar), ~ (. - mean(., na.rm = TRUE)) / sd(,, na.rm = TRUE)))

write.csv(data_clinica_norm, "/Users/albertomecazapata/Desktop/Master Bioinformatica/22
afio/TFM/_Etapa 3/datos_clinicos_normalizados.csv", row.names = FALSE)

install.packages(c("lattice", "caret”, "locfit", "nlme", "Matrix"))
install.packages("mice")

install.packages("caret")

library(mice)

library(pROC)

library(randomForest)

library(dplyr)

# Cargar el dataset ya normalizado e imputar con mice

datos_modelo <- read.csv("/Users/albertomecazapata/Desktop/Master Bioinformatica/2°
afio/TFM/_Etapa 3/datos_clinicos_normalizados.csv")

colnames(datos_modelo)

# Definir variable respuesta
datos_modelo$grupo <- datos_modelo$ Grupo.IDP.interno.’

datos_modelo$ Grupo.IDP.interno." <- NULL

# Imputacion con mice (queremos 1 imputacion, 5 iteraciones)
set.seed(123)

imputacion <- mice(datos_modelo, m = 1, maxit = 5, seed = 123)
datos_modelo_imput <- complete(imputacion)

str(trainData)
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head(trainData$grupo)
table(trainData$grupo)
table(datos_modelo_imput$grupo)
set.seed(123)

datos <- datos_modelo_imput
datos$grupo <- as.factor(datos$grupo) # convertir a factor
target <- datos$grupo

n <- nrow(datos)

# Estratificacion 80/20
trainlndex <- unlist(lapply(split(seq_len(n), target),

function(x) sample(x, size = floor(0.8 * length(x)))))

trainData <- datos[trainindex, ]

testData <- datos[-trainIndey, |

# Imputar NA con mediana en variables numéricas
impute_median <- function(df) {
for (col in names(df)) {
if (any(is.na(df[[col]]))) {
if (is.numeric(df[[col]])) {
med <- median(dff[col]], na.rm = TRUE)
df[[col]][is.na(df[[col]])] <- med
}
}
}

return(df)

}

# Imputar NAs en train y test
trainData <- impute_median(trainData)

testData <- impute_median(testData)
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# Entrenar modelo Random Forest

modelo_rf <- randomForest(grupo ~ ., data = trainData)

# Predecir probabilidades para la clase positiva (nivel 2 del factor)

pred <- predict(modelo_rf, testData, type = "prob")], 2]

# Curva ROC

roc_obj <- roc(testData$grupo, pred)
plot(roc_obj)

cat("AUC:", auc(roc_obj), "\n")

library(umap)

# 1. Quitar columnas no numéricas (es decir, 'Poblacion’ y 'Paciente’)

datos_umap_clean <- datos_modelo_imput[, !(colnames(datos_modelo_imput) %in% c("Poblacion”,
"Paciente"))]

# 2. Convertir todo a numérico e imputar NAs

datos_umap_clean <- as.data.frame(lapply(datos_umap_clean, function(col) {
suppressWarnings(col <- as.numeric(as.character(col)))
col[is.na(col)] <- mean(col, na.rm = TRUE)

return(col)

N)

# 3. Confirmar que no quedan NAs

stopifnot(!any(is.na(datos_umap_clean)))

# 4. Aplicar UMAP

umap_result <- umap(datos_umap_clean)

# 5. Visualizar coloreado por diagndstico
plot(umap_result$layout,
col = as.numeric(as.factor(datos_modelo_imput$grupo)),

pch =16,
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main = "UMAP - Coloreado por diagnostico")
legend("topright”,
legend = levels(as.factor(datos_modelo_imput$grupo)),
col = 1:length(levels(as.factor(datos_modelo_imput$grupo))),
pch =16)

QUEREMOS CORREGIR EL EFECTO LOTE AHORA

library(umap)

library(sva)

# 1. Extraer datos numéricos sin 'Poblacion’, 'Paciente’ ni 'grupo’

datos_batch <- datos_modelo_imput][, !(colnames(datos_modelo_imput) %in% c("Poblacion", "Paciente",
"grupo”))]

# 2. Convertir todo a numérico e imputar NAs con la media

datos_batch <- as.data.frame(lapply(datos_batch, function(col) {
suppressWarnings(col <- as.numeric(as.character(col)))
col[is.na(col)] <- mean(col, na.rm = TRUE)

return(col)

N)

# 3. Crear variable de batch (poblacién)

batch <- as.factor(datos_modelo_imput$Poblacion)

# 4. Aplicar ComBat para corregir efecto lote
datos_batch_combat <- ComBat(dat = t(as.matrix(datos_batch)), batch = batch, par.prior = TRUE)

datos_batch_combat <- t(datos_batch_combat)

# 5. Aplicar UMAP sobre los datos corregidos

umap_result <- umap(datos_batch_combat)

# 6. Visualizar coloreado por grupo
plot(umap_result$layout,
col = as.numeric(as.factor(datos_modelo_imput$grupo)),

pch =16,
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main = "UMAP - ComBat corregido (coloreado por grupo)")
legend("topright”,
legend = levels(as.factor(datos_modelo_imput$grupo)),
col = 1:length(levels(as.factor(datos_modelo_imput$grupo))),
pch =16)

COMPARATIVA
library(umap)
library(sva)

# 1. Extraer datos numéricos sin 'Poblacion’, 'Paciente’ ni 'grupo’

datos_batch <- datos_modelo_imput[, !(colnames(datos_modelo_imput) %in% c("Poblacion", "Paciente",
"grupo”))]

# 2. Convertir a numérico e imputar NAs con la media

datos_batch <- as.data.frame(lapply(datos_batch, function(col) {
suppressWarnings(col <- as.numeric(as.character(col)))
col[is.na(col)] <- mean(col, na.rm = TRUE)

return(col)

N)

# 3. UMAP antes de ComBat

umap_before <- umap(datos_batch)

# 4. Corregir con ComBat
batch <- as.factor(datos_modelo_imput$Poblacion)
datos_batch_combat <- ComBat(dat = t(as.matrix(datos_batch)), batch = batch, par.prior = TRUE)

datos_batch_combat <- t(datos_batch_combat)

# 5. UMAP después de ComBat

umap_after <- umap(datos_batch_combat)

# 6. Visualizar comparacion

par(mfrow = c(1, 2)) # dividir la ventana en 2 paneles
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# Antes de ComBat
plot(umap_before$layout,
col = as.numeric(as.factor(datos_modelo_imput$grupo)),
pch =16,
main = "UMAP sin correccién (grupo)")
legend("topright”,
legend = levels(as.factor(datos_modelo_imput$grupo)),
col = 1:length(levels(as.factor(datos_modelo_imput$grupo))),
pch=16)

# Después de ComBat
plot(umap_after$layout,
col = as.numeric(as.factor(datos_modelo_imput$grupo)),
pch =16,
main = "UMAP corregido con ComBat (grupo)")
legend("topright”,
legend = levels(as.factor(datos_modelo_imput$grupo)),
col = 1:length(levels(as.factor(datos_modelo_imput$grupo))),
pch=16)

par(mfrow = ¢(1, 1)) # restaurar layout por defecto

# 1. Quitar columnas no numéricas

datos_batch <- datos_modelo_imput][, !(colnames(datos_modelo_imput) %in% c("Poblacion", "Paciente",
"grupo”))]

# 2. Convertir a numérico e imputar NAs con la media

datos_batch <- as.data.frame(lapply(datos_batch, function(col) {
suppressWarnings(col <- as.numeric(as.character(col)))
col[is.na(col)] <- mean(col, na.rm = TRUE)

return(col)

N)
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# 3. UMAP antes de ComBat

umap_before <- umap(datos_batch)

# 4. Corregir con ComBat
batch <- as.factor(datos_modelo_imput$Poblacion)
datos_batch_combat <- ComBat(dat = t(as.matrix(datos_batch)), batch = batch, par.prior = TRUE)

datos_batch_combat <- t(datos_batch_combat)

# 5. UMAP después de ComBat

umap_after <- umap(datos_batch_combat)

# 6. Visualizacion (solo por Poblacién)

par(mfrow = c(1, 2))

# A) Antes de ComBat
plot(umap_before$layout,
col = as.numeric(as.factor(datos_modelo_imput$Poblacion)),
pch =16,
main = "Antes de ComBat - Poblacién")
legend("topright”,
legend = levels(as.factor(datos_modelo_imput$Poblacion)),
col = 1:length(levels(as.factor(datos_modelo_imput$Poblacion))),
pch =16, cex=0.8)

# B) Después de ComBat
plot(umap_after$layout,
col = as.numeric(as.factor(datos_modelo_imput$Poblacion)),
pch =16,
main = "Después de ComBat - Poblacion")
legend("topright”,
legend = levels(as.factor(datos_modelo_imput$Poblacion)),
col = 1:length(levels(as.factor(datos_modelo_imput$Poblacion))),
pch =16, cex=0.8)
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# Restaurar layout
par(mfrow = c(1, 1))
if ('requireNamespace("BiocManager", quietly = TRUE))

install.packages("BiocManager")

BiocManager::install("ComplexHeatmap")
library(ComplexHeatmap)

library/(circlize)

colnames(datos_modelo_imput)

library(pheatmap)

library(RColorBrewer)

# Subset: solo las columnas de poblaciones celulares (del 4 al 146)

matriz <- datos_modelo_imput][, 4:146]

# Escalado por filas (para el heatmap)

matriz_esc <- t(scale(t(matriz)))

# Anotaciones clinicas

non non nmon

anotaciones <- datos_modelo_imput[, c("Sexo", "Edad..escrito.", "Genetica", "Inmunosupresor.T0",

non non

"Inmunomodulador.T0", "grupo", "Poblacion")]

rownames(anotaciones) <- datos_modelo_imput$Paciente

# Asignar nombres de filas a la matriz también

rownames(matriz_esc) <- datos_modelo_imput$Paciente

# Definir colores para las anotaciones categéricas

anot_colors <- list(
Sexo = c("1" ="#FF69B4", "0" = "#1E90FF"),
Genetica = c("0" = "#56B4E9","1" = "#E69F00","2" = "#F0E442","3" = "#D55E00","4" = "#CC79A7"),
Inmunosupresor.TO = c("0" = "#009E73", "1" = "#D55E00"),
Inmunomodulador.TO = c("0" = "#CC79A7", "1" = "#999999"),
grupo = c("0" ="#999999""1" = "#E41A1C","2" = "#377EB8","3" = "#4DAF4A", "4" = "#984EA3"),
Poblacion = c("BARCELONA" = "#377EB8", "MADRID" = "#4DAF4A")
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# Dibujar el heatmap

pheatmap(
matriz_esc,
annotation_row = anotaciones,
annotation_colors = anot_colors,
show_rownames = FALSE,
show_colnames = FALSE,
cluster_cols = TRUE,
cluster_rows = TRUE,
fontsize = 2,
fontsize_row = 2,
fontsize_col = 5,
annotation_names_row = TRUE,
annotation_names_col = FALSE,
legend = FALSE,

main = "Heatmap poblaciones celulares + datos clinicos"

COMPLEXHEATMAP
# Subset: solo las columnas de poblaciones celulares (del 4 al 146)

matriz <- datos_modelo_imput][, 4:146]

# Escalado por filas

matriz_esc <- t(scale(t(matriz)))

# Anotaciones clinicas

non non

anotaciones <- datos_modelo_imput[, c("Sexo", "Edad..escrito.", "Genetica",

"Inmunosupresor.T0", "Inmunomodulador.T0",

"grupo”, "Poblacion")]

rownames(anotaciones) <- datos_modelo_imput$Paciente
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for (col in c("Sexo", "Genetica", "Inmunosupresor.T0", "Inmunomodulador.T0", "grupo”, "Poblacion")) {

anotaciones|[[col]] <- factor(anotaciones[[col]])

}

# Escala de color para la edad
edad_col_fun <- colorRamp2(
c(min(anotaciones$Edad..escrito., na.rm = TRUE),
median(anotaciones$Edad..escrito., na.rm = TRUE),
max(anotaciones$Edad..escrito., na.rm = TRUE)),

c("lightblue”, "white", "darkred")
)

colores_anot <- list(
Sexo = c("1" ="#FF69B4", "0" = "#1E90FF"),
Genetica = c("0" = "#56B4E9","1" = "#E69F00","2" = "#F0E442","3" = "#D55E00","4" = "#CC79A7"),
Inmunosupresor.TO = c("0" = "#009E73", "1" = "#D55E00"),
Inmunomodulador.TO = c("0" = "#CC79A7", "1" = "#999999"),
grupo = c("0" ="#999999""1" = "#E41A1C","2" = "#377EB8","3" = "#4DAF4A", "4" = "#984EA3"),
Poblacion = c("BARCELONA" = "#377EB8", "MADRID" = "#4DAF4A"),

“Edad..escrito.’ = edad_col_fun # <- ANADIDO para que edad tenga escala continua correcta

)

row_annot <- rowAnnotation(
df = anotaciones,
col = colores_anot,
annotation_name_side = "top",
annotation_name_gp = gpar(fontsize = 8, fontface = "bold"),
gap = unit(1, "mm"),

show_legend = FALSE

png("heatmapcomplejito.png”, width = 1500, height = 800, res = 150)

Heatmap(
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matriz_esc,

name = "Escalado",

show_row_names = FALSE,
show_column_names = TRUE,
cluster_rows = TRUE,

cluster_columns = TRUE,

row_title = NULL,

column_title = "Poblaciones celulares”,
left_annotation = row_annot,
show_heatmap_legend = FALSE,
column_names_gp = gpar(fontsize = 4),
column_names_side = "bottom",

row_names_gp = gpar(fontsize = 0.1)

Para guardar leyenda
library(ComplexHeatmap)
library(grid)

# Definir escala de color para la Edad
edad_col_fun <- colorRamp2(
c(min(anotaciones$Edad..escrito., na.rm = TRUE),
median(anotaciones$Edad..escrito., na.rm = TRUE),
max(anotaciones$Edad..escrito., na.rm = TRUE)),

c("lightblue”, "white", "darkred")
)

# Crear cada leyenda como objeto individual
lgd_sexo <- Legend(title = "Sexo", at = c("1", "0"), legend_gp = gpar(fill = c("#FF69B4", "#1E90FF")))
lgd_genetica <- Legend(title = "Genetica", at = c("0","1","2","3","4"),

legend_gp = gpar(fill = c("#56B4E9","#E69F00","#F0E442","#D55E00","#CC79A7")))

lgd_inmunosup <- Legend(title = "Inmunosupresor.T0", at = c("0", "1"), legend_gp = gpar(fill =
c("#009E73", "#D55E00")))
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lgd_inmunomod <- Legend(title = "Inmunomodulador.T0", at = ¢("0", "1"), legend_gp = gpar(fill =
c("#CC79A7", "#999999")))

lgd_grupo <- Legend(title = "grupo”, at = c("0","1","2","3","4"),
legend_gp = gpar(fill = c("#999999","#E41A1C","#377EB8","#4DAF4A", "#984EA3")))
lgd_poblacion <- Legend(title = "Poblacion”, at = ¢("BARCELONA", "MADRID"),
legend_gp = gpar(fill = c("#377EB8", "#4DAF4A™")))
lgd_edad <- Legend(title = "Edad", col_fun = edad_col_fun)

# Empaquetar las leyendas

packed_legends <- packLegend(
lgd_sexo, lgd_genetica, lgd_inmunosup, Igd_inmunomod, lgd_grupo, Igd_poblacion, lgd_edad,
direction = "vertical"

)

# Guardar como imagen

png("leyenda_cheatmap.png", width = 500, height = 1800)
grid.newpage()

draw(packed_legends)

dev.off()

df$Poblacion <- as.factor(df$Poblacion)

AHORA HACEMOS SANKEY
# 1. Imputar NAs por la media en cada columna

matriz <- datos_modelo_imput][, 4:146]

impute_mean <- function(x) {
x[is.na(x)] <- mean(x, na.rm = TRUE)
return(x)

}

matriz_imput <- as.data.frame(lapply(matriz, impute_mean))

# 2. Escalar los datos (para clustering)

matriz_scaled <- scale(matriz_imput)

294



# 3. Para calcular gap statistic se usa matriz

matriz_scaled_matrix <- as.matrix(matriz_scaled)

# 4. Evaluar con factoextra: Elbow y Silhouette
fviz_nbclust(matriz_scaled, kmeans, method = "wss") +

ggtitle("Método del codo (Elbow method)")

fviz_nbclust(matriz_scaled, kmeans, method = "silhouette") +

ggtitle("Método de la silueta (Silhouette method)")

# 5. Evaluar con gap statistic

set.seed(123)

gap_stat <- clusGap(matriz_scaled_matrix, FUN = kmeans, nstart = 25, Kmax = 10, B = 50)

print(gap_stat, method = "firstmax")
fviz_gap_stat(gap_stat)
# Seleccion de columnas y reemplazo de NAs (si no hecho antes)

datos_cluster <- datos_modelo_imput][, 4:146]

# Asegurarse que no haya NAs (y si es necesario, imputar con la media)
for(i in 1:ncol(datos_cluster)) {

datos_cluster[is.na(datos_cluster][, i]), i] <- mean(datos_cluster][, i], na.rm = TRUE)

}

# Escalado de datos

datos_cluster_esc <- scale(datos_cluster)

# K-means con 2 clusters
set.seed(123) # para reproducibilidad

km_res <- kmeans(datos_cluster_esc, centers = 2, nstart = 25)

# Afadir la asignacién de cluster al dataframe original

datos_modelo_imputS$cluster <- as.factor(km_res$cluster)
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295



Anexos

sankey_data <- datos_modelo_imput %>%
group_by(cluster, grupo) %>%
summarise(n = n(), .groups = "drop")
install.packages("ggalluvial")
install.packages("alluvial")
remove.packages("alluvial")
library(ggalluvial)

library(ggplot2)

ggplot(data = sankey_data,
aes(axis1 = cluster, axis2 = grupo, y =n)) +
ggalluvial::geom_alluvium(aes(fill = cluster)) +
ggalluvial::geom_stratum() +
ggplot2::geom_text(stat = "stratum”, aes(label = after_stat(stratum))) +

scale_x_discrete(limits = c("Cluster”, "Grupo")) +

theme_minimal()

PARA VER QUE HAY EN CADA CLUSTER
# Filtrar datos para cluster 1

cluster1l_data <- datos_modelo_imput %>% filter(cluster == 1)

# Filtrar datos para cluster 2

cluster2_data <- datos_modelo_imput %>% filter(cluster == 2)

# Guardar en CSV
write.csv(cluster1_data, "cluster1_data.csv", row.names = FALSE)

write.csv(cluster2_data, "cluster2_data.csv", row.names = FALSE)

VAMOS A PROBAR AHORA CON LA VARIABLE SEXO
sankey_data <- datos_modelo_imput %>%
group_by(cluster, Sexo) %>%
summarise(n = n(), .groups = "drop")

ggplot(data = sankey_data,
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aes(axis1 = cluster, axis2 = Sexo, y = n)) +
ggalluvial::geom_alluvium(aes(fill = cluster)) +
ggalluvial::geom_stratum() +
ggplot2::geom_text(stat = "stratum”, aes(label = after_stat(stratum))) +

scale_x_discrete(limits = c("Cluster”, "Sexo")) +

theme_minimal()

AHORA VARIABLE GENETICA
sankey_data <- datos_modelo_imput %>%
group_by(cluster, Genetica) %>%

summarise(n = n(), .groups = "drop")

ggplot(data = sankey_data,
aes(axis1 = cluster, axis2 = Genetica, y = n)) +
ggalluvial::geom_alluvium(aes(fill = cluster)) +
ggalluvial::geom_stratum() +
ggplot2::geom_text(stat = "stratum”, aes(label = after_stat(stratum))) +

scale_x_discrete(limits = c("Cluster”, "Genetica")) +

theme_minimal()

AHORA VARIABLE Inmunosupresor
sankey_data <- datos_modelo_imput %>%
group_by(cluster, Inmunosupresor.T0) %>%

summarise(n = n(), .groups = "drop")

ggplot(data = sankey_data,
aes(axis1 = cluster, axis2 = Inmunosupresor.T0, y = n)) +
ggalluvial::geom_alluvium(aes(fill = cluster)) +
ggalluvial::geom_stratum() +
ggplot2::geom_text(stat = "stratum”, aes(label = after_stat(stratum))) +

scale_x_discrete(limits = c¢("Cluster”, "Inmunosupresor T0")) +

theme_minimal()
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AHORA VARIABLE Inmunomodulador
sankey_data <- datos_modelo_imput %>%
group_by(cluster, Inmunomodulador.T0) %>%

summarise(n = n(), .groups = "drop")

ggplot(data = sankey_data,
aes(axis1 = cluster, axis2 = Inmunomodulador.TO, y = n)) +
ggalluvial::geom_alluvium(aes(fill = cluster)) +
ggalluvial::geom_stratum() +
ggplot2::geom_text(stat = "stratum”, aes(label = after_stat(stratum))) +

scale_x_discrete(limits = c¢("Cluster”, "Inmunomodulador T0")) +

theme_minimal()

AHORA VARIABLE Edad
sankey_data <- datos_modelo_imput %>%
group_by(cluster, Edad..escrito.) %>%

summarise(n = n(), .groups = "drop")

ggplot(data = sankey_data,
aes(axis1 = cluster, axis2 = Edad..escrito., y = n)) +
ggalluvial::geom_alluvium(aes(fill = cluster)) +
ggalluvial::geom_stratum() +
ggplot2::geom_text(stat = "stratum”, aes(label = after_stat(stratum)), size = 2) +
scale_x_discrete(limits = c("Cluster”, "Edad")) +

theme_minimal()

NORMALIZAMOS UN ARCHIVO PARA USAR TIMEPOINTS INCLUYENDO T1Y T2

# Ejecutar UMAP
set.seed(123)

umap_resultado <- umap(df_umap_imputado, n_neighbors = 15, min_dist = 0.1, metric = "euclidean")

# Crear data.frame con resultados UMAP y metadatos
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umap_df <- as.data.frame(umap_resultado)

colnames(umap_df) <- c("UMAP1", "UMAP2")

# Afadir columnas para colorear, usando filas originales
umap_df$Timepoint <- df$Timepoint

umap_df$Grupo <- df$Grupo

# Visualizar con ggplot2

ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Timepoint)) +
geom_point(size = 2, alpha = 0.7) +
theme_minimal() +
labs(title = "UMAP con imputacién de NA", color = "Timepoint")

library(sva)

# Cargar datos

df <- read_csv(file.choose(), locale = locale(encoding = "UTF-8"))

# Columnas que no queremos usar en el UMAP

non nmon non

columnas_excluir <- c("Poblacion”, "Grupo”, "Timepoint", "Paciente")

# Extraer datos numeéricos para corregir
datos_num <- dff, !(names(df) %in% columnas_excluir)]

datos_num <- datos_num|, sapply(datos_num, is.numeric)]

# Imputar NA con la media por columna

imputar_media <- function(x) {
x[is.na(x)] <- mean(x, na.rm = TRUE)
return(x)

}

datos_num <- as.data.frame(lapply(datos_num, imputar_media))

# Preparar matriz para ComBat

datos_mat <- t(as.matrix(datos_num))
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# Variable batch
batch <- df$Poblacion

# Modelo nulo (no conservar variables biologicas)

mod <- NULL

# Corregir batch con ComBat

datos_combat <- ComBat(dat = datos_mat, batch = batch, mod = mod, par.prior = TRUE, prior.plots =
FALSE)

# Volver a matriz samples x features

datos_corregidos <- t(datos_combat)

# Ejecutar UMAP sobre datos corregidos
set.seed(123)

umap_resultado <- umap(datos_corregidos, n_neighbors = 15, min_dist = 0.1, metric = "euclidean")

# Preparar data.frame para ggplot
umap_df <- as.data.frame(umap_resultado)

colnames(umap_df) <- c("UMAP1", "UMAP2")

# Afiadir metadatos
umap_df$Timepoint <- df$Timepoint

umap_df$Grupo <- df$Grupo

# Crear variable para diferenciar controles y pacientes

umap_df$Tipo <- ifelse(umap_df$Grupo == 0, "Control", "Paciente")

# Crear variable de color: Timepoint solo para pacientes, "Control" para controles

umap_df$ColorTP <- ifelse(umap_df$Tipo == "Control", "Control", as.character(umap_df$ Timepoint))

# Visualizacién diferenciando por ColorTP (color) y Tipo (forma)

ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = ColorTP, shape = Tipo)) +
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geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +
scale_shape_manual(values = c("Control" = 17, "Paciente" = 16)) +
theme_minimal() +
labs(title = "UMAP tras ComBat: pacientes por Timepoint, controles separados”,
color = "Condicion",
shape = "Tipo")
set.seed(123)

k <- 3 # Numero de clusters que quieres, cambia si quieres otro

km_res <- kmeans(umap_df[, c("UMAP1", "UMAP2")], centers = k)

# Anadir clusters al data.frame

umap_df$Cluster <- factor(km_res$cluster)

# Visualizar con clusters, Timepoint y Tipo
ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Timepoint, shape = Tipo)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +
geom_point(aes(fill = Cluster), shape = 21, color = "black”, size = 3, alpha = 0.3, stroke = 1) +
scale_shape_manual(values = c("Control" = 17, "Paciente" = 16)) +
theme_minimal() +
labs(title = paste("UMAP con k-means clustering (k =", k, ")"),
color = "Timepoint",
shape = "Tipo",
fill = "Cluster")
set.seed(123)

k <- 3 # Numero de clusters

# Aplicar k-means solo a pacientes
umap_pacientes <- umap_df[umap_df$Tipo == "Paciente", c("UMAP1", "UMAP2")]

km_res <- kmeans(umap_pacientes, centers = k)

# Asignar clusters solo a pacientes

umap_df$Cluster <- NA
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umap_df$Cluster[umap_df$Tipo == "Paciente"] <- km_res$cluster[match(1:nrow(umap_pacientes),
which(umap_df$Tipo == "Paciente"))]

# Convertir a factor, etiquetar controles aparte

umap_df$Cluster <- factor(ifelse(is.na(umap_df$Cluster), "Control", paste0("C", umap_df$Cluster)))

# Guardar CSV con info de paciente y su cluster

write.csv(
umap_dff, c("Paciente", "Tipo", "Cluster”, "UMAP1", "UMAP2")],
file = "pacientes_clusterizadosTOT1T2.csv",

row.names = FALSE

)

# Visualizacién con clusters (color) y tipo (forma)
ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Cluster, shape = Tipo)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +
scale_shape_manual(values = c("Control" = 17, "Paciente" = 16)) +
theme_minimal() +
labs(title = paste("UMAP con clustering k-means (k =", k, ") sin incluir controles"),
color = "Cluster”,
shape = "Tipo")
library(ggrepel)

# Columnas que no queremos usar en UMAP

non nmon non

columnas_excluir <- c("Poblacion”, "Grupo”, "Timepoint", "Paciente")

# Extraer datos numéricos
datos_num <- dff, !(names(df) %in% columnas_excluir)]

datos_num <- datos_num|, sapply(datos_num, is.numeric)]

# Imputar NA con la media
imputar_media <- function(x) {
x[is.na(x)] <- mean(x, na.rm = TRUE)

return(x)
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}

datos_num <- as.data.frame(lapply(datos_num, imputar_media))

# Preparar matriz para ComBat
datos_mat <- t(as.matrix(datos_num))
batch <- df$Poblacion

mod <- NULL

# Corregir batch

datos_combat <- ComBat(dat = datos_mat, batch = batch, mod = mod, par.prior = TRUE, prior.plots =
FALSE)

# Volver a matriz

datos_corregidos <- t(datos_combat)

# Ejecutar UMAP
set.seed(123)

umap_resultado <- umap(datos_corregidos, n_neighbors = 15, min_dist = 0.1, metric = "euclidean")

# Crear data.frame con resultados UMAP
umap_df <- as.data.frame(umap_resultado)

colnames(umap_df) <- c("UMAP1", "UMAP2")

# Afnadir metadatos
umap_df$Grupo <- df$Grupo
umap_df$Tipo <- ifelse(df$Grupo == 0, "Control", "Paciente")

umap_df$Paciente <- df$Paciente

# Clustering solo con pacientes

umap_df_cluster <- subset(umap_df, Tipo == "Paciente")
set.seed(123)

k <- 3 # Numero de clusters

km_res <- kmeans(umap_df_cluster[, c("UMAP1", "UMAP2")], centers = k)
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# Asignar cluster a pacientes

umap_df_cluster$Cluster <- factor(km_res$cluster)

# Asignar NA a controles
umap_df$Cluster <- NA

umap_df$Cluster[umap_df$Tipo == "Paciente"] <- as.character(umap_df_cluster$Cluster)

# Visualizacion
ggplot(umap_df, aes(x = UMAP1, y = UMAP2, color = Cluster, shape = Tipo)) +
geom_point(size = 3, alpha = 0.8) +
scale_shape_manual(values = c("Control" = 17, "Paciente" = 16)) +
geom_text_repel(
data = subset(umap_df, Tipo == "Paciente"),
aes(label = Paciente),
size = 3,
max.overlaps = 100
)+
theme_minimal() +
labs(
title = paste("UMAP con clustering k-means (k =", k, ") y etiquetas de pacientes"),
color = "Cluster”,
shape = "Tipo"
)

PASAMOS AHORA A LOS MODELOS PREDICTIVOS
Grafico de coeficientes

final_model <- cv.glmnet(x_matrix, y, family="multinomial", alpha=1, type.measure="class")

# Extraer coeficientes en lambda.min

coef_list <- coef(final_model, s = "lambda.min")

# Mostrar coeficientes para cada clase (excluyendo interceptos)

library(tidyverse)
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coef_df <- map_df(coef_list, function(mat) {
data.frame(
Variable = rownames(mat),
Coef = as.vector(mat)
)
}, .id = "Clase™) %>%

filter(Variable != "(Intercept)", Coef != 0)

# Grafico de barras de coeficientes
ggplot(coef_df, aes(x = reorder(Variable, Coef), y = Coef, fill = Clase)) +
geom_col(show.legend = FALSE) +
facet_wrap(~Clase, scales = "free_y") +
coord_flip() +
labs(title = "Variables seleccionadas por LASSO multinomial",
x = "Variables", y = "Coeficiente")
library(ComplexHeatmap)
library(grid)

# Definir escala de color para la Edad
edad_col_fun <- colorRamp2(
c(min(anotaciones$Edad..escrito., na.rm = TRUE),
median(anotaciones$Edad..escrito., na.rm = TRUE),
max(anotaciones$Edad..escrito., na.rm = TRUE)),

c("lightblue”, "white", "darkred")
)

# Crear cada leyenda como objeto individual

lgd_genetica <- Legend(title = "Genetica", at = c("0","1","2","3","4"),

legend_gp = gpar(fill = c("#56B4E9""#E69F00" "#F0E442""#D55E00" "#CC79A7")))

lgd_inmunosup <- Legend(title = "Inmunosupresor.T0", at = c("0", "1"), legend_gp = gpar(fill =

c("#009E73", "#D55E00")))

lgd_inmunomod <- Legend(title = "Inmunomodulador.T0", at = ¢("0", "1"), legend_gp = gpar(fill =

c("#CC79A7", "#999999")))

Anexos
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lgd_grupo <- Legend(title = "grupo”, at = c("0","1","2","3","4"),
legend_gp = gpar(fill = c("#999999","#E41A1C","#377EB8","#4DAF4A", "#984EA3")))

# Empaquetar las leyendas

packed_legends <- packLegend(
lgd_sexo, lgd_genetica, lgd_inmunosup, Igd_inmunomod, lgd_grupo, Igd_poblacion, lgd_edad,
direction = "vertical"

)

# Guardar como imagen

png("leyenda_cheatmap_simple.png", width = 500, height = 1800)
grid.newpage()

draw(packed_legends)

dev.off()

HEATMAP PERO SOLO CON LAS 4 PEDIDAS
# Subset: solo las columnas de poblaciones celulares (del 4 al 146)

matriz <- datos_modelo_imput][, 4:146]

# Escalado por filas (opcional, pero util para heatmap)

matriz_esc <- t(scale(t(matriz)))

# Anotaciones clinicas
anotaciones <- datos_modelo_imput[, c("Genetica",

"Inmunosupresor.T0", "Inmunomodulador.T0",

"grupo”)]

rownames(anotaciones) <- datos_modelo_imput$Paciente

for (col in c("Genetica", "Inmunosupresor.T0", "Inmunomodulador.T0", "grupo")) {

anotaciones|[col]] <- factor(anotaciones[[col]])

}

colores_anot <- list(
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Genetica = c("0" ="#56B4E9","1" = "#E69F00","2" = "#F0E442","3" = "#D55E00","4" = "#CC79A7"),

Inmunosupresor.TO = c("0" = "#009E73", "1" = "#D55E00"),
Inmunomodulador.TO = c("0" = "#CC79A7", "1" = "#999999"),

grupo = c("0" ="#999999""1" = "#E41A1C","2" = "#377EB8","3" = "#4DAF4A", "4" = "#984EA3")

row_annot <- rowAnnotation(
df = anotaciones,
col = colores_anot,
annotation_name_side = "top",
annotation_name_gp = gpar(fontsize = 8, fontface = "bold"),
gap = unit(1, "mm"),

show_legend = FALSE # <- Aqui ocultas leyendas de anotaciones

png("heatmapcomplejitosimple.png”, width = 1500, height = 800, res = 150)
Heatmap(

matriz_esc,

name = "Escalado",

show_row_names = FALSE,

show_column_names = TRUE,

cluster_rows = TRUE,

cluster_columns = TRUE,

row_title = NULL,

column_title = "Poblaciones celulares”,

left_annotation = row_annot,

show_heatmap_legend = FALSE,

column_names_gp = gpar(fontsize = 4),

column_names_side = "bottom", # <-- aqui las pones abajo

row_names_gp = gpar(fontsize = 0.1)

VER QUE VARIABLES CLINICAS CONTRIBUIAN MAS A LA CLUSTERIZACION DE LUMAP
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# Variables clinicas que quieres evaluar

non nmon nmon non

clin_vars <- c("Sexo", "Edad..escrito.", "Grupo.IDP.interno.", "Genetica", "Inmunosupresor.T0",
"Inmunomodulador.T0")

# Imputar NAs: para numéricas con media, para factores con la moda
imputar_na <- function(x) {
if (is.numeric(x)) {
x[is.na(x)] <- mean(x, na.rm = TRUE)
} else if (is.factor(x) || is.character(x)) {
mode_val <- names(sort(table(x), decreasing = TRUE))[1]
x[is.na(x)] <- mode_val
x <- factor(x) # asegurar factor tras imputacion

}

return(x)

}

# Crear dataframe solo con pacientes y sus variables clinicas e imputar NAs
clin_data <- df %>%

filter(Paciente %in% umap_df$Paciente[umap_df$Tipo == "Paciente"]) %>% # solo pacientes que tienes
clusterizados

select(Paciente, all_of(clin_vars)) %>%
mutate(across(all_of(clin_vars), imputar_na))
# Afadir cluster asignado
clin_data <- clin_data %>%

left_join(umap_df %>% select(Paciente, Cluster), by = "Paciente")

# Asegurar que Cluster sea factor

clin_data$Cluster <- factor(clin_data$Cluster)

# Ahora, tests por variable

resultados <- list()
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for (var in clin_vars) {
if (is.numeric(clin_data[[var]])) {
# Kruskal-Wallis test para variable numérica entre clusters
test <- kruskal.test(clin_data[[var]] ~ clin_data$Cluster)
resultados|[[var]] <- list(tipo = "numérica", p_valor = test$p.value)
}else{
# Chi-cuadrado para categoéricas
tabla <- table(clin_data[[var]], clin_data$Cluster)
# Si alguna celda < 5, usar test exacto de Fisher
if (any(tabla < 5)) {
test <- fisher.test(tabla)
}else{
test <- chisq.test(tabla)

}

resultados|[[var]] <- list(tipo = "categorica", p_valor = test$p.value)

# Mostrar resumen de resultados ordenado por p-valor
resumen <- tibble(

Variable = names(resultados),

Tipo = map_chr(resultados, "tipo"),

P_valor = map_dbl(resultados, "p_valor")
) %>%

arrange(P_valor)

print(resumen)

library(ggplot2)

for (var in clin_vars) {
p <- NULL
if (resultados[[var]]$tipo == "numérica") {

p <- ggplot(clin_data, aes(x = Cluster, y = .data[[var]], fill = Cluster)) +
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geom_boxplot() +
theme_minimal() +
labs(title = paste("Distribucién de", var, "por Cluster"), y = var)
}else{
p <- ggplot(clin_data, aes(x = .data[[var]], fill = Cluster)) +
geom_bar(position = "fill") +
theme_minimal() +
labs(title = paste("Proporcién de", var, "por Cluster"), y = "Proporcién") +
scale_y_continuous(labels = scales::percent_format())
}
print(p)
}
# Funcion para limpiar el ID y quitar el sufijo de tiempo (T1, T2, etc.)
clean_id <- function(x) {
X %>%
str_trim() %>%
str_replace_all("-", "_") %>%

str_remove("\\s+T\\d+$") # elimina " T1"," T2", etc. al final

# Limpiar identificadores en ambos dataframes
umap_df <- umap_df %>%

mutate(Paciente_clean = clean_id(Paciente))

df <- df %>%

mutate(Paciente_clean = clean_id(Paciente))

# Hacer el join usando el ID limpio
pacientes_con_genetica <- umap_df %>%
filter(Tipo == "Paciente") %>%

left_join(df %>% select(Paciente_clean, Genetica), by = "Paciente_clean")

# Filtrar solo pacientes con Genetica no NA (es decir, que existen en df original)
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pacientes_con_genetica_filtrado <- pacientes_con_genetica %>%

filter(!is.na(Genetica))

# Verificar que no quedan NAs en Genetica después del filtrado
cat("Pacientes con Genetica == NA después del filtrado:\n")

print(sum(is.na(pacientes_con_genetica_filtrado$Genetica)))

# Grafico de barras: distribucion porcentual de Genetica por cluster
ggplot(pacientes_con_genetica_filtrado, aes(x = Cluster, fill = as.factor(Genetica))) +
geom_bar(position = "fill") +
scale_y_continuous(labels = scales::percent) +
labs(
title = "Distribucion porcentual de la variable Genetica por cluster”,
x = "Cluster”,
y = "Porcentaje”,
fill = "Genetica"
)+
theme_minimal()
# Funcion para limpiar el ID y quitar el sufijo de tiempo (T1, T2, etc.)
clean_id <- function(x) {
X %>%
str_trim() %>%
str_replace_all("-", "_") %>%

str_remove("\\s+T\\d+$") # elimina " T1"," T2", etc. al final

# Limpiar identificadores en ambos dataframes
umap_df <- umap_df %>%

mutate(Paciente_clean = clean_id(Paciente))

df <- df %>%

mutate(Paciente_clean = clean_id(Paciente))
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# Variables clinicas que quieres analizar

nmon nmon nmon nmon

vars_clinicas <- c("Genetica", "Inmunosupresor.T0", "Inmunomodulador.T0", "Sexo", "Edad..escrito.",
"Grupo.IDP.interno.")

# Funcion para generar el grafico para una variable dada
plot_distribucion_por_cluster <- function(varname) {
# Hacer join y filtrar pacientes con dato no NA en la variable
pacientes <- umap_df %>%
filter(Tipo == "Paciente") %>%
left_join(df %>% select(Paciente_clean, all_of(varname)), by = "Paciente_clean") %>%

filter(!is.na(.data[[varname]]))

# Para edad, que es numérica continua, mejor hacer boxplot
if(varname == "Edad..escrito.") {
p <- ggplot(pacientes, aes(x = Cluster, y = .data[[varname]])) +
geom_boxplot(aes(fill = Cluster), alpha =0.7) +
labs(
title = paste("Distribucion de", varname, "por cluster"),
x = "Cluster”,
y = varname
)+
theme_minimal() +
theme(legend.position = "none")
}else{
# Para variables categéricas (factor o numérica discretizada), barra apilada porcentual
p <- ggplot(pacientes, aes(x = Cluster, fill = as.factor(.data[[varname]]))) +
geom_bar(position = "fill") +
scale_y_continuous(labels = scales::percent) +
labs(
title = paste("Distribucion porcentual de", varname, "por cluster"),
x = "Cluster”,
y = "Porcentaje”,

fill = varname
)+
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theme_minimal()

}

return(p)

}

# Generar y guardar graficos para todas las variables

plots <- lapply(vars_clinicas, plot_distribucion_por_cluster)

# Mostrar los graficos uno a uno (puedes también usar grid.arrange u otro método para visualizarlos
todos juntos)

for(i in seq_along(vars_clinicas)) {
print(plots[[i]])
}
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Esta pdgina ha sido intencionalmente dejada En Blanco
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Regulatory T cells (Treg) are essential for immune balance, preventing
overreactive responses and autoimmunity. Although traditionally characterized
as CD4+CD25+CD127°%FoxP3", recent research has revealed diverse Treg
subsets such as Trl, Trl-like, and CD8 Treg. Treg dysfunction leads to severe
autoimmune diseases and immune-mediated inflammatory disorders. Inborn
errors of immunity (IEl) are a group of disorders that affect correct functioning of
the immune system. IEl include Tregopathies caused by genetic mutations
affecting Treg development or function. In addition, Treg dysfunction is also
observed in other IEls, whose underlying mechanisms are largely unknown, thus
requiring further research. This review provides a comprehensive overview and
discussion of Treg in IElI focused on: A) advances and controversies in the
evaluation of Treg extended subphenotypes and function; B) current
knowledge and gaps in Treg disturbances in Tregopathies and other IEl
including Treg subpopulation changes, genotype-phenotype correlation, Treg
changes with disease activity, and available therapies, and C) the potential of Treg
cell-based therapies for IEl with immune dysregulation. The aim is to improve
both the diagnostic and the therapeutic approaches to IEl when there is
involvement of Treg. We performed a non-systematic targeted literature
review with a knowledgeable selection of current, high-quality original and
review articles on Treg and IEl available since 2003 (with 58% of the articles
within the last 6 years) in the PubMed database.

KEYWORDS

Treg, IPEX syndrome, immune tolerance, primary immunodeficiency, primary immune
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1 Introduction

Regulatory T cells (Treg) are a subtype of T lymphocytes
essential for immune homeostasis. Due to their regulatory
function, Treg are able to supress and control immune responses
to restore the immune system’s steady state, and they are necessary
to tolerate autoantigens. Treg are essential in physiological
processes such as pregnancy, host-commensal interactions,
tolerance to allergens, and tissue repair, as they help decide
between what should be considered threatening or harmless and,
hence, allow the immune system to mount a response or suppress it,
respectively. Because they are so essential for correct immune
function, Treg are also involved in numerous diseases (1, 2).
Defective Treg can disturb immune balance, leading to
pathologies such as allergies, autoimmune and inflammatory
disorders, infections, cancer, and primary immune regulatory
disorders (PIRD) (2). This review aims at providing an integrated
view of Treg in the context of inborn errors of immunity (IEIs)
highlighting what is known and what is not known, the problems in
Treg characterisation, and how they affect understanding of
underlying pathological mechanisms of IEIs. In addition, it is
intended to provide insight into potential Treg cell-based
treatments that could be of use in IEI management. We
performed a non-systematic targeted literature review with a
knowledgeable selection of current, high-quality original and
review articles on Treg and IEI available since 2003 (with 58% of
the articles within the last 6 years) in the PubMed database.

1.1 History of Treg: from CD4+ Treg to
CD8+ Treg

Discovered in 1969 as thymic-derived T cells with suppressive
capacity in mice (3-5), Treg have gained great interest in immune
regulation and their implications in different diseases. Shortly after
their discovery, during the 1970s and 1980s, it was seen that these
suppressive T cells were able to slow down autoimmune disease in
rodent models (6, 7). During the decade of the 1990s, several
discoveries were made. First and foremost, these cells were seen
to express high levels of the IL-2 receptor alpha chain (IL-2Ro,
CD25) (4, 6, 8) that is now one of the markers used for Treg
characterisation. Although discovery of the suppressive cytokines
IL-10 and transforming factor-beta (TGF-f3) was made in the 1990s,
it was not until later that they were associated with Treg function
(7). Despite the growing knowledge, human Treg were not
discovered until 2001 both in thymus and periphery (4, 6, 7). The
identification of the autoimmune scurfy mice and immune
dysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-linked (IPEX)
syndrome in humans caused by loss of function of FOXP3
pointed towards the role of this gene in Treg function (2, 6). A
few years later, in 2003, FoxP3 expression was detected in Treg, in
mice (6, 7) and later in humans (9, 10). FoxP3 expression was
correlated with CD25 levels (7) and in 2006, thanks to the discovery
of an inverse correlation between CD127 (IL-7 receptor) and FoxP3,
Treg definition by surface markers was defined as follows: CD3
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+CD4+CD25MCD127"" which is still the most common phenotype
used for their characterization by flow cytometry (4, 8, 11). The
inducible T-cell costimulator (ICOS) surface molecule was known
to be expressed in activated T cells. In 2008, ICOS expression was
observed in Treg. According to its expression, Treg could be divided
into two subsets depending on the suppressive mechanisms used:
ICOS+, which use IL-10 to suppress dendritic cells (DCs) and TGF-
B to suppress T cell function, and ICOS-, which only use TGF-f3 (12,
13). With all the developments in Treg characterization, function,
and their disease-related role, in 2013 Abbas et al. proposed, in
addition to the phenotypic classification, a unified nomenclature for
Treg in order to facilitate their description, dividing them
depending on where they completed their development (14).
According to the new classification, Treg can be thymus-derived
or natural Treg (tTreg or nTreg) if they complete their development
in the thymus, or peripherally derived Treg (pTreg) if development
occurs in the periphery. Moreover, they can also be induced in vitro
and called induced Treg (iTreg) (5-7, 14). tTreg comprise around
80% of circulating Treg and have stable FoxP3 expression (15).
pTreg, on the other hand, express ectopic FoxP3 which is not stable
and only provides suppressive functions while it is expressed (16).

In mice, FoxP3 seems to be a Treg exclusive marker which makes
it possible to characterise Treg as CD25+FoxP3+. On the other hand,
human conventional T cells (Tconv) can also gain FoxP3 expression
and, currently, there are no distinct markers available to distinguish
between true tTreg and pTreg. Classical Treg are commonly
described as CD3+CD4+CD25"CD127""FoxP3+ (4, 7, 8).
However, the best way to identify these cells is by measuring the
level of methylation in the Treg-specific demethylated region (TSDR)
of the FOXP3 gene. FoxP3 is not the only gene that needs to be
demethylated to ensure Treg function. CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte antigen 4), Eos, GITR (glucocorticoid-induced TNFR-
related), and CD25 are also responsible for correct Treg function - all
of which can be used as markers to define Treg by flow
cytometry (16).

As previously noted, there is still a lack of specific markers to
differentiate tTreg and pTreg. Recent investigations have proposed
Helios as a possible differentiating factor for tTreg. Helios
expression presents a high correlation with tTreg whereas pTreg
are mostly Helios—. This has been further confirmed by higher
complete demethylation of TSDR of the FOXP3 gene in tTreg
compared to not more than 50% in pTreg (17). However, Helios is
not yet established as a definitive marker to differentiate tTreg and
pTreg as many questions are still unanswered (18).

Although Treg research has always been more focused on CD4
T cell population, CD8 Treg populations were described in mice as
early as 1970, when Gershon and Kondo described CD8 T cells from
bone marrow responsible for tolerance (19, 20). In 1978, they saw
CD8 suppressive capacity on CD4 cells in vitro, further confirmed
in 1992 in an allergic encephalomyelitis animal model (21). In 2007,
CD8 Treg were seen under different infections and tumour
environments in rat models, and it was clear that IFNy was
important for the regulatory function of these cells (22). During
this decade, it was also observed that most CD8 T cells with
suppressive function were memory cells expressing high CD122
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and Ly49 and that they were dependant on Helios expression, in
contrast to CD4 Treg that are dependent on FoxP3 (21). These
CD122™ Ly49+ CD8+ T cells have been considered the “CD8 Treg”
in mice. Whether this subtype exists in humans has been,
and probably still is, debatable. Very recently, killer cell
immunoglobulin-like receptors (KIR)+ CD8+ T cells were
described as the counterpart of Ly49+CD8+ T cells in humans.
Because from an evolutionary point of view KIR are the human
equivalent of Ly49 in mice, these cells were studied in autoimmune
and infectious human diseases such as celiac disease and COVID-19
(23). Because of the novelty of this regulatory subtype, the definition
of CD8 Treg is even less established than that for CD4 Treg (24).
Other human studies define CD8 Treg depending on their CD28,
FoxP3, CD122, or Helios expression (24, 25). The timeline of CD4
and CD8 Treg description in mice and humans is summarized in
Figure 1 and the phenotypic markers in humans in Table 1.
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1.2 Suppressive functions of CD4 and
CD8 Treg

FOXP3 is essential for CD4 Treg suppressive function although
it is not the only gene necessary. In this context, FoxP3 expression
supresses IL-2 production as well as upregulating CD25 and CTLA-
4 expression - all involved in Treg mechanisms of action (16). Treg
can exert their function directly or indirectly. As direct
mechanisms, Tregs secrete suppressive cytokines such as IL-10,
TGE-f, and IL-35 that act directly on effector T cells (Teff). They
also produce perforin and granzyme-inducing apoptosis in target
cells (39). Besides these secreted proteins, Tregs express a number of
surface molecules that enable them to perform their inhibitory
functions: through CTLA-4 and lymphocyte activation gene 3
(LAG-3) they can inhibit dendritic cells (DCs) (5) and through
programmed cell death 1 (PD-1) they directly inhibit B cells (39).

1 description of IPEX syndrome ]

Discovery of human suppressive T cells ]

IPEX syndrome is caused by Foxp3 LOF ]

)

Inverse correlation between CD127 and ]

Foxp3 as transcriptional factor for Treg -
associated with high CD25 expression

CD4 Treg: CD3+ CD4+ CD25hi CD127lo ]

Identification of ICOS expression in Treg ]
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Unified nomenclature for Treg: tTreg, pTreg

)

FIGURE 1

Timeline of Treg discovery. Timeline progression highlights pivotal advances in the exploration of Treg from inception to the present. Discoveries in
murine models (left) and humans (right). Colors of the rectangles show advances in CD4+ Treg (blue), CD8+ Treg (green) and IEls (black)
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TABLE 1 Controversies and considerations in the study of Treg and in
Treg cell-based therapies in humans.

Treg phenotypic studies

Cell Staining
type
CD4 SP
Treg 1C
1C
SP
CD4 (o)
tTreg Sp
CD4 1C
pTreg SP
CD8 SP
Treg SP
SP
SP
SP

Treg functional studies

Functional effect

T-
cell proliferation

Expression of T
cell
activation
markers

Measurement
of analytes

Dendritic
cell activation

IL-9 signaling via
the IL-9Ro
receptor (STAT3
and STAT5)

Treg cell-based therapies

General
considerations

Live cells

Different definitions Reference
CD3+CD4+CD25hiCD127low (26)
CD3+CD4+CD25hiFoxP3+ (27)
CD3+CD4+CD25hiFoxP3+CD127low (28)
CD25hiCD127lowCCR4+ (29)
CD3+CD4+CD25hiCD127lowFoxP3+Helios (30)
+ NFS
CD3+CD4+CD25hiCD127lowTIGIT
+GPA33+
CD3+CD4+CD25hiCD127lowFoxP3+Helios- (30)
CD3+CD4 NES
+CD25hiCD127lowTIGIT+GPA33-
CD3+CD8+CD103+ (31)
CD3+CD8+CD122+PD-1+ (32, 33)
CD3+CD8+CD28-CD56+ (28, 34)
CD3+CD8oto+TCRoB+HLA-E+ (35)
CD3+CD8+KIR+ (23)

Considerations

Sufficient number of cells
Need to isolate cells
Dose-dependent study
Ensuring cell viability (susceptibility to cell
death’

o (36)
Minimum incubation time of 3-5 days
Use of CFSE as a replacement for 3H-
tritylated
Use of the division index as an
analytical parameter
Sufficient number of cells
Need to isolate cells
Dose-dependent study 36)
Minimum incubation time 5-7 hours :
Use of activation markers like CD69
and CD154
IFNy and IL-2 mRNA expression
Cytokine analysis in supernatant by ELISA NES
or Luminex technology
Measurement of ATP/ADP ratio
NE

S NES

NFS NEFS
Risk (R) and potential solutions (S)
R: Potential instability of Treg — acquisition (37, 38)

of T-bet, RORYt or GATA-3
S: NFS - DNA methyltransferase, IL-6,
suicide casquets, integration sites.

(Continued)
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TABLE 1 Continued

Specific Risk (R) and Potential solutions (S)
considerations
FoxP3 R: Acquisition of an inflammatory (37, 38)
destabilization phenotype by Treg
S: Addition of DNA methyltransferase
Oncogene R: Increased risk of cancer development (37, 38)

activation S: NFS - Strategies to eliminate Treg in vivo

if needed: insertion of suicide casquets or
integration sites

NFS, need further studies; IC, intracellular; SP, superficial.

Moreover, the high levels of CD25 allow Tregs to highjack IL-2
preventing it from stimulating T and natural killer (NK) cells (2). As
indirect mechanisms, Tregs also present ectoenzymes on their
membrane, specifically CD39 and CD73, that are responsible for
ATP metabolism and control Teff activation. ATP acts as an
inflammatory molecule when it is cleaved, AMP acts as an anti-
inflammatory signal (5, 39).

Amongst other genes necessary for Treg functionality, there is a
group of molecules that enhance Treg inhibitory functions without
being selective of Treg. These include ICOS, CTLA-4, PD-1, TIGIT,
Helios, and LAG-3.

ICOS increases Treg effectivity and, under certain
circumstances, can supress Treg apoptosis, playing an important
role in their survival (7). In order to do so, ICOS needs to bind to its
ligand, ICOS-L, expressed on antigen-presenting cells (APCs): DCs,
B cells, and macrophages. Upon ICOS-L binding, it enhances FoxP3
transcription which, in turn, increases IL-4, TGF-B, and IL-10
secretion. ICOS+ Treg normally co-express co-inhibitory surface
molecules important for their immune regulation such as CTLA-4,
LAG3, PD-1, and T cell immunoglobulin and ITIM domain
(TIGIT). Whether it is a matter of ICOS directly affecting this
expression or indirectly contributing to the increased Treg
functionality remains unclear (13).

CTLA-4 is a co-inhibitory surface molecule that is constitutively
expressed in Treg. It is not a Treg-exclusive marker as it is also
present in activated lymphocytes. Binding of CTLA-4 from
activated lymphocytes to CD80 and CD86 present on the surface
of DCs inhibits them, restoring immune homeostasis once they
have completed their task. In this context, CTLA-4 acts as an
immune checkpoint in order to prevent an overreactive immune
system. However, the role of CTLA-4 in Treg is not completely
straight forward. It is suggested that CTLA-4 from Treg binds to
CD80/CD86 in DCs and downregulates their expression. Because
this signal from DCs is necessary to complete T cell activation
during antigen presentation, this downregulation would reduce T
cell activation which, in turn, would favour regaining immune
homeostasis (40).

PD-1 and its ligand PD-L1 are both highly expressed in Treg
surface (7). Binding of PD-L1, on Treg surface, to PD-1, expressed
on activated cells, triggers an inhibitory response that negatively
affects T cell proliferation and cytotoxicity. This response induces a
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state of anergy on the activated T cells and can promote the
induction of pTreg, by enhancing FoxP3 expression and Treg
suppressive activity. Moreover, interaction of PD-1 and DCs’ PD-
L1 also prompts pTreg generation (41). In turn, once pTreg are
generated, their PD-1 binding to PD-L1 in DCs also generates
tolerogenic DCs (7). Hence, PD-1 signalling is needed to directly
and indirectly maintain immune homeostasis. PD-1/PD-L1
signalling mechanism is not exclusive to Treg, but, along with
CTLA-4 and LAG-3, constitutes one of their cell-to-cell contact
suppressive mechanisms (41). Constitutive PD-1 expression is
related to T cell exhaustion and is usually used as a CD4+ and
CD8+ T cell exhaustion marker (42).

TIGIT is another co-inhibitory receptor that is expressed in
Treg but also in activated and memory T cells, NK cells, and some
follicular helper T cells (Tth). It has two ligands, CD155 (or PVR)
and CD112 (or nicotine-2), although it binds with greater affinity to
CD155. These molecules are expressed in APCs and T cells, among
other non-hematopoietic cells (43). In the context of Treg, the effect
of TIGIT binding to DCs prompts tolerogenic DCs which express
IL-10 and, in turn, suppress T cell activation. Moreover, increased
TIGIT expression induces FOXP3 demethylation in Treg. It can also
supress T cell priming and block the CD226 activation pathway.
Without the presence of TIGIT expression, CD226 acts as an
activating receptor when binding to CD155. All of these
mechanisms lead to reduced T cell activation (44).

LAG-3 is expressed in Treg, activated T cells (both CD4+ and
CD8+), and a subset of NKs. This molecule binds to MHC-II due to
its similarity with CD4 co-receptor among other receptors in CD8 T
cells and NKs (43). Regarding Treg, LAG-3 is essential for immune
homeostasis control by Treg, and is necessary for Treg cell-to-cell
mediated suppressive mechanism, together with PD-1 and CTLA-4
(41). Similarly to these molecules, LAG-3 supresses cell
proliferation, cytokine secretion, and immune function, playing a
role in immune homeostasis (42). Expression of LAG-3 confers
CD4+ T cell suppressive activity, whilst its blockade on Treg
prevents their suppressive functions (43). LAG-3 constitutive
expression is associated with CD4+ and CD8+ T cell exhaustion
(42). It is also worth noting that LAG-3 is also expressed on Trl
(type 1 regulatory T cells) although it is not clear whether it is
necessary for their suppressive function (43).

Helios is a member of the IKAROS transcriptional factor family
gene, which has been shown to play an important role in Treg
function. It is implicated in Treg maintenance as they ensure FoxP3
stable expression under inflammatory conditions, preventing Treg
from becoming effector cells (45). Moreover, in Helios-deficient
mice, Tregs fail to produce an appropriate cytokine response and
may exhibit the expression of cytokines typically associated with
other effector CD4 T cells. Development, function, and immune
homeostasis in most CD4+ T cells are not affected. However, in the
case of Treg, Helios deficiency, although not affecting development,
translates into a late onset autoimmune disease, underlying the
importance of this transcription factor in the functionality of Treg
(46). The schematic representation of Treg mechanisms of action in
humans is summarized in Figure 2.
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2 |IEl and Treg: the new kid on
the block

2.1 From primary immunodeficiencies to
inborn errors of immunity to primary
immune regulatory disorders

Bruton’s agammaglobulinemia was first discovered seven
decades ago. Since then, and thanks to technological advances in
recent years such as next-generation sequencing (NGS), whose
massive sequencing technology of the human exome and
genome has been made affordable worldwide, we have seen a
rapid increase in the rate of discovery of new genetic defects in
primary immunodeficiency disorders (PIDs). This has allowed
experts from the WHO’s International Union of Immunological
Societies (IUIS) to collect more than 485 genes causing PIDs by
2022 (47).

PIDs are a group of disorders that affect the proper functioning
of the immune system, most of them of genetic origin. Since the
immune system protects us against various pathogens, patients
with PIDs suffer from a wide range of severe and/or recurrent
infections. Although one of the mainstays of immunodeficiency is
immunocompromise, which is characteristic of most patients
with PIDs, their symptomatology is, nevertheless, increasingly
diverse, ranging from autoimmunity, autoinflammation, and
severe allergies to neoplastic syndromes (48). The presence of
autoimmunity in the context of immunodeficiency suggests a
paradox, with two opposite pathologies, where one offers an
excess and the other a defect of response, respectively, coexisting
in the same clinical entity (49). Due to this increasing phenotype
and with the increasing number of genetic defects being discovered,
some of them causing gain-of-functions and not only loss-of-
functions, the IUIS proposed a paradigm shift in 2019. Since then
and to this day, PIDs are known as Inborn Errors of Immunity
(IEI), and the classification of these diseases is updated every other
year (47, 50).

The latest update of the IUIS in 2022 classifies IEIs into the
following 10 groups (47, 51): 1. Combined immunodeficiencies. 2.
Combined immunodeficiencies with syndromic characteristics. 3.
Predominant antibody deficiencies. 4. Diseases of immune
dysregulation. 5. Congenital phagocyte defects. 6. Defects in the
intrinsic and innate immunity. 7. Autoinflammatory diseases. 8.
Complement deficiencies. 9. Bone marrow failure. 10. Phenocopies
of inborn errors of immunity.

Inborn errors of immune dysregulation (group 4) are a
heterogeneous group of disorders with clinical variability that
affect genes involved in the regulation of the immune system.
Those presenting with a phenotype caused by loss of tolerance
mechanisms leading to autoimmunity, autoinflammation,
lymphoproliferation, and/or severe atopy have come to be
recognized as having Primary Immune Regulatory Disorders
(PIRD) since 2020 (52, 53). PIRD encompass a diverse set of
disorders due to failures in different immune regulatory pathways;
hence, this enables a subgrouping into different categories.
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CVID, Common variable immunodeficiency; VEO-IBD, very early onset inflammatory bowel disease; APDS, Activated PI3K Delta Syndrome; WAS,
Wiskott-Aldrich Syndrome; DOCKS, Dedicator of cytokinesis 8 deficiency; NBEAL2, Neurobeachin-like 2.

2.2 From primary immune regulatory
disorders to tregopathies: central role of
Treg in the pathophysiology

In 2018, the term tregopathies (54) was first introduced: it
referred to a group of IEI with a clinical phenotype later
encompassed within PIRD, in which the affected regulatory target
is the Treg cell itself. This group initially included mutations in
FOXP3, CD25, CTLA-4, LRBA, BACH2, IL10, and gain of function
(GOF) of STAT3 (47, 55, 56). Since then, the IUIS expert committee
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(EC) has added new genes to this category, including mutations in
FERMT1, CD122, DEF6, and IKAROS GOF (47, 51) (Figure 2).
Immune dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-
linked syndrome (known by the acronym IPEX) was first
recognized in 1982 by Powell et al. and was the first disease
associated with a defect in Treg. It presents with a wide variety of
autoimmune manifestations in early life. IPEX is generated as a
consequence of mutations in the transcription factor FoxP3,
resulting in a quantitative reduction of protein expression or a
loss of protein function (57, 58). However, several studies have
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shown that the FOXP3 gene is not essential for the establishment of
the Treg cell lineage, but rather for its suppressive effector functions,
as it controls the expression of different regulatory molecules such
as TIGIT, CTLA-4, and the suppression of the IL-2 gene and
different effector T-cell cytokines (59-61). Reported mutations
causing IPEX are null or nonsense variants and small deletions or
insertions in the reading frame (62-64) in the FOXP3 gene that
result in a residual expression of the protein, but lacking function.
Therefore, Treg cells from these patients are dysfunctional, being
unable to inhibit the proliferation and inflammatory functions of
effector T cells (Teff) (62, 65, 66). Of the 70 mutations identified,
40% are located in the DNA-binding region (FKH), 23% in the
proline-rich terminal region (PRR), 9% in the leucine helix (LZ),
14% in the LZ-FKH loop, and 6% in the non-coding region. In
addition, human FOXP3 gene has two main isoforms, a full-length
isoform (FOXP3 FL) and an isoform lacking part of exon 2 (FOXP3
AE2) (67). A recent study shows that the lack of exon 2 of FOXP3 in
mice and patients with IPEX syndrome leads to severe immune
disorders (67). Even though Treg with FOXP3 AE2 can suppress T
cells in culture, in vivo they lose their stability, suggesting that the
presence or absence of exon 2 in FOXP3 is critical for normal Treg
function (67). Although these FOXP3 mutations are linked to IPEX,
there is an increasing number of patients who do not manifest with
the classical triad of early-onset intractable diarrhea, type 1 diabetes
(T1D), and eczema. Instead, these atypical cases of IPEX manifest
with late-onset of symptoms, single-organ involvement, and mild
disease phenotypes (68). Thus, a better understanding of the
connection between the genotype and phenotype of this disease
is needed.

A variety of tests have been developed to assess key molecules,
signaling pathways, and cells implicated in IPEX or IPEX-like
diseases for diagnostic purposes. Some are clinically available,
while others are only available as research tests. On the one hand,
Treg levels and FoxP3 expression can be assessed by flow cytometry.
For this methodology, it is common to stain cells with CD4/CD25/
CD127 to assess Treg cell frequency or numbers (69, 70). In the
European Society for Immunodeficiencies (ESID) registry, working
definitions for the clinical diagnosis of IEI (71) are used only for
patients with no genetic diagnosis. FoxP3 expression by CD4
+CD25+ on flow analysis appears as a diagnostic criterion in
IPEX and IPEX-like suspected disease. Nevertheless, patients with
nonsense mutations have normal FoxP3 frequency but typically
decreased median fluorescence intensity (MFI) because of reduced
expression levels (55). Thus, the clinical utility of this technique is
moderate (55). The suppressive capacity of Treg can also be
measured in vitro through a T-cell coculture suppression assay,
but this requires cell separation with a significant blood volume. In
addition, there are no reference values for this assay yet, so the
clinical utility is poor. A clinically useful test is the assessment of IL-
2 signaling in vitro through T-cell proliferation in the presence of
mitogens or IL-2. Mutations in either IL-2 receptor chains will lead
to decreased proliferation.

It is also considered useful to measure IL-10 signaling through
studies of STAT3 phosphorylation following IL-10 stimulation.
Mutations in the IL-10 receptor lead to a loss of STAT3
phosphorylation (55). IL-10 enhances iTreg differentiation and
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function probably through the STAT3 and Foxol signaling
pathway (72). Inhibition of Foxol blocks the ability of IL-10 to
enhance iTreg differentiation and function, suggesting that the
effect of IL-10 is dependent on Foxol activation (72). This finding
relates to the well-known role of Foxol as a contributing factor to
Treg function and development (73, 74). In addition, IL-10-induced
inhibition of STAT3 phosphorylation also reduces the ability of IL-
10 itself to enhance iTreg differentiation, suggesting that STAT3-
defective CD4+ T cells respond poorly to IL-10, contributing to
immune dysregulation (72).

CD25 deficiency is an immune dysregulation disorder
segregating in autosomal recessive form caused by biallelic
variants in the IL2RG gene encoding IL-2Rot also known as CD25
protein. CD25 is expressed at high levels by CD4+ CD25+FoxP3+
Treg cells and has a pivotal role in Treg since IL-2 (and CD25) is
required for IL-10 production, as mentioned above (75). Patients
with CD25 deficiency present with a clinical phenotype overlapping
that of IPEX patients, thus being termed as having IPEX-like disease
(75). CD25 expression on the T-cell surface is completely abolished
in all patients described, enabling diagnosis by immunological
phenotyping with flow cytometry. Decreased T-cell proliferative
responses to non-specific or antigen-specific stimuli were observed
in some patients, although this could be restored with high doses of
IL-2 or IL-15 in some of them. In addition, patients tend to have
normal or reduced counts of FoxP3+ regulatory T cells, which
makes their isolation for functional studies difficult (75). However,
recent studies have demonstrated an altered suppressive capacity in
CD25-deficient regulatory T cells purified as CD4+TIGIT+CD127-
T cells (76).

In humans, CTLA-4 haploinsufficiency causes a dominant
immune dysfunction known as CTLA-4 haploinsufficient
autoimmune infiltrative disease (CHAI). Patients with CHAI
experience autoimmune cytopenia, hypogammaglobulinaemia,
infectious and non-infectious lung disease, enteropathy,
lymphoproliferation, skin conditions and neurological
involvement, and increased infectious susceptibility. In addition,
patients with CTLA-4 haploinsufficiency have decreased numbers
of circulating B cells and memory B cells, as well as NK and T cells.
In some cases, an increase in CD4+ helper T cells is observed. It is
important to note that Treg analysis is made challenging by the low
CD25 expression observed in many CVID patients (77). Thus,
although the expression of Foxp3 and CD25 may be decreased in
CTLA-4 and LRBA deficiencies, this may not necessarily indicate a
low Treg count (78). CTLA-4 deficient Treg cells also show
decreased suppressive capacity, as in patients with IPEX
syndrome (79-81).

LRBA deficiency, either homozygous or compound
heterozygous, causes CTLA-4 deficient expression on cell surface.
It is also known as LRBA disease with autoantibodies, Treg cell
defects, autoimmune infiltration, and enteropathy (LATAI disease),
and it shares phenotypic and clinical features with CTLA-4
haploinsufficiency. The CTLA-4 protein is constantly recycled
between the cell surface and the cell interior. LRBA facilitates the
recycling of CTLA-4 from endosomes to the surface of T cells to
prevent its degradation in lysosomes. As a result, LRBA-deficient
Treg cells show reduced levels of CTLA-4 expression. Similar to
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CTLA-4 mutated patients, LRBA-deficient T cells are
hyperproliferative upon in vitro activation and both Treg cell-
mediated suppressor capacity and CD80 transendocytosis are
impaired. Also, Treg cell counts are reduced (82, 83).

A very recent study has revealed the interaction of the
Neurobeachin-like 2 (NBEAL2) protein with immune cells (84).
Loss of function of NBEAL2 leads to grey platelet syndrome (GPS)
and some patients develop autoimmune disorders (84). By mass
spectrometry it was shown that one of the proteins associated
with NBEAL2 is LRBA. Immunoprecipitation further confirmed
that NBEAL2 and CTLA-4 interact with each other (84).
Interestingly, NBEAL2 deficiency leads to low CTLA-4 expression
in Tconv cells, while Treg cells appear to be unaffected (84).
Therefore, further studies of this deficiency are needed to
elucidate both phenotypic and functional involvement of Treg cells.

BACH?2 is a transcription factor that plays a crucial role in B-cell
class recombination, somatic hypermutation, T-cell differentiation
and function, and alveolar macrophage function. Genetic variations
at the BACH2 locus are commonly associated with an increased risk
of various autoimmune and inflammatory diseases, such as
rheumatoid arthritis, T1D, asthma, multiple sclerosis, vitiligo,
Graves’ disease, Crohn’s disease, and celiac disease. In 2017,
BACH2 haploinsufficiency was initially described in a patient
with lymphocytic colitis, splenomegaly, and progressive humoral
deficiency with sinopulmonary infections (85). With further cases
reported, the disease is now named BACH2-related
immunodeficiency and autoimmunity (BRIDA). Patients have
been shown to exhibit decreased levels of Treg in the blood and
colon (85), where FoxP3 expression levels decrease, compromising
Treg (85). Further functional studies are needed to elucidate the role
of Treg in this disease.

The STATS3 signaling cascade plays an important role in the
regulation of Treg and Th17 cells. STAT3 gain-of-function (GOF)
syndrome is a multi-organ primary immune regulatory disorder
characterized by early onset autoimmunity. Early in life, patients
present most commonly with lymphoproliferation, autoimmune
cytopenias, and growth delay (86). STAT3 induction by IL-6,
together with TGF-P, is essential for Th17 cell differentiation.
However, IL-6 also inhibits TGF-B-induced upregulation of
FoxP3 in naive CD4+ T cells, favoring polarization towards a
potentially pathogenic Th17 phenotype (87). In addition, STAT3
activation increases the expression and secretion of SOCS3 (STAT5
inhibitory protein), a positive regulator of FoxP3 and CD25. STAT3
GOF disease may result from altered upregulation of both FoxP3
and imbalance in Treg/Th17 cell polarization, although it is unclear
which factor has a dominant effect. Thus, Treg cell counts are
usually reduced in STAT3 GOF (88). Because of the broad role of
STATS3 in regulating various signaling, differentiation, growth, and
regeneration cascades in different tissues and cell types, it is possible
that other cell subsets and pathways also contribute to immune
dysfunction in these patients (88).

The disturbances in Treg in Tregopathies are summarized in
Table 2. Currently there are overlapping terms to refer to some
PIRD disorders: some are based on physiopathology such as
Tregopathies (53) or check-point deficiencies (81, 97), while
others refer to the clinical phenotype of affected patients:
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autoimmune lymphoproliferative syndrome (ALPS)-like (92) and
IPEX-like (66).

2.3 Treg dysfunction in other IEI

The remaining categories of PIRD which are not recognized as
Tregopathies include hyperinflammatory disorders, such as
hemophagocytic lymphohistocytosis (HLH) with or without
intrinsic susceptibility to Epstein-Barr virus, non-malignant
lymphoproliferation with autoimmunity (ALPS), inflammatory
bowel disease linked to IL-10 signaling (very early onset
inflammatory bowel disease, VEO-IBD), and other disorders
linked to monogenic autoimmunity but lacking a central role in
Treg (51, 53). Although the genetics of these other PIRD do not
impact directly on the biology and function of Treg, these cells can
be markedly altered in a direct or indirect manner.

HLH is a hyperinflammatory disorder with excessive immune
activation resulting from different genetic defects in PRFI,
UNCI3D, STX11, STXBP2, SLC7A7, CDC42, FAAP24, RHOG,
LYST, RAB27A, AP3B1, AP3D1, SAP, XIAP, CD27, or CD70 (51,
98) that impair granule-mediated cytotoxicity. This impedes the
cytotoxic effector cells from achieving their goal: to kill infected and
transformed cells, with the consequent release of cytokines that
promote a state of hyperactivation of the immune response and
hyperinflammation. It has been shown that in acute HLH CD8+ T
lymphocytes overexpresses CD25, so that by consuming IL-2 from
the medium they compete against Treg for this very resource. This
results in an indirect Treg cell malfunction and a collapse in Treg
cell numbers (89). In the specific case of X-linked inhibitor of
apoptosis protein (XIAP), which causes X-linked
Lymphoproliferative Disorder (XLP-2) and VEO-IBD, Treg cells
are also affected. Suppressor of cytokine signaling 1 (SOCS1) is one
of the transcription factors involved in the maintenance of Treg
inhibitory function. XIAP binds to SOCS1 promoting its
stabilization (99). Mutations in XIAP lead to SOCS1 deficiency
and trigger an overactivation of the transcription factors STAT1
and STAT3 with a consequent reduction of the suppressive capacity
of Treg, reducing their cell numbers, reducing FoxP3 stability, and
even predisposing to IFNY secretion, which diverts the response
from a regulatory function to an inflammatory one (91).

In the case of ALPS, the underlying genetic defect involves the
components of the apoptotic Fas-FasL pathway. There are a
number of biomarkers linked to ALPS such as elevated levels of
CD3+TCRof+CD4-CD8- double negative cells, as well as elevated
plasma levels of IL-10, soluble FasL (sFasL), and vitamin B12 (92,
100). It has been shown that in ALPS patients the proportion of
Treg defined as both CD25™CD127°" and CD25"FoxP3+Helios+
was lower compared to healthy controls (90). In addition, patients
also had a high proportion of naive Treg (FoxP3'°*CD45RA+) and
a rare population defined as CD4+CD127"°“CD15s+CD45RA+.
However, although the proportions of Treg were low, the
suppressive capacity on T-cell proliferation was not affected. This
study suggests that excessive T cell proliferation in ALPS may not be
ascribed to a Treg defect or T cell sensitivity to suppression (90).
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However, given the paucity of information on Treg in ALPS, further
studies are needed.

Furthermore, in recent years and thanks to advances in NGS,
novel gene defects outside the Fas-FasL apoptosis pathway with a
phenotype and clinical mimicry to ALPS have been identified
(ALPS-like). These include the above-mentioned check-point
deficiencies (CTLA-4, LRBA and DEF6 deficiencies) but also the
Activated PI3K Delta Syndrome (APDS). APDS results from the
increased activity of the phosphoinositide-3-kinase & (PI3K§)
pathway (101). This enzyme is predominantly expressed by
leukocytes and plays a very important role in immune cell
function. Animal models indicate that impaired PI3K3 in mice
leads to colitis mostly due to compromised Treg function,
suggesting PI3K3 plays a role in Treg function (102). However, it
should be pointed out that the mouse model of PI3K§ does not
recapitulate ALPS in humans. In most of these ALPS-like disorders,
total Treg CD4+CD25+FoxP3+ levels are lower compared to
healthy controls, as well as lower CTLA-4 expression levels and
an expansion of circulating follicular CD4+CXCR5+CD45RA-
(cTFH) T cells and polarization towards a Thl phenotype
(CCR6-CXCR3+) (92). Also, in most ALPS-like phenotypes there
is a reduction in the T cell compartment, while senescent CD4+ T
cells are increased.

Clinical phenotypes of lymphoproliferation and autoimmunity
are found in other entities such as common variable
immunodeficiency (CVID). In CVID, the involvement of Treg
cells is still under study; recent studies have reported decreases in
CD4 Treg in patients with CVID (103), while others have found
conflicting results (104). For example, some researchers have
observed that CD4 Treg (identified by markers such as
CD251"CD1271°WF()XP3+) are decreased in CVID patients,
especially those with associated autoimmune diseases (105).
However, other studies have found no significant changes in CD4
Treg in relation to disease severity or the presence of autoimmunity
(104). Some researchers have also explored the function of these
cells and found that, despite differences in levels, the suppressive
function of CD4 Treg appears to be maintained overall (106).
However, in general, there is still a lack of consensus on how
CD4 Treg relate to the pathophysiology of CVID and its association
with autoimmunity (103, 107, 108). In addition, a recent study
analyzed CD8 Treg (CD8+CD25"CD183+Foxp3+) in patients with
CVID, finding significant reductions in CD8 Treg ratios in these
patients (109). However, no significant differences in CD8 Treg
ratios were observed between patients with CVID with or without
autoimmunity (109). Because CVID is an umbrella term for a
probable heterogeneous group of diseases with different
pathophysiological mechanisms (110), the study of Treg in this
disease is challenging. Further research with larger series and more
specific approaches are needed to fully understand the role of CD4
and CD8 Tregs in the pathogenesis and clinical manifestations of
CVID and its relationship with autoimmunity. The disturbances in
Treg in IEI other than Tregopathies are summarized in Table 2.

Wiskott-Aldrich syndrome (WAS) is an X-linked IEI
characterized by lymphocyte dysfunction leading to opportunistic
viral and bacterial infections, thrombocytopenia, eczema,
autoimmune disorders, and cancer (93, 111, 112). More than 200
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mutations have been described in the gene encoding the WAS
protein (WASp) (93, 111). Mutations resulting in loss of WASp
expression correlate with a more severe disease phenotype (93). Its
deficiency is mainly associated with defects in T-lymphocytes. In
particular, lymphocytes are unable to reorganize the actin
cytoskeleton in response to T-cell receptor (TCR) engagement,
leading to incomplete cell activation, and decreased cell
proliferation and survival. Although WASp has not been shown
to play a crucial role in the production of Tregs in the thymus, it is
required for Treg expansion and survival in the periphery (93, 111).
WASp deficiency leads to a decrease in the percentage of peripheral
Treg (although FoxP3 expression is maintained), with a strong
impact on activated Treg as evidenced by a decrease in activation
markers and migration receptors (93, 112). Despite this, WASp-
deficient Treg show normal or slightly lower suppressor capacity
against T cells, suggesting that the impact of WASp mainly affects
the survival and expansion of peripheral Treg, but not their
suppressor function (93). Notably, in a study of WASp-deficient
mice, Tregs were defective in their suppressor function in vitro, but
in WAS patients this defect in function was less clear (113). In terms
of clinical implications, although alterations in Treg may correlate
with the high frequency of autoimmunity in WAS patients, more
research is needed to improve understanding of this correlation.

Dedicator of cytokinesis 8 (DOCKS) deficiency is a rare IEI
characterized by a constellation of symptoms including severe
immunodeficiency, elevated IgE levels, allergies, and autoimmune
disorders (94, 114). While the precise pathophysiology of immune
dysregulation remains only partially understood, it is suggested that
DOCKS regulates the suppressive function of Tregs by promoting
STATS5 phosphorylation in response to IL-2 signaling, which is
essential for Treg maintenance (94). Furthermore, DOCKS is
involved in CD25 recycling (94). Patients with DOCKS deficiency
have been shown to exhibit reduced levels of Treg with impaired
suppressive function (94). Remarkably, in a study using contact
hypersensitivity (CHS) models, Treg lacking DOCKS8 acquired a
pathogenic phenotype expressing both FoxP3 and T-bet, along with
IFNY, suggesting that Tregs polarized towards a potentially
inflammatory phenotype rather than maintaining their
suppressive function (94, 114).

Omenn syndrome (OS) is an severe recessive autosomal
combined immunodeficiency, ascribed to hypomorphic mutations
in the activating recombination genes (RAGI and RAG2), but also in
other genes (DCLREIC, IL7R, RMRP, IL2-Ry, ZAP70, LIG4, ADA)
(115), and impairing, but not abolishing, the recombination process
of the V(D)J genes. OS manifests with generalized erythroderma,
alopecia, lymphadenopathy, hepatomegaly, and diarrhea, and the
immunological phenotype is characterized by a reduced number of
circulating B lymphocytes (95, 115). In one study, patients with OS
were shown to have a variable number of circulating Treg with low
FoxP3 expression and reduced or no T-cell suppressive capacity in
vitro, together with a severe reduction of Treg cells in the thymus
(95). These results provided the first evidence of a defect in Treg
development and function in OS, implying that both central and
peripheral tolerance are compromised in this disease.

STATS5b deficiency is a rare autosomal recessive disease
involving both marked growth failure and severe
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TABLE 2 Summary of published information on Treg numbers and function in IEL

Treg numbers and function in IEI

Tregopathies

Disease

Treg phenotype

Normal or low circulating
FoxP3+ Treg and

10.3389/fimmu.2023.1278759

In vitro Treg function

Reference

IPEX syndrome FOXP3 FoxP3 expression Decreased suppressive capacity (55)
level; high TSDR
demethylation
. Normal or low circulating . .
CD25 deficiency IL2Ro FoxP3+ Treg Altered suppressive capacity (75)
Normal or high circulating
CTLA- FoxP3+ Treg and . .
4 deficiency CTLA-4 low in FoxP3 expression Decreased suppressive capacity (80)
level
Normal or low circulating
i FoxP3+ Treg and . .
LRBA deficiency LRBA FoxP3 expression Altered suppressive capacity (83)
level
NBEAL2
: NBEAL2 NES NES (84)
deficiency
BACF{— BACH-2 Low FoxP3 expression NA 5)
2 deficiency level on Treg
1L10
IOII{L:;;/I_L' IL10R0. NES NES NFS
eficiency IL10RB
Normal or low circulating
TAT. F TAT: Al i i 8
N 3 GO! N 3 FoxP3+ Treg tered suppressive capacity (86)
FERMT1
RM FERMT1 NA NA NES
deficiency
CD122 deficiency IL2RB NA NA NES
DEF6 deficiency DEF6 NA NA NFS
IKAROS GOF IKZF1 NA NES NEFS
Other Inborn Errors of Immunity
HLH PRF1
UNCI3D
STX11
STXBP2
SLC7A7
CDC42
FAAP24
RHOG Low circulating
NE! 8
LYST FoxP3+ Treg s 9
RAB27A
AP3B1
AP3D1
SAP
XIAP
CD27
CD70
TNFRSF6 Low circulating
ALPS TNESF6 FoxP3+ Treg; high proportion of naive Treg Altered suppressive capacity (90)
CASP10 (FoxP3lowCD45RA+)
Normal or low circulating . .
VEO-IBD XIAP FoxP3+ Treg and Altered suppressive capacity 91)
(Continued)
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TABLE 2 Continued

Treg numbers and function in IEI

Anexos

10.3389/fimmu.2023.1278759

Tregopathies
Disease Treg phenotype In vitro Treg function Reference
FoxP3 expression
level
PIK3Cd Low circulating . .
APDS PIK3RI FoxP3+ Treg Altered suppressive capacity (92)
CVID Unknown NFS NFS NFS
WAS WaSp Low circulating Normal or‘slightly lf)wer ©93)
FoxP3+ Treg suppressive capacity
Low circulating
DOCK DOCK: Al i i 94
OCK8 OCK8 FoxP3+ Treg tered suppressive capacity (94)
AG1
RAG Low circulating
RAG2 FoxP3+ Treg and
[eN) DCLREICIL7R RMRP IL2-Ry Fo P3 6 a. Reduced suppressive capacity (95)
0xP3 expression
ZAP70 LIG4
70 LIG level. Severe reduced FoxP3+ Treg in thymus
ADA
Low circulating
STAT5b STAT5b Ei;z::::i:‘;: Altered suppressive capacity (96)
level

NFES, need further studies; NA, not available.

immunodeficiency (116). Normal transcription of IL-2Re, FOXP3,
Bcl-2 and growth hormone (GH) genes are controlled by STAT5b
signaling (96, 116). Immunophenotypically, STAT5b-deficient
patients have decreased Treg numbers, low expression of FoxP3
and CD25, and an impaired ability to suppress T-cell proliferation
(96, 116). Patients present with severe eczema, arthritis,
autoimmune thyroiditis, and thrombocytopenic purpura, which
are thought to be associated with Treg dysfunction (96, 116),
demonstrating that STAT5b plays a critical role in Treg
maintenance and function. Interestingly, an overshadowed
cytokine, IL-9, activates the transcription factors STAT3 and
STAT5 whose cellular targets include Treg (117). In an IL-9Ro-
deficient mouse model of autoimmune encephalomyelitis, Tregs
have a reduced ability to suppress T-cell proliferation (117). In
addition, in vivo and in vitro assays have shown that IL-9 promotes
Treg suppressive function and survival through STAT3 and STAT5
signaling (117). This suggests that IL-9 has an important role in
Treg function and maintenance. Therefore, it could be of interest to
include the study of IL-9Ra. or IL-9 function in Treg in patients with
immune dysregulation immunodeficiencies.

3 Treg cell-based therapies

The diagnosis and management of IEIs pose challenges due to
the confluence of overlapping and multisystemic manifestations
and their variable underlying genetic etiologies (54). Also, there is a
variety of treatment options for the management of immune
dysregulation in IEIs depending on the specific type, severity, and
pathway involved in the disorder. These include systemic
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immunosuppressants, enzyme replacement therapy, small
molecules, biological therapies (such as monoclonal antibodies),
and adoptive cell therapies (ACT) such as hematopoietic stem
cell transplantation (HSCT), gene therapy (54, 118, 119) and, in
the near future, cell-based therapies. The aim of this review is to
ascertain available Treg cell-based therapies more comprehensively
and, as such, the other therapies will be briefly summarized.

3.1 Current therapeutic approaches for
immune dysregulation in IEI

Systemic immunosuppressants, such as glucocorticoids and
calcineurin inhibitors, exhibit non-specific effects and are typically
employed in cases where specific diagnosis is still lacking, but there
is a requirement to manage inflammation (54, 118). As for targeted
therapies, there is a range of pharmaceutical agents with the ability
to selectively counteract the aberrant pathways and/or molecules
involved in specific diseases, thereby tailoring drug-based therapies
to the precise needs of each individual patient. Within these
possibilities, monoclonal antibodies are used as a more
personalized approach to treat some IEIs. This is the case of
alemtuzumab (anti-CD52) (56), emapalumab (anti-IFNy) (120,
121) and anakinra (IL-1R agonist) (122) used to treat HLH.
Other drugs include rituximab (anti-CD20) used for autoimmune
and lymphoproliferative disorders (121) and tocilizumab (anti-
IL6R) for GOF STAT3 (123, 124). Moreover, a recent clinical trial
explored the efficacy and safety of tadekinig alpha (an IL-18 binding
protein) in autoinflammatory conditions driven by IL-18 (Arnold)
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such as NLRC4 GOF and XIAP deficiency (125). Regarding IL-10
related VEO-IBD, IL-1 inhibitors have been suggested based on the
assumption that IL-10 LOF mutations can interact with activation
through the inflammasome which would lead to increased IL-1
levels (126). Abatacept (CTLA-4 fusion protein) is used in CTLA-4
and LRBA deficiencies (127). Additionally, due to its mechanism of
action inducing T cell anergy it has been tested in a mouse model
for IPEX with very promising results and superior efficacy to
sirolimus and anti-CD4 treatments (128). Teplizumab, a CD3-
directed monoclonal antibody, has been approved to treat T1D
and is being tested in pediatric patients with stage 2 of this disease
(129). Considering the occurrence of T1D in IPEX patients, this
therapeutic approach could be highly beneficial in effectively
managing these patients (63). Besides monoclonals, other drugs
targeting specific affected pathways are being used. For example,
sirolimus (an mTor pathway inhibitor) has been used in LRBA
biallelic mutations and CTLA-4 haploinsufficiency (56), as well as
ALPS and APDS (120) and CVID (130). This is also the case for
Jakinibs (direct JAK/STAT inhibitors) like ruxolitinib (JAK1 and
JAK2 inhibitor) and tofacitinib (JAK1 and JAK3 inhibitor) that
have been used in STAT3 GOF mutations (56, 120) and HLH (131).

HSCT is a curative option for IEIs. Within the context of IEIs,
the initial application of HSCT was documented in SCID cases as
early as 1968 (120, 132). This procedure carries substantial risks,
including graft-versus-host disease (GVHD) and the administration
of conditioning agents that result in grave immunosuppression,
thereby elevating the risk of severe infections (54). Furthermore,
limitations encompass the availability of compatible donors, the age
of patients, and the severity of the disease and/or end-organ damage
(118). Due to the importance of conditioning regimes for survival,
HSCT recommendation guidelines are established by the EBMT/
ESID inborn errors working party guidelines (IEWP) (118, 126,
133). PIRD has particular challenges for HSCT. This approach
becomes essential in patients that cannot be managed by
immunosuppressive treatments (125). In this context, patients
show an increased risk of alloreactivity to HSCT indicating a
need for further research into the use of targeted treatment as a
bridge for HSCT (134). Moreover, while this approach has
demonstrated efficacy in resolving clinical symptoms for a subset
of patients, the long-term survival rates remain relatively low
compared to conventional IEIs. For PIRD, the survival rate at the
5-year mark is approximately 67% (135) whilst conventional IEIs
exhibit a 90% (134). Regarding HSCT in PIRD, even when the
donor is a close relative, genetic screening becomes necessary due to
the disease’s delayed and variable clinical onset or incomplete
penetrance, which could also potentially impact other family
members (134). Therefore, comprehensive research is imperative
to render HSCT in PIRD a safer, more efficient and viable
therapeutic approach.

Gene therapy was first used in SCID-ADA as early as 1993,
followed by SCID-X1 (132). This strategy entails the modification of
HSC and other immune cells involved in the disease process.
Subsequent to its inception, significant advances have been made
such as using self-inactivating lentiviruses, rendering this approach
a promising and safer alternative compared to its earlier iterations
(119, 120). Indeed, in 2016, Strimvelis " was approved in Europe
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for the treatment for ADA-SCID. It consists of autologous CD34+
cells (HSC) transduced with a gamma-retrovirus that encodes for
the human ADA c¢DNA sequence. There are, however, important
limitations for this gene-adding approach. Transduction can limit
the success and number of cells available for treatment, and gene
manipulation can generate insertional mutagenesis that can turn on
oncogenes and lead to clonal expansion or leukemic proliferation.
Moreover, preexisting mutations or availability of autologous cells
for gene modification could rule out the patient for the procedure
(136). A more pinpointed approach is gene editing where stable
genetic modification is introduced at the specific targeted site that is
mutated and responsible for the IEIs. This process employs
engineered nucleases, with three primary types being utilized:
Zinc-Finger Nucleases (ZFNs), Transcription activator-like
effector nucleases (TALENs), and CRISPR/Cas. These molecular
tools enable researchers to precisely edit the genetic material,
offering a more targeted and efficient approach to treating
genetic-based immune disorders (119). This technique is still in
preclinical phases but demonstrates remarkable promise. Regarding
gene therapy in PIRD, is has been evaluated in IPEX syndrome and
HLH. In IPEX, two primary gene therapy strategies are currently
under development. The first consists in forcing ectopic and stable
FoxP3 expression on CD4+ T cells, thereby transforming them into
FoxP3 engineered Treg-like cells. This approach is already being
tested in IPEX patients where a clinical trial (NCT05241444) is
evaluating the feasibility and safety profile of these Treg-like cells,
called CD4"V****_ The second approach, which is still in preclinical
studies, uses CRISPR-Cas to modify hematopoietic stem and
progenitor cells (HSPCs) for the development of long-lasting and
functional Treg and Teff cells that can normally express FoxP3. This
latter approach is capable of restoring FoxP3 levels independent of
the specific mutation of the patient and it also enables cell marking
for monitoring and purification purposes (137). In HLH, there is
also a gene therapy approach under development for perforin
deficiency (138). It consists in transducing autologous murine
CD8+ T cells with a gammaretroviral vector with corrected
perforin gene to generate fully functional CD8+ T cells, which are
subsequently transferred back to the mouse. Indeed, this strategy
has demonstrated success in vivo in an HLH murine model (139).
These promising findings offer hope for the potential application of
gene therapy in the treatment of IPEX and HLH in the future.

3.2 Adoptive cell therapy with Treg

With the first human treated with Treg in 2009, ACT using Treg
is a rapidly expanding field that offers substantial advantages and
holds great promise for medical applications (140). Numerous
clinical trials are currently being carried out with Treg cell-based
therapies to manage GVHD (39), T1D (141) and transplant
rejection (142). As highlighted throughout this review, Tregs
exhibit suppressive and immunoregulatory functions that render
them ideal for addressing diseases characterized by immune
activation. Nevertheless, care must be taken when employing Treg
cell-based therapeutic approaches, which are summarized in
Table 1. Firstly, Treg isolated from blood is a mix of pTreg and
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tTreg, and tTregs have been shown to be more stable under
lymphopenia conditions in mouse models. Secondly, Tregs
possess the ability to modulate their local microenvironments,
enabling them to convert their surroundings into a suppressive
milieu regardless of their own persistence. This phenomenon is
referred to as infectious tolerance. Consequently, infused Treg may
not necessarily need to endure indefinitely, but rather, they can
persist as long as it takes for the microenvironment to undergo
transformation and establish a suppressive environment.
Furthermore, it is important to consider that when Tregs for
therapy are derived from Teff, they may exhibit different
mechanisms of action compared to their natural counterpart (37).
Numerous studies have demonstrated that antigen-specific Tregs
are more efficient and safer than polyclonal Tregs as they migrate to
the specific site where the antigen itself is expressed, reducing the
risk of general immunosuppression. However, antigen-specific
Tregs are present in very low numbers in blood, and the
expansion protocol needed for their use as ACT is very
challenging (38). Therefore, polyclonal Treg could be a more
feasible approach although it could generate more side effects due
to bystander suppression (143).

Taking all these aspects into account, various mechanisms are
being explored to generate antigen-specific Treg. One method
involves the use of an engineered T cell receptor (TCR), where an
antigen-specific TCR is obtained from a Teff and introduced into
Treg. These transduced cells gather in target tissues expressing the
specific antigen, exerting their function directly or by bystander
suppression. Importantly, they are MHC restricted so matching
MHC between donor and recipient is needed (143). This
technique has demonstrated remarkable potential in mouse
models of multiple sclerosis and hemophilia, exhibiting
promising results (37). Another approach involves chimeric
antigen receptor (CAR) Treg cells, which are designed to
recognize specific proteins. This strategy proves particularly
useful for conditions involving tissue destruction. Compared to
engineered TCR Treg, CAR Tregs require high antigen expression
to activate but are MHC independent which makes them a more
versatile option for widespread application in patients. In fact,
engineered CAR Treg against HLA-A2, commonly mismatched in
transplantation, have been proven to protect from GVHD in
different mouse models (143). A third approach involved
overexpressing FoxP3 in antigen-specific Teff. By transducing
FoxP3 into CD4+ Teff, stable and heightened expression of this
transcription factor is achieved, effectively converting effector T
cells into functional Treg cells (37, 144). Similarly, the most
frequently used approach in Treg based therapies comprises the
obtaining of Treg cells from peripheral blood and stimulating
them with anti CD3/CD28 beads along with high IL-2
concentration to achieve a significant expansion of polyclonal
Treg. Although this expansion yields a large number of cells, the
expanded Treg cells are less specific and potent than antigen-
specific Treg (37). An important limitation in approaches that use
peripheral blood as the Treg source is the low number of Treg cells
that can be obtained, making it challenging to achieve sufficient
cell numbers for therapy. Additionally, the expansion process
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itself can lead to an exhausted phenotype of the Treg, potentially
impacting functionality, stability, and efficacy (39).

An exceptionally innovative recent approach consists in
generating effective Treg from pediatric thymus, which is
routinely discarded in pediatric cardiac surgeries. Referred to as
thyTreg, these cells are derived from fresh thymocytes and are
induced to differentiate and expanded under controlled laboratory
conditions. Notably, thyTreg show highly advantageous properties
as they are immature with an undifferentiated phenotype, have
greater suppressor capacity, and display increased stability of FoxP3
(39). Given the promising characteristics, thyTreg are currently
being evaluated in a clinical trial to prevent rejection in heart
transplant patients (NCT04924491). If this therapy succeeds,
thyTreg could be further developed for allogenic use as a
potentially promising therapy for some PIRD.

There are different methods for obtaining Treg for ACT,
generally involving isolation of specific cells from elected source,
expansion, characterization of the resulting cell product, reinfusion,
and monitoring of the infused cells (38). Throughout this section,
different sources for Treg obtention have been mentioned. These
sources are continuously explored and allow the isolation of other
immune cell types in addition to Treg. These include peripheral
blood and umbilical cord blood, and, more recently, Treg cells
directly derived from the thymus (where T cells are developed).
Each source has its own advantages and challenges, and ongoing
research aims to optimize the selection and utilization of these
sources to enhance the efficacy and safety of Treg cell-based
therapies (39).

3.3 Adoptive cell therapy with Treg in PIRD

IPEX syndrome, the benchmark for studying Treg function,
highlights the potential benefits adoptive Treg cell therapy could
have in IEIs. Indeed, the treatment of the equivalent phenotype in
mice, known as scurfy, has shown promising results, leading to an
increased lifespan of diseased mice (144). CD4+ T cells were
isolated from scurfy mice and transduced with a lentiviral vector
containing the whole FOXP3 transcript, as well as the transcript
encoding a truncated surface-expressed protein (CD271),
facilitating their selection and further detection in vivo (145).
Resulting CD4"VF*"* cells were expanded in vitro, resulting in a
pool of CD4+ T cells with FoxP3 expression that showed both
suppressive function and sustained stability of FoxP3 (137). Initially
achieved in scurfy mice, this accomplishment was subsequently
extended to encompass CD4+ T cells sourced from IPEX patients
(63). This approach demonstrated the feasibility of appropriately
transducing previously affected T cells from IPEX patients,
characterized by a FoxP3 mutation, resulting in the conversion
into CD4+ FoxP3+ T cells. Moreover, these CD4"¥"*** exhibited
the same functional traits as naturally occurring Treg, including
suppressive functions and expression of CD25"™ CD127'° CTLA-4+
ICOS+ Helios+ (137). Indeed, upon infusion of CD4“Y*** cells
into scurfy mice, notable immunomodulatory effects were observed,
leading to symptom improvement (146).
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These findings offer valuable insights into the potential
therapeutic applications of Treg cell-based interventions for
immune dysregulation disorders such as IPEX syndrome (144).
To our knowledge, IPEX syndrome remains the only IEI subject
with comprehensive investigation aimed at the development of a
Treg cell-based therapeutic approach aimed at curing the disorder.

4 Discussion

4.1 Changes and controversies in the
phenotypical definition of Treg

Treg cells have a unique phenotypic molecular signature
characterized by high expression of CD25 and FoxP3, both in
tTreg or pTreg (14). Although in mice the expression of Helios
and low expression of Neuropilin 1 (Nrp-1) are good molecular
discriminants between tTreg and pTreg cells (30, 147), in humans
this discrimination is problematic and somewhat unclear. In human
tTreg, Helios expression is not universal and, similar to FoxP3, its
expression has been reported in activated T cells (148, 149). FoxP3
and Helios provide information about the stability and suppressive
power of the cell (150) with Helios+ Treg having been reported to
be more stable and with a greater suppressive capacity (151). In
mice, Nrp-1 expression indicates greater Treg stability; however, in
humans, this protein is virtually undetectable in peripheral Treg
(152). Because of this, the use of Helios as a differentiating marker
between tTreg and pTreg is a matter of ongoing debate.
Nevertheless, because of the information it provides, measuring
Helios along with FoxP3 should be included as a routine marker in
laboratories whenever possible (153).

Characterization of Treg by flow cytometry may not be so
simple. Firstly, and as mentioned earlier, there is no specific unique
marker for Treg. Secondly, the relatively low expression of FoxP3
requires the use of fluorochrome-labelled monoclonal antibodies of
sufficient intensity to detect it. Within Treg, the degree of FoxP3
expression shows a dynamic range from naive or resting Treg cells,
with low expression, to activated Treg with higher expression (154,
155). Therefore, separate identification among Tconv, resting Treg
(rTreg), naive Treg, and activated Treg would be achieved by the
relatively high expression of FoxP3 and by additional markers such
as CD45RA, thus defining rTreg as CD45RA+FoxP3'°" activated
Treg cells with suppressive activity (aTreg) as CD45RA-FoxP3™
and T cells without inhibitory capacity as CD45RA-
FoxP3'°"" (155).

Further complicating the matter, intracellular staining requires
a fixation process. Although some molecules, such as formaldehyde,
largely preserve the native conformation of proteins, they can also
generate cross-linking between proteins, polysaccharides, and lipids
that may hide the reactive epitopes for fluorochrome-labelled
antibodies (150). Transcription factors are not suitable for the
isolation of viable cells, and they require more sample handling,
time, and resources, reinforcing the clear need to identify unique
surface markers for Treg characterization. One possible solution
found through omics analysis is a transmembrane protein known as
GPA33 that is expressed by a set of Treg with tTreg-like
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characteristics (156-158). Additionally, TIGIT appears to inhibit
the activation of the mammalian mTORCI target of rapamycin
signaling pathway, maintaining the stability and expression of
FoxP3 in Treg (159). Also, elevated TIGIT expression in tTreg
(CD4+FoxP3+Helios+) has been reported to be associated with cell
lineage stability and suppressive capacity (160). In conclusion, a
possible alternative to the use of Helios and FoxP3 as markers of
lineage, cell stability, and suppressive force would be the
replacement of these markers with GPA33 and TIGIT,
respectively. However, further studies are needed to clarify their
validity for the identification of stable human Treg.

Given all this information, a crucial question is how human
Treg should be defined. Concerning CD4+ cells, there are several
ways to define them, either as CD25"CD127"°%, CD25"FoxP3+,
FoxP3+, CD25"CD127"°"FoxP3+ or CD25™CD127°"CCR4+ (69,
70). At present, Treg cells are characterized in the literature as any
of the above definitions, therefore emphasizing the need for a
consensual and unified characterization to study this cell type.
Based on current knowledge, the most rigorous way to define
them is as CD25™CD127°"FoxP3+Helios+, which ensures the
selection of tTreg with stable FoxP3 expression. However, as
discussed above, the use of FoxP3 and Helios is not possible
when working with viable cells, and sometimes all four markers
cannot be used together due to instrumentation limitations. If this is
the case, at least two of them should be used, either as
CD25"CD127°" or CD25"FoxP3+ (69, 70). Using each marker
separately is not a valid option, as Tconv cells may overexpress
CD25, FoxP3, and Helios, and reduce CD127 expression under
stimulation conditions (154, 161, 162). CCR4 is currently
recognized as a Treg effector cell marker, and therefore can be
used to complete the phenotypic definition of Treg when used
alongside the markers already mentioned (29).

The complexity of characterizing Treg increases if CD8+
regulatory cells are to be studied, given their recent role in viral
infections and tumorigenesis (22). CD8+ Treg can be divided into
different groups, including CD8+CD103+, CD8+CD122+, CD8
+CD28-, and CD80o+HLA-E+TCRof+ cells (163). CD8+CD103+
Treg have been implicated in studies of kidney transplantation
rejection and intestinal graft-versus-host disease (164). TGFf is
directly related to the level of CD103 (tE7B integrin) expression,
and it is thought that its suppressive mechanism is through cell-cell
contact. However, other studies show that, under inflammatory
conditions, CD8 Treg releases TGF-B conferring a protective effect
(31, 165, 166). Although these cells are CD28+ and do not express
FoxP3, CTLA-4, GITR, LAG-3, or CD25, a stable human CD8+
regulatory type (hCD8+) can be induced by adding TGF-f and
Rapamycin (RAPA) together with aCD3/CD28 and IL-2 in vitro
expressing FoxP3, CD103, and PD-1 (167). Nevertheless, further
studies are needed to determine the differences among these cell types.

CD8+CD122+ Treg cells have been shown to exert suppressive
function in transplantation and autoimmunity settings (32, 168),
especially within the memory compartment (CD44"CD62L"CCR7
+CD127-). However, CD8+CD122+ cells do not express FoxP3,
suggesting that they are part of a different group from CD8+FoxP3+
(hCD8 Treg) induced CD8+ cells (169-171). A comparative study
showed that a subgroup of CD8+CD122+ Treg cells expressing PD1
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(CD8+CD122+PD-1+) versus CD4+FoxP3+ Treg cells are more
effective in the context of allograft rejection, with this protein being
mainly responsible for the inhibitory effects (33, 170). In spite of
this, PD-1 is a marker of T-cell exhaustion and functional
impairment, so PD-1 expression on CD8+ Treg requires
additional research (172).

Other populations have also been recognized as regulatory cells.
These include CD8+CD28- cells which have been associated with
different clinical conditions such as pregnancy, infectious diseases,
cancer, and organ transplantation. Several studies have shown that
their suppressive capacity is dependent on IL-10 or TGF-B (34,
173). Although some research groups have demonstrated FoxP3
expression in this cell type (174, 175), other groups have not
confirmed this (176, 177). Similarly, loss of FoxP3 and CD28 in
this cell type correlates with the expression of CD56, granzyme A,
and perforin exhibiting cytotoxic activity (178). In addition, a
unique phenotype of CD8ctor+TCRoB+Qa-1 restricted Treg cells
(in mice) and HLA-E in humans, expressing surface molecules
typical of NK cells, has been demonstrated (35), as well as the recent
discovery of a CD8+KIR+ Treg cell subpopulation, which appears
to play an important role in the maintenance of peripheral tolerance
in the context of antigen-specific viral infections and its relationship
to autoimmunity (179). All these findings are of significant
importance for understanding the regulatory mechanism of CD8+
cells, but significant further work is needed to clarify precise
phenotypic identification, and the possible relationship with CD4
+FoxP3+Helios+ Treg.

Currently, the reliable identification of Treg requires a panel
with different surface markers, together with function analyses.
Taking into account the major problems discussed here, dedicated
research is needed to improve our understanding of Treg cells
biology and the phenotypic plasticity of the cells in different
biological and pathological contexts. These phenotypic
controversies are summarized in Table 1.

4.2 Changes and controversies in the
functional studies of Treg

Because phenotypic characterization of human Treg is
challenging, measuring the suppressive capacity of Treg in
artificial in vitro systems can additionally be used for Treg
characterization. Nevertheless, this functional assay may or may
not accurately represent their functionality in vivo, and the assays
currently used may be misinterpreted. Despite these limitations, if
assays are rigorous and carefully controlled, the data obtained
provide a reliable indication of the regulatory potential of Treg.

Traditionally, what has been considered the gold standard to
date is the measurement of the suppressive capacity of Treg,
particularly in relation to inhibition of proliferation of
conventional CD4+ and CD8+ T cells. Previously, cell
proliferation measurements had certain limitations given the use
of radioactive isotopes (3H-tritylated) and the lack of precision in
identifying the proliferating cells. Although it is very sensitive and
requires a small number of cells, this technique lacks suppression of
proliferation and cannot confirm Treg regulatory function (92,
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180-182). Consequently, it is useful to measure inflammatory
cytokine production in the supernatant in this type of assay
because 1) the analysis of cytokines is independent of Treg
activity, and 2) Tregs suppress the action of inflammatory
cytokines (183). However, a quicker solution is to replace the
suppression assay with the measurement of IL-2 or IFNy mRNA
expression, as well as flow cytometric expression of CD69 and
CD154 on Tconv cells, as these alternatives can be performed in 5-
7h after co-culture with Treg cells (183, 184). Indeed, commercial
companies such as Becton Dickinson (BD) already offer kits to
determine Treg suppression based on these two surface markers on
Tconv cells after culture at the clinical level (185).

Current flow cytometry-optimized assays using fluorescent
reactive amines such as CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl
ester) are more efficient and accurate. CFSE labelling of Teft allows
independent analysis of Treg from effector cells, as well as
proliferation-parallel analysis of surface marker expression and
cytokine secretion (186). Although to date this technique is widely
used, it should be noted that by analyzing cells that have divided at
least once, there will be cells with variable numbers of divisions, so this
may underestimate the suppressive capacity of Treg. Therefore, a
more accurate approach is the use of cytometry analysis software such
as FlowJO (TreeStar) as it provides parameters such as proliferation
index (average number of divisions), percentage of divided cells
(percentage of cells in the initial population that have divided at
least once), and division index (average number of divisions a cell has
undergone in the initial population). By basing it on cell divisions
rather than the total number of cells, the calculation of the division
index allows for a more accurate assessment (36).

Although the in vitro suppression assay is a powerful tool, the co-
culture system is risky and can lead to misleading data or
misinterpretation. Hence, the need for rigorous controls. First,
titration of cells in the co-culture is essential. Whilst some studies
show that high titers of 1:1 or 1:2 (Treg : Teff) are unlikely to occur
under physiological conditions, suppression should be detected at
ratios as low as 1 Treg:16 Teff (181, 187). It is essential, however, to
have a co-culture control of non-Treg : Teff cells under the same
conditions to confirm that the suppression is specifically due to Treg.
An additional consideration is that Treg cells have cytotoxic function
(Treg CD8+) as one of the mechanisms of suppression; hence, a
granzyme/perforin study of the cell culture is desirable (59, 188).

Second, it is also crucial to confirm cell viability. As Tregs are
prone to cell death and can be exposed to prolonged purification
processes, it is necessary to confirm their viability throughout the
suppression assay (189). To this end, good control should include
the presence and absence of IL-2 in the assay.

Finally, in order to obtain correct titers of Treg, they need to be
purified. Different purification methods exist, but this is a major
challenge given the lack of well-defined markers. Therefore, it is not
advisable to purify Treg solely based on the use of CD4- and CD25-
labelled magnetic beads. Methods to check for Treg cell purity
include 1) phenotypic assessment in resting Treg cells at least 10
days after TCR activation to allow decrease of FoxP3 expression on
T cells after activation (190) and 2) evaluation of the TSDR region
from the FOXP3 promoter. Females inactivate one of their X
chromosomes by methylation; since FOXP3 is located on the X
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chromosome this test may be more feasible in male patients (191,
192), which concstitutes a major limitation in human studies.

Ultimately, since Treg cells exert their effects beyond the
classical inhibition of CD4+ T cell proliferation, it would be
interesting to also include other Treg-cellular targets, such as
antigen-presenting cells (APCs). An interesting proposal would be
to measure inhibitory cytokines such as IL-10, IL-35, or TGF-f3,
although special care must be taken with the available antibody
conjugates and with the release kinetics of these cytokines if they are
measured with flow cytometry; new strategies to measure cell
activation through the ATP/ADP ratio may even be tried. The
functional controversies are summarized in Table 1.

4.3 Concerns regarding Treg cell-
based therapies

Treg cell-based therapies present certain concerns that need to be
carefully considered. As live cells, Tregs possess the inherent risk of
becoming unstable, potentially leading to the generation of undesirable
inflammatory responses or exhibiting effector cell properties. Notably,
destabilization of FoxP3 and the consequent transformation of Treg
into an effector phenotype could trigger tissue destruction.
Furthermore, the plasticity of Treg cells allow them to express
transcriptional factors that characterize other T cell lineages such as
T-bet, GATA-3, and RORyt that can activate transcriptional programs
that allow them to migrate and counteract the effect of the cell whose
transcriptional factor is matching, This plasticity is a double-edge-
sword, as in this context, it makes Treg quite reactive and liable to lose
suppressive capacity, secreting inflammatory cytokines under certain
circumstances (37, 38). Addressing these issues is crucial to ensure the
safety and efficacy of these therapies. The addition of molecules like
DNA methyltransferase could help reduce the risk of FoxP3
destabilization. Another factor of concern is the potential risk of
oncogene activation subsequent to cell transduction, analogous to
occurrences observed in other gene therapy methodologies (37).
Moreover, some patients have shown increased susceptibility to
opportunistic infections due to the immunosuppressive nature of (38).

To address these issues, strategies to eliminate infused Treg cells
if they become overly active or unstable are being thoroughly
examined. Among the most advanced approaches are the
insertion of suicide casquets or integration sites into the Treg cell,
allowing for its inhibition or elimination if necessary (37).

These concerns highlight the importance of ongoing research
and vigilance in the development and application of Treg cell-based
therapies. Addressing these challenges will be crucial to ensure the
safety and effectiveness of these innovative treatments for a wide
range of medical conditions. The controversies in Treg cell-based
therapies are summarized in Table 1.

5 Conclusions

The field of Treg has come a long way recently, with its
definition and itsfunction-dysfunction studies correlating with
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pathology and cell-based therapies. Yet some controversies
remain. Therefore, continuous update and integration of recent
information is needed to offer a response to clinical needs, which
arise in patients with PIRD, but also in other immunodeficiencies,
allergy, and neoplastic syndromes, in order to develop future
therapies aimed at restoring Treg functionality.
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