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análisis	multiparamétrico,	a	Celia	Martı́	Castellote	y	la	Dra.	Elena	Seoane	Reula	en	la	recopilación	de	datos	
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PREFACIO	
	

Esta	tesis	doctoral	se	centra	en	 la	caracterización	inmunológica	y	 la	estratiBicación	de	pacientes	

pediátricos	con	Trastornos	Primarios	de	Regulación	Inmunológica	(PIRD,	por	sus	siglas	en	inglés),	un	

subgrupo	 emergente	 y	 heterogéneo	 dentro	 de	 los	 errores	 innatos	 de	 la	 inmunidad.	 Estos	 pacientes	

presentan	 una	 disfunción	 inmunitaria	 compleja,	 frecuentemente	 manifestada	 como	 autoinmunidad,	

linfoproliferación	y	afectación	multiorgánica,	 lo	que	supone	un	gran	reto	diagnóstico	y	terapéutico	en	la	

práctica	clıńica.	

El	proyecto	se	desarrolló	en	un	contexto	multicéntrico,	con	la	colaboración	del	Hospital	Sant	Joan	de	

Déu	de	Barcelona	y	el	Hospital	General	Universitario	Gregorio	Marañón	de	Madrid.	Se	reclutó	una	

cohorte	de	51	pacientes	pediátricos	con	sospecha	clıńica	de	PIRD	y	6	controles	sanos,	con	el	objetivo	de	

realizar	una	caracterización	inmunológica	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	orientación	y	con=ianza.	

Me	 incorporé	 a	 este	 proyecto	 durante	mis	 estudios	 de	máster	 interuniversitario	 en	 Inmunología	

Avanzada	 coordinado	 por	 la	 Universidad	 de	 Barcelona	 y	 la	 Universidad	 Autónoma	 de	 Barcelona,	

participando	 activamente	 en	 la	 fase	 de	 impacto	 de	 inmunosupresores	 sobre	 la	 función	 Treg,	

particularmente	con	la	Ciclosporina	A.	A	continuación,	tras	mi	incorporación	al	programa	de	doctorado	

en	 Inmunología	Avanzada	 de	 la	Universidad	Autónoma	de	Barcelona,	 participé	 en	 todas	 las	 fases	del	

estudio:	desde	el	diseño	experimental	y	el	reclutamiento	de	pacientes,	hasta	la	adquisición	y	análisis	de	

datos	mediante	citometrı́a	de	=lujo	multiparamétrica,	herramientas	bioinformáticas	y	modelos	estadı́sticos.	

Un	 enfoque	 importante	 del	 trabajo	 fue	 la	 aplicación	 de	 técnicas	 de	 reducción	 de	 dimensionalidad	 y	

aprendizaje	automático	para	identi=icar	=irmas	inmunológicas	capaces	de	diferenciar	subgrupos	clı́nicos.	

Este	trabajo	ha	sido	=inanciado	en	el	marco	del	proyecto	PI21/00211,	 =inanciado	por	el	 Instituto	de	

Salud	 Carlos	 III	 (ISCIII)	 y	 co=inanciado	 por	 la	 Unión	 Europea.	 Esta	 =inanciación	 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	análisis	avanzados	que	sustentan	esta	tesis.	

La	tesis	se	presenta	en	formato	clásico,	cumpliendo	con	los	estándares	de	calidad	establecidos	por	la	

Universidad	Autónoma	de	Barcelona.	Como	parte	del	proyecto,	se	ha	publicado	una	revisión	en	Frontiers	

in	Immunology,	una	revista	internacional	de	inmunologıá,	que	resume	el	hilo	conductor	del	proyecto	y	su	

relevancia	 en	 el	 contexto	 actual	 de	 las	 inmunopatı́as	 pediátricas	 titulado	 Treg	 in	 inborn	 errors	 of	

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



 
 

de	 doctorado,	 se	 están	 preparando	 varios	 manuscritos	 con	 los	 resultados	 originales	 de	 investigación	

generados	durante	el	desarrollo	del	trabajo	experimental.	

Este	proyecto	se	ha	desarrollado	en	un	entorno	exigente,	tanto	por	la	complejidad	clıńica	de	los	pacientes	

como	por	los	desafıós	metodológicos	asociados	al	estudio	de	la	enfermedad.	No	obstante,	hemos	logrado	

una	 caracterización	 multidimensional	 robusta,	 que	 sienta	 las	 bases	 para	 futuras	 estrategias	 de	

inmunomonitorización	y	diseño	de	terapias	dirigidas.	

Esta	tesis	ha	sido	posible	gracias	al	compromiso	de	los	equipos	clıńicos,	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	disregulación	inmune	

en	 pediatrıá,	 sino	 que	 también	me	 han	 preparado	 para	 introducirme	 en	 el	mundo	 de	 la	 seguridad	 de	

medicamentos,	farmacovigilancia	y	monitorización	de	reacciones	adversas.	

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

abordaje	de	los	niños	con	inmunopatı́as	complejas.	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



 

 

Esta	página	ha	sido	intencionalmente	dejada	En	Blanco	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



 
 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

"La	verdad	no	tiene	ningún	color,	no	tiene	forma,	no	tiene	cuerpo.	La	verdad	es	la	armonía	en	la	mente."	

—	Hipatia	de	Alejandría	
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sonrisa,	incluso	cuando	los	problemas	parecıán	no	tener	solución.	A	Beatriz,	aunque	no	hayamos	trabajado	

directamente	juntos,	gracias	por	acordarte	de	mı	́siempre	que	coincidıámos,	por	regalarme	unos	minutos	
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Abreviaturas 

Abreviatura	 Significado	
A	 	

ADN	 Ácido	desoxirribonucleico	
AIRE	 Autoimmune	Regulator	(Regulador	autoinmune)	
AKT	 Protein	Kinase	B	(Proteína	quinasa	B)	

ALPID	 Primary	Autoimmune	Lymphoproliferative	Disorders	(Trastornos	autoinmunes	
linfoproliferativos	primarios)	

ALPS	 Autoimmune	Lymphoproliferative	Syndrome	(Síndrome	linfoproliferativo	
autoinmune)	

APC	 Antigen	Presenting	Cell	(Célula	presentadora	de	antígeno)	
APDS	 Activated	PI3K	Delta	Syndrome	(Síndrome	activado	de	PI3K	delta)	

B	 	
BCR	 B	Cell	Receptor	(Receptor	de	células	B)	
BD	 Becton	Dickinson	(empresa	de	biotecnología)	
BV	 Brilliant	Violet	(Colorante	de	fluorescencia)	
C	 	

CHAI	 CTLA-4	Haploinsufficiency	with	Autoimmune	Infiltration	(Haploinsuficiencia	de	
CTLA-4	con	infiltración	autoinmune)	

CM	 Central	Memory	(Memoria	central)	

CREB	
cAMP	Response	Element-Binding	protein	(Proteína	de	unión	al	elemento	de	

respuesta	de	cAMP)	
CTLA-4	 Cytotoxic	T-Lymphocyte	Antigen	4	(Antígeno	citotóxico	de	linfocitos	T	tipo	4)	

CV	 Coeficiente	de	variación	
CVID	 Common	Variable	Immunodeficiency	(Inmunodeficiencia	común	variable)	

D	 	
DC	 Dendritic	Cell	(Célula	dendrítica)	
DN	 Dobles	negativos	(CD4−	CD8−)	
DP	 Dobles	positivos	(CD4+	CD8+)	
E	 	
EII	 Error	innato	de	la	inmunidad	
EGF	 Epidermal	Growth	Factor	(Factor	de	crecimiento	epidérmico)	
EM	 Effector	Memory	(Memoria	Efectora)	

ERK	 Extracellular	signal-Regulated	Kinase	(Cinasa	regulada	por	señales	
extracelulares)	

F	 	

FACS	
Fluorescence-Activated	Cell	Sorting	(Clasificación	celular	activada	por	

fluorescencia)	
FAS	 Receptor	de	apoptosis	(CD95)	
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Abreviatura	 Significado	
FDR	 False	Discovery	Rate	(Tasa	de	falsos	descubrimientos)	
FITC	 Fluorescein	isothiocyanate	(Fluoresceína	isotiocianato)	
FSC	 Forward	Scatter	(Dispersión	frontal)	
FVS	 Fixable	Viability	Stain	(Tinte	de	viabilidad	fijable)	
G	 	

GAPDH	
Glyceraldehyde-3-phosphate	dehydrogenase	(Gliceraldehído-3-fosfato	

deshidrogenasa)	

GITR	
Glucocorticoid-Induced	TNF	Receptor	(Receptor	TNF	inducido	por	

glucocorticoides)	
GOF	 Gain	of	Function	(Ganancia	de	función)	
GTP	 Guanosine	Triphosphate	(Trifosfato	de	guanosina)	
H	 	

HCB	 Hospital	Clínic	de	Barcelona	
HLA	 Human	Leukocyte	Antigen	(Antígeno	leucocitario	humano)	
HLH	 Hemophagocytic	Lymphohistiocytosis	(Linfohistiocitosis	hemofagocítica)	
HSJD	 Hospital	Sant	Joan	de	Déu	

I	 	
IBD	 Inflammatory	Bowel	Disease	(Enfermedad	inflamatoria	intestinal)	
ICOS	 Inducible	T-cell	COStimulator	(Coestimulador	inducible	de	células	T)	
IFN	 Interferón	

IKAROS	 Factor	de	transcripción	IKAROS	
IL	 Interleucina	

IMPDH	
Inosine-5'-monophosphate	dehydrogenase	(Inosina-5'-monofosfato	

deshidrogenasa)	

IPEX	
Immune	dysregulation,	Polyendocrinopathy,	Enteropathy,	X-linked	

(Inmunodeficiencia	ligada	al	cromosoma	X	con	poliendocrinopatía	y	
enteropatía)	

IUIS	 International	Union	of	Immunological	Societies	(Unión	Internacional	de	
Sociedades	Inmunológicas)	

IV	 Inmunoglobulina	intravenosa	
J	 	

JAK	 Janus	Kinase	(Quinasa	Janus)	
JNK	 c-Jun	N-terminal	Kinase	(Cinasa	N-terminal	de	c-Jun)	
K	 	

KIR	 Killer-cell	Immunoglobulin-like	Receptor	(Receptor	tipo	inmunoglobulina	de	
células	asesinas)	

L	 	
LAG	 Lymphocyte	Activation	Gene	(Gen	de	activación	de	linfocitos)	
LAP	 Latency-Associated	Peptide	(Péptido	asociado	a	latencia)	
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Abreviatura	 Significado	

LRBA	
Lipopolysaccharide-Responsive	and	Beige-Like	Anchor	protein	(Proteína	ancla	

sensible	al	lipopolisacárido	y	similar	a	Beige)	
M	 	

MAPK	 Mitogen-Activated	Protein	Kinase	(Cinasa	activada	por	mitógenos)	
MFI	 Mean	Fluorescence	Intensity	(Intensidad	media	de	fluorescencia)	
MHC	 Major	Histocompatibility	Complex	(Complejo	mayor	de	histocompatibilidad)	
MMF	 Micofenolato	de	mofetil	

N	 	
NFAT	 Nuclear	Factor	of	Activated	T	cells	(Factor	nuclear	de	células	T	activadas)	
NK	 Natural	Killer	(Célula	asesina	natural)	
NKT	 Natural	Killer	T	cells	(Células	T	asesinas	naturales)	
O	 	
OS	 Omenn	Syndrome	(Síndrome	de	Omenn)		
P	 	

PBMCs	
Peripheral	Blood	Mononuclear	Cells	(Células	mononucleares	de	sangre	

periférica)	
PBS	 Phosphate-Buffered	Saline	(Solución	salina	tamponada	con	fosfato)	
PCA	 Principal	Component	Analysis	(Análisis	de	componentes	principales)	
PD-1	 Programmed	Cell	Death	Protein	1	(Proteína	de	Muerte	Celular	Programada	1)	
PE	 Phycoeritrin	(Ficoeritrina)	

PIRD	
Primary	Immune	Regulatory	Disorder	(Trastorno	primario	de	regulación	

inmunológica)	
PMA	 Phorbol	12-myristate	13-acetate	(Forbol	12-miristato	13-acetato)	

R	 	
REF	 Referencia	
RRID	 Research	Resource	Identifier	(Identificador	de	recurso	de	investigación)	
RTE	 Recent	Thymic	Emigrant	(Emigrante	tímico	reciente)	
RUO	 Research	Use	Only	(Solo	para	uso	en	investigación)	

S	 	
SSC	 Side	Scatter	(Dispersión	lateral)	

STAT	
Signal	Transducer	and	Activator	of	Transcription	(Transductor	y	activador	de	

señal	de	transcripción)	
T	 	

TCR	 T	Cell	Receptor	(Receptor	de	célula	T)	
TEMRA	 T	Effector	Memory	RA+	(Memoria	efectora	T	con	RA+)	

TFH	 T	Follicular	Helper	(Células	T	foliculares	colaboradoras)	
TGF	 Transforming	Growth	Factor	(Factor	de	crecimiento	transformante)	

TIGIT	 T-cell	Immunoreceptor	with	Ig	and	ITIM	domains	(Inmunorreceptor	de	células	T	
con	dominios	tipo	inmunoglobulina	e	ITIM)	
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Abreviatura	 Significado	

TIM	
T-cell	Immunoglobulin	and	Mucin	domain	(Inmunoglobulina	y	dominio	mucina	

de	células	T)	
TNF	 Tumor	Necrosis	Factor	(Factor	de	necrosis	tumoral)	
U	 	

UMAP	
Uniform	Manifold	Approximation	and	Projection	(Proyección	de	aproximación	

de	variedades	uniformes)	
V	 	

VEB	 Virus	de	Epstein-Barr	
VEO	 Very	Early	Onset	(Aparición	muy	temprana)	

VEOIBD	
Very	Early	Onset	Inflammatory	Bowel	Disease	(Enfermedad	inflamatoria	

intestinal	de	aparición	muy	temprana)	
W	 	

WAS	 Wiskott-Aldrich	Syndrome	(Síndrome	de	Wiskott-Aldrich)	
WASP	 Wiskott-Aldrich	Syndrome	Protein	(Proteína	del	Síndrome	de	Wiskott-Aldrich)	

X	 	

XIAP	
X-linked	Inhibitor	of	Apoptosis	Protein	(Inhibidor	de	apoptosis	ligado	al	

cromosoma	X)	
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Resumen	
 

Los	 trastornos	 primarios	 de	 regulación	 inmunitaria	 (PIRD)	 constituyen	 un	 grupo	 emergente	 y	

heterogéneo	 dentro	 de	 los	 errores	 innatos	 de	 la	 inmunidad	 (EII),	 caracterizados	 por	 autoinmunidad,	

linfoproliferación	y	disfunción	inmune	multiorgánica.	Su	complejidad	clı́nica	y	molecular	supone	un	desafı́o	

importante	para	el	diagnóstico	precoz	y	el	manejo	terapéutico	individualizado.	

Métodos:	Se	llevó	a	cabo	un	estudio	multicéntrico	observacional	prospectivo	que	incluyó	51	pacientes	

pediátricos	que	cumplıán	criterios	clıńicos	de	PIRD,	con	muestras	de	sangre	periférica	recogidas	en	tres	

tiempos	(T0,	T1	y	T2)	y	6	controles	sanos.	Se	aplicó	citometrıá	de	=lujo	multiparamétrica	para	caracterizar	

de	forma	exhaustiva	114	poblaciones	inmunes,	centrándose	en	el	per=il	inmunofenotıṕico	y	la	funcionalidad	

de	 las	 células	T	 reguladoras	 (Treg).	 Además,	 se	 emplearon	modelos	 de	 aprendizaje	 automático	 para	 la	

estrati=icación	inmunológica.	En	paralelo,	se	llevó	a	cabo	un	análisis	exploratorio	mediante	un	kit	funcional	

de	fosfoproteı́nas,	con	potencial	para	la	monitorización	clı́nica	y	el	diseño	de	terapias	personalizadas,	ası́	

como	 ensayos	 funcionales	 in	 vitro	 en	 PBMCs	 humanas	 con	 inmunosupresores	 de	 uso	 clıńico	 habitual	

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

Resultados:	El	estudio	reveló	una	heterogeneidad	inmunológica	marcada	en	 los	pacientes	con	PIRD,	

evidenciada	 tanto	 en	 el	 per=il	 fenotıṕico	 como	 en	 la	 respuesta	 funcional	 indirecta	 de	 las	 Treg.	 Se	

identi=icaron	biomarcadores	diferenciales	 robustos	 (como	CD4+	EM,	CD4+	CM,	CD4+	RTE	y	 células	NK	

CD56+	 CD16+)	 capaces	 de	 discriminar	 entre	 pacientes,	 controles	 y	 subgrupos	 clı́nicos.	 Aunque	 no	

alcanzaron	 signi=icación	 estadı́stica,	 las	 subpoblaciones	 Treg	 CM	 y	 Treg	 EM	 podrı́an	 tener	 un	 papel	

relevante	en	la	regulación	inmune	alterada	observada	en	pacientes,	sugiriendo	que	su	presencia,	aunque	

poco	 abundante,	 está	 asociada	 a	 patrones	 inmunológicos	 distintivos	 que	merecen	 atención	 en	 futuras	

investigaciones.	 Especı́=icamente,	 se	 observó	 una	 sobreexpresión	 de	 niveles	 celulares	 de	 diferentes	

poblaciones	inmunorreguladoras	y	subtipos	Treg,	ası	́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	activación	inmunitaria	compensatoria	desorganizada,	corroborada	por	redes	de	coexpresión	

fragmentadas.	El	estudio	de	fosfoproteı́nas	aportó	una	caracterización	preliminar	del	per=il	de	señalización	

intracelular	 en	 condiciones	 basales	 y	 tras	 estimulación,	 abriendo	 la	 vı́a	 a	 estrategias	 de	

inmunomonitorización	funcional.	Por	su	parte,	los	ensayos	con	inmunosupresores	mostraron	alteraciones	

sutiles	en	la	distribución	de	subpoblaciones	T,	aunque	sin	cambios	estadıśticamente	signi=icativos	a	nivel	

fenotı́pico.	

Conclusiones:	Esta	tesis	propone	un	marco	clı́nico-inmunológico	integral	para	la	caracterización	de	los	

pacientes	 con	 PIRD,	 combinando	 herramientas	 avanzadas	 de	 inmunofenotipado,	 análisis	 funcional	 y	

modelización	computacional.	Se	identi=ican	biomarcadores	y	patrones	inmunes	con	utilidad	potencial	en	la	
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estrati=icación	 diagnóstica	 y	 en	 la	 toma	 de	 decisiones	 terapéuticas.	 El	 trabajo	 sienta	 las	 bases	 para	 el	

desarrollo	 de	 algoritmos	 hospitalarios	 orientados	 al	 diagnóstico	 precoz	 y	 al	 diseño	 de	 terapias	

inmunomoduladoras	personalizadas	en	inmunologı́a	pediátrica.	La	integración	del	per=il	inmunofenotı́pico	

y	la	función	Treg	emerge	como	un	eje	central	para	avanzar	hacia	una	medicina	de	precisión	en	los	errores	

innatos	de	la	inmunidad	con	fenotipos	de	disregulación.	

	

Palabras	 clave:	 EII,	 PIRD,	 Treg,	 inmunofenotipado	 extendido,	 citometría	 de	 Plujo	 multiparamétrica,	

inmunosupresores,	bioinformática,	medicina	personalizada,	pediatría. 
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Abstract	
 

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	 signi=icant	 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	(T0,	T1,	

and	 T2),	 along	 with	 samples	 from	 6	 healthy	 controls.	 Multiparametric	 =low	 cytometry	 was	 applied	 to	

comprehensively	characterize	114	immune	cell	populations,	with	a	focus	on	the	immunophenotypic	pro=ile	

and	 functional	 status	 of	 regulatory	 T	 cells	 (Treg).	 In	 addition,	machine	 learning	models	were	 used	 for	

immunological	 strati=ication.	 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	 pro=iles	 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	

identi=ied,	capable	of	distinguishing	between	patients,	healthy	controls,	and	clinical	subgroups.	Although	

they	did	not	reach	statistical	signi=icance,	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.	Speci=ically,	 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	pro=iles	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	 signi=icant	

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	

strati=ication	 and	 therapeutic	 decision-making	were	 identi=ied.	 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	pro=iling	

with	Treg	function	emerges	as	a	central	axis	for	advancing	precision	medicine	in	inborn	errors	of	immunity	

with	dysregulatory	phenotypes.	

Keywords:	 IEI,	 PIRD,	 Treg,	 extended	 immunophenotyping,	 multiparametric	 Plow	 cytometry,	

immunosuppressants,	bioinformatics,	personalized	medicine,	pediatrics. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. 
INTRODUCCIÓN	

"En	la	vida	no	hay	cosas	que	temer,	solo	cosas	que	comprender.	Ahora	es	el	
momento	de	comprender	más,	para	temer	menos."	

— Marie	Curie	
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 Introducción	

1.	Introducción	
1.1	El	sistema	inmunológico	
 

El	sistema	inmunológico	es	red	compleja	de	células,	tejidos	y	procesos	biológicos	que	permite	a	un	

organismo	defenderse	de	agentes	extraños,	como	patógenos	y	sustancias	nocivas,	al	tiempo	que	mantiene	

la	tolerancia	hacia	sus	propios	tejidos	(1).	Su	función	principal	radica	en	la	capacidad	de	distinguir	entre	lo	

"propio”	 y	 lo	 "no	 propio",	 ası́	 como	 evaluar	 señales	 de	 peligro	 (2)	 lo	 que	 le	 permite	 identi=icar	 y	

neutralizar	amenazas,	 incluso	si	esto	 implica	un	riesgo	 limitado	de	daño	a	 sus	propios	 tejidos	 (3).	Esta	

dualidad	de	discriminación	es	la	base	de	la	respuesta	inmunológica	y	es	esencial	para	mantener	la	salud	y	

combatir	enfermedades.		

Cuando	una	sustancia	extraña	supera	las	barreras	fıśicas	y	quıḿicas	del	organismo,	como	la	piel	o	las	

secreciones	mucosas,	entra	en	contacto	con	el	sistema	inmunológico.	Este	encuentro	puede	desencadenar	

una	respuesta	defensiva	o,	en	ausencia	de	señales	de	peligro,	 inducir	 lo	que	se	conoce	como	tolerancia	

inmunológica,	un	mecanismo	activo	que	bloquea	la	reactividad	contra	antı́genos	inocuos	o	propios	(4).	

Los	 mecanismos	 que	 permiten	 al	 sistema	 inmunológico	 reconocer	 y	 responder	 a	 agentes	 extraños	 se	

dividen	en	dos	grandes	categorı́as:	la	inmunidad	innata	y	la	inmunidad	adaptativa	(5).	La	inmunidad	

innata,	o	inmunidad	inespecı́=ica,	es	la	primera	lıńea	de	defensa	que	actúa	de	manera	rápida	y	generalizada.	

Comprende	un	conjunto	de	respuestas	predeterminadas	activadas	por	receptores	codi=icados	en	la	lı́nea	

germinal	del	huésped.	Estos	receptores	reconocen	patrones	moleculares	comunes	en	muchos	patógenos,	

pero	ausentes	en	el	organismo,	lo	que	permite	una	defensa	inmediata,	aunque	menos	especı=́ica	(6).	Por	

otro	lado,	la	inmunidad	adaptativa,	también	conocida	como	inmunidad	especı́=ica,	se	caracteriza	por	su	

capacidad	 para	 responder	 de	 manera	 precisa	 a	 estructuras	 únicas,	 conocidas	 como	 antıǵenos	 o	

inmunógenos.	 Los	 receptores	 antigénicos	 en	 este	 sistema	 son	 codi=icados	 por	 un	 número	 limitado	 de	

elementos	 génicos	 que	 se	 recombinan	 somáticamente,	 generando	 moléculas	 con	 una	 especi=icidad	

exquisita	 para	 cada	 inmunógeno.	 Estas	 moléculas	 incluyen	 tanto	 receptores	 celulares	 localizados	 en	

linfocitos	 especializados	 (células	B	 y	 T),	 como	 la	 producción	 de	 anticuerpos,	moléculas	 secretadas	 que	

neutralizan	patógenos	de	manera	especı=́ica	(7).	

1.1.1	Ontogenia	del	sistema	inmunológico	
	

La	hematopoyesis,	proceso	mediante	el	cual	se	generan	todas	las	células	sanguıńeas	e	inmunitarias,	

ocurre	principalmente	en	la	médula	ósea	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	señales	quı́micas	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	lıńea	granulocıt́ica/monocıt́ica	(como	neutró=ilos	

y	 macrófagos).	 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	está	regulado	por	mediadores	solubles,	como	citocinas,	y	por	señales	de	contacto	

con	células	del	estroma	de	la	médula	ósea	(8).		

Figura	1	 |	Representación	esquemática	de	 la	ontogenia	del	 sistema	 inmunológico,	 que	muestra	 la	diferenciación	de	células	
progenitoras	en	poblaciones	inmunocompetentes	a	partir	de	células	madre	hematopoyéticas	pluripotentes	CD34+	de	la	médula	ósea.	
Los	 precursores	 mieloides	 dan	 lugar	 a	 linajes	 eritroides,	 megacariocíticos,	 granulocíticos	 (neutróCilos,	 eosinóCilos,	 basóCilos)	 y	
monocíticos	(monocitos/macrófagos),	mientras	que	los	precursores	linfoides	se	diferencian	en	células	linfoides	innatas,	linfocitos	NK,	
y	linajes	T	y	B.	Las	células	progenitoras	linfoides	comunes	siguen	vías	de	diferenciación	dependientes	del	microambiente:	las	células	T	
maduran	en	el	timo,	mientras	que	las	células	B	completan	su	desarrollo	en	la	médula	ósea	(equivalente	humano	de	la	bolsa	de	Fabricio	
en	 aves)	 y	 secundariamente	 en	 el	 bazo.	 Tras	 su	maduración,	 las	 células	 T	 y	 B	migran	 a	 órganos	 linfoides	 secundarios	 (ganglios	
linfáticos),	localizándose	en	regiones	especíCicas.	Imagen	adaptada	de	Bellanti,	Immunology	IV	©.	

	

1.1.2	Inmunidad	innata	
	

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

inmediatos	cuando	estos	superan	las	defensas	anatómicas.	Inicialmente,	moléculas	solubles	como	factores	



 

3	
 

 Introducción	

de	coagulación	(trombina),	=ibrinólisis	(plasmina)	y	componentes	del	complemento	(C3a,	C5a)	se	activan	

para	 contener	 la	 amenaza	 (6).	 En	 las	 primeras	 horas,	 la	 inBlamación	 emerge	 como	 respuesta	 central,	

mediada	 por	 citocinas,	 quimiocinas	 y	 metabolitos,	 que	 reclutan	 y	 activan	 células	 como	 neutróBilos,	

monocitos	y	células	NK.	Este	proceso	facilita	la	migración	celular	desde	la	sangre	hacia	tejidos	afectados	

mediante	la	regulación	de	moléculas	de	adhesión	(9).	Si	la	respuesta	innata	falla	en	~96	horas,	se	activa	la	

inmunidad	adaptativa	(Figura	2)	(5).	Paralelamente,	el	sistema	del	complemento	ampli=ica	 la	defensa	

mediante	tres	vıás	(alternativa,	lectina	y	clásica),	que	convergen	en	la	formación	del	complejo	de	ataque	

a	la	membrana	(MAC,	por	sus	siglas	en	inglés)	para	lisar	patógenos,	mientras	sus	subproductos	(C3a,	C5a)	

potencian	la	in=lamación	y	la	quimiotaxis	(10).	

	

Figura	2	|	Descripción	grá@ica	de	la	interacción	entre	las	respuestas	inmunitarias	innata	y	adaptativa	frente	a	infecciones	
microbianas.	Los	microorganismos	patógenos	pueden	describirse	como	entidades	que	contienen	patrones	moleculares	asociados	a	
patógenos	 (PAMPs)	y	antígenos.	 La	 inmunidad	 innata	 se	 activa	 de	manera	 inmediata	 al	 reconocer	 los	 PAMPs,	 y	 contribuye	 a	 la	
respuesta	adaptativa,	la	cual	es	especíCica	para	cada	antígeno,	mediante	procesos	como	el	procesamiento	y	presentación	de	antígenos,	
así	 como	 la	coestimulación	 de	 células	 inmunitarias.	 Aunque	 ambos	 sistemas	 suelen	 actuar	 de	manera	 coordinada	 para	 eliminar	
infecciones,	 en	 algunos	 casos	 una	activación	 excesiva	 o	 descontrolada	puede	 tener	 consecuencias	 negativas.	 Imagen	 tomada	 de	
Bellanti,	Immunology	IV	©.	

	

1.1.2.1	Células	de	la	inmunidad	innata	
 

La	 inmunidad	 innata	 identi=ica	 patógenos	 mediante	 receptores	 de	 reconocimiento	 de	 patrones	

(PRRs,	por	sus	siglas	en	inglés)	presentes	en	las	células	que	detectan	patrones	moleculares	asociados	a	

patógenos	conservados	(PAMPs,	por	sus	siglas	en	inglés),	como	lipopolisacáridos	bacterianos	o	ARN	viral,	
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esenciales	para	la	supervivencia	microbiana	(11).	Los	patógenos	desencadenan	respuestas	al	penetrar	en	

los	tejidos	y	exponer	sus	PAMPs	a	los	PRRs.	Además,	el	sistema	inmunológico	innato	reconoce	patrones	

moleculares	 asociados	 a	 daño	 celular	 (DAMPs,	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés),	 como	 proteı́nas	 de	 choque	

térmico	 liberadas	 tras	 estrés	 (12).	 Esta	 dualidad	 permite	 una	 respuesta	 versátil:	 eliminar	 invasores	

mientras	repara	tejidos.		

Monocitos	
 

Los	monocitos	son	elementos	fundamentales	en	la	defensa	del	organismo,	colaborando	con	neutró=ilos	

para	neutralizar	agentes	 infecciosos	y	eliminar	residuos	celulares	 (13).	Los	monocitos,	originados	en	 la	

médula	ósea,	circulan	en	la	sangre	(constituyendo	~10%	de	los	leucocitos)	antes	de	migrar	a	tejidos,	donde	

se	diferencian	en	macrófagos	especializados	o	en	células	dendríticas	derivadas	de	monocitos	(moDCs)	

(14).	Estas	células,	no	solo	fagocitan	patógenos	mediante	el	reconocimiento	de	PAMPs,	sino	que	también	

eliminan	 desechos,	 presentan	 antı́genos	 a	 linfocitos	 T	 y	 secretan	 mediadores	 clave	 (TNF-α,	 IL-6,	

quimiocinas),	regulando	procesos	in=lamatorios	y	sistémicos	(=iebre,	producción	de	proteı́nas	hepáticas	de	

fase	 aguda)	 (14).	 Los	 monocitos	 se	 dividen	 en	 tres	 subtipos	 según	 marcadores	 CD14	 y	

CD16:	clásicos	(CD14hiCD16-,	90%	del	total),	que	inician	in=lamación	mediante	fagocitosis	y	secreción	de	

citocinas	proin=lamatorias;	intermedios	(CD14+CD16+),	que	estimulan	linfocitos	T	mediante	presentación	

antigénica;	 y	no	 clásicos	(CD14lowCD16+),	 con	 roles	 antiin=lamatorios	 y	 de	 homeostasis	 vascular,	

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

Granulocitos	
 

Los	granulocitos,	identi=icados	por	la	presencia	de	gránulos	citoplasmáticos,	son	células	inmunitarias	

maduras	que	circulan	en	la	sangre	y	migran	rápidamente	a	los	tejidos	ante	estı́mulos	in=lamatorios.	Este	

grupo	incluye	tres	tipos	principales:	neutróBilos,	eosinóBilos	y	basóBilos,	cada	uno	con	roles	especı́=icos	

(15).	

1. Los	neutróBilos,	o	leucocitos	polimorfonucleares,	son	las	células	inmunitarias	más	abundantes	
en	sangre	(50-70%	de	los	leucocitos)	y	actúan	como	primeros	respondedores	ante	infecciones	

(17).	A	pesar	de	su	corta	vida	(6-8	horas),	pueden	responder	mediante	fagocitosis,	liberación	de	

péptidos	 antimicrobianos	 (defensinas,	 catelicidinas)	 (18)	 y	 formación	 de	 trampas	

extracelulares	(NETs,	por	sus	siglas	en	inglés).	Estas	últimas	son	redes	compuestas	por	ADN,	

histonas	 y	 proteı́nas	 granulares	 que	 atrapan	 y	 neutralizan	 microbios	 extracelulares,	

concentrando	componentes	antimicrobianos	como	la	elastasa	de	neutró=ilos	(19).	En	el	contexto	

in=lamatorio,	se	observan	subtipos	en	base	al	grado	de	expresión	de	CD62L	y	CD16,	como	los	
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neutróBilos	en	banda	(inmaduros,	CD62L+CD16low),	segmentados	(maduros,	CD62L+CD16+)	

y	CD62Ldim	(reguladores	de	linfocitos	T)	(20).	

2. Los	eosinóBilos,	que	representan	1-5%	de	los	leucocitos,	tienen	una	vida	circulante	breve	(<24	
horas)	 y	 se	 acumulan	 en	 tejidos	 afectados	 (21,22).	 Sus	 gránulos	 citoplasmáticos	 almacenan	

proteıńas	catiónicas,	como	la	proteína	básica	mayor	(MBP,	por	sus	siglas	en	inglés),	la	proteína	

catiónica	eosinoBílica	(ECP,	por	sus	siglas	en	inglés),	la	neurotoxina	derivada	de	eosinóBilos	

(EDN,	por	sus	siglas	en	inglés)	y	la	peroxidasa	eosinoBílica	(EPO,	por	sus	siglas	en	inglés),	las	

cuales	ejercen	efectos	citotóxicos	sobre	patógenos	extracelulares,	 especialmente	helmintos,	y	

contribuyen	al	daño	tisular	en	in=lamaciones	crónicas	(23).	La	liberación	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-α,	 entre	 otras)	 no	 solo	 ampli=ican	 la	

in=lamación	aguda	y	crónica,	sino	que	también	desempeñan	un	papel	central	en	enfermedades	

alérgicas,	modulando	el	reclutamiento	celular	y	la	activación	de	otras	células	inmunitarias	(24).		

3. Los	basóBilos,	 células	 granulocı́ticas	 minoritarias	 en	 sangre	 (<1%),	 desempeñan	 roles	

multifacéticos	más	allá	de	su	asociación	clásica	con	alergias	(25).	Derivados	de	la	médula	ósea,	

estos	 leucocitos	 expresan	 receptores	de	 alta	 aBinidad	para	 IgE	 (FcεRI),	 lo	 que	 les	 permite	

liberar	 histamina,	 citocinas	 (IL-4,	 IL-13)	 y	 leucotrienos	 durante	 reacciones	 de	

hipersensibilidad	 (26).	 Sin	 embargo,	 su	 función	 se	 extiende	 a	 la	 defensa	 contra	 parásitos	

helmintos,	donde	activan	respuestas	Th2	y	reclutan	eosinó=ilos	para	neutralizar	patógenos	(27)	

y	en	procesos	de	autoinmunidad	y	cáncer	(28).	

	

Células	Dendríticas	
 

Las	células	dendríticas	(DCs)	destacan	como	las	células	presentadoras	de	antígeno	(APCs,	por	sus	

siglas	 en	 inglés)	más	 e=icientes	del	 sistema	 inmunológico,	 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	especı=́ica,	sino	que	

también	participan	en	el	mantenimiento	de	la	tolerancia	inmunológica	(30).	El	proceso	de	presentación	

antigénica	 implica	 la	 captura,	 procesamiento	 y	 presentación	 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	 señales	 coestimuladoras	 esenciales	 (CD80/CD86)	para	 la	 activación	

óptima	de	los	linfocitos	en	los	órganos	linfoides	secundarios	(31,32).	El	sistema	de	presentación	antigénica	

sigue	las	"reglas	del	ocho",	donde	los	linfocitos	T	CD4+	reconocen	péptidos	de	15	aminoácidos	presentados	

por	MHC-II	(HLA-DR,	DP,	DQ)	y	los	CD8+	interactúan	con	péptidos	de	9	aminoácidos	en	MHC-I	(HLA-A,	B,	

C),	con	participación	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	 presentación	 a	 linfocitos	 T	 CD8+	 en	 respuestas	 antivirales/antitumorales)	 y	

mDC2	 (más	e=icientes	en	activar	 linfocitos	T	CD4+	y	modular	respuestas	alérgicas),	muestran	variantes	

como	las	mDCs	CD16+	con	mayor	capacidad	proin=lamatoria	(34).	Por	otro	lado,	las	DCs	plasmacitoides	

(pDCs)	se	especializan	en	 la	producción	de	 interferón	 tipo	 I	durante	 infecciones	virales,	coordinando	 la	

respuesta	 antiviral	 (35).	 Completan	 este	 panorama	 las	 DCs	 foliculares	 (foDCs),	 que	 interactúan	 con	

linfocitos	B	en	centros	germinales	(36),	y	las	moDCs	derivadas	de	monocitos	durante	in=lamación,	capaces	

de	presentar	antı́genos	localmente	sin	migrar	a	órganos	linfoides	(37).	Esta	especialización	celular	permite	

una	respuesta	inmunitaria	precisa	y	adaptada	a	cada	amenaza,	destacando	el	papel	central	de	las	DCs	en	la	

inmunorregulación.	

	

Figura	3	 |	Diagrama	esquemático	de	 la	presentación	antigénica	de	 linfocitos	Th	(CD4+)	y	Tc	(CD8+)	con	moléculas	MHC.	
La	longitud	del	péptido	presentado	al	TCR	varía	según	el	tipo	de	MHC	implicado:	las	moléculas	MHC-I	(Panel	B)	exhiben	péptidos	de	
aproximadamente	9	 aminoácidos,	 mientras	 que	 las	MHC-II	(Panel	 A)	 presentan	 péptidos	 más	 extensos,	 de	 alrededor	 de	15	
aminoácidos.	Las	regiones	hipervariables	(resaltadas	en	amarillo)	de	las	moléculas	MHC	actúan	como	sitios	de	unión	preferencial	para	
los	péptidos	antigénicos	(representados	en	rojo),	facilitando	el	reconocimiento	especíCico	por	parte	de	los	linfocitos	T.	Esta	interacción,	
mediada	por	correceptores	(CD4	para	MHC-II	y	CD8	para	MHC-I),	subraya	la	precisión	del	sistema	inmunológico	en	la	identiCicación	
de	amenazas,	adaptándose	a	las	diferencias	estructurales	entre	ambos	tipos	de	MHC	para	garantizar	una	respuesta	eCicaz	y	especíCica.	
Imagen	tomada	de	Bellanti,	Immunology	IV	©.	

	

Células	Natural	Killer	
 

Las	células	Natural	Killer	(NK)	son	linfocitos	granulares	derivados	de	la	médula	ósea	que	representan	

entre	 el	 5-20%	 de	 los	 linfocitos	 circulantes	 y	 se	 distribuyen	 en	 órganos	 linfoides	 como	 bazo	 e	 hı́gado	

(15).	Estas	 células	 inmunitarias	 innatas	 poseen	 la	 capacidad	 única	 de	 reconocer	 y	 destruir	 células	

tumorales	o	 infectadas	por	virus	sin	necesidad	de	activación	previa,	gracias	a	un	so=isticado	sistema	de	

receptores	de	super=icie	que	incluyen	CD16	(FcγRIII)	y	CD56	(38).	Su	mecanismo	de	acción	se	basa	en	el	

balance	entre	señales	inhibitorias	(a	través	de	receptores	de	inhibición	KIR	que	detectan	MHC-I	en	células	

sanas)	y	activadoras	(mediante	receptores	de	activación	KAR	que	identi=ican	células	alteradas),	lo	que	les	
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permite	inducir	apoptosis	mediante	la	liberación	de	perforina/granzimas	o	a	través	de	la	interacción	FasL-

Fas	 (39,40).	 Además,	 ejercen	citotoxicidad	 dependiente	 de	 anticuerpos	 (ADCC)	al	 unirse	 a	 blancos	

opsonizados	mediante	IgG,	puenteando	ası́	la	inmunidad	innata	y	adaptativa	(41).	Las	NK	se	clasi=ican	en	

subpoblaciones	 funcionales:	 las	CD56dim	 CD16+	(altamente	 citotóxicas),	 las	CD56bright	 CD16-	(con	 roles	

inmunomoduladores	como	secreción	de	citocinas)	y	variantes	asociadas	a	infecciones	crónicas	(15).	Más	

allá	de	su	función	citolı́tica,	producen	IFN-γ,	TNF-α	y	quimiocinas	que	regulan	respuestas	in=lamatorias	y	

activan	 macrófagos	 (42).	 Esta	 versatilidad	 las	 convierte	 en	 elementos	 clave	 en	 defensa	 antitumoral,	

antiviral,	y	en	el	desarrollo	de	terapias	inmunológicas,	destacando	su	papel	dual	como	efectoras	letales	y	

reguladoras	de	la	homeostasis	inmunológica.	

1.1.3	Inmunidad	adaptativa	
	

El	sistema	inmunitario	adaptativo	constituye	una	so=isticada	red	de	defensa	especializada	que	actúa	

con	 precisión	 y	 memoria,	 diferenciándose	 de	 la	 inmunidad	 innata	 por	 su	 capacidad	 para	 reconocer	

especı=́icamente	antı́genos	mediante	receptores	únicos	en	linfocitos	B	(BCR,	por	sus	siglas	en	inglés)	y	T	

(TCR)	 (Figura	 4)	 (7).	 Este	 sistema	 presenta	 tres	 caracterı́sticas	 fundamentales:	 (1)	especiBicidad	

molecular,	permitiendo	identi=icar	patrones	antigénicos	particulares;	(2)	diversidad	extraordinaria,	con	

capacidad	para	responder	a	prácticamente	cualquier	estructura	extraña;	y	(3)	memoria	inmunológica,	

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	patógenos	extracelulares;	y	la	inmunidad	celular,	ejecutada	

por	linfocitos	T	que	eliminan	células	infectadas	(CD8+	citotóxicos)	o	regulan	respuestas	inmunes	(CD4+	

helper)	 mediante	 citocinas	 (7).	 Aunque	 su	 activación	 requiere	 dı́as	 tras	 la	 exposición	 antigénica	 (a	

diferencia	de	la	respuesta	innata	inmediata)	su	capacidad	para	generar	memoria	proporciona	protección	

duradera.	

	

Figura	4	|	Representación	grá@ica	de	las	diferencias	clave	entre	linfocitos	B	y	T.	Los	linfocitos	B	y	T	poseen	mecanismos	diferentes	
para	reconocer	antígenos,	determinados	por	la	naturaleza	de	sus	receptores	especíCicos	(BCR	en	células	B	y	TCR	en	células	T).	Mientras	
que	los	 linfocitos	B	 identiCican	antígenos	en	 su	 forma	nativa	(proteínas	 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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1.1.3.1	Inmunidad	humoral:	linfocitos	B	
 

El	desarrollo	de	los	linfocitos	B	constituye	un	proceso	secuencial	altamente	regulado	que	puede	dividirse	

en	 dos	 fases	 fundamentales:	 una	etapa	 independiente	 de	 antígeno	en	 la	 médula	 ósea	 y	 una	fase	

dependiente	de	antígeno	en	órganos	linfoides	periféricos	(Figura	5)	(43).		

Figura	5	|	El	desarrollo	de	los	linfocitos	B	comprende	dos	fases	fundamentales:	una	fase	antígeno-independiente	en	médula	ósea	
y	una	fase	antígeno-dependiente	en	tejidos	linfoides	periféricos,	donde	los	linfocitos	B	maduros	responden	diferencialmente	según	el	
tipo	 de	 antígeno.	 Los	 antígenos	 como	 polisacáridos	 activan	 células	 B	 produciendo	 principalmente	 IgM	 sin	 ayuda	 de	 linfocitos	 T,	
mientras	que	los	antígenos	proteicos	requieren	cooperación	de	células	T	para	inducir	cambio	de	isotipo	(de	IgM	a	IgG,	IgA	o	IgE)	e	
hipermutación	somática	generando	así	anticuerpos	de	alta	aCinidad	y	funciones	especializadas	en	la	respuesta	inmunitaria	adaptativa.	
Imagen	tomada	de	Bellanti,	Immunology	IV	©.	

	

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	constituirán	el	BCR;	en	la	fase	pre-B	

se	expresa	temporalmente	un	receptor	pre-B;	y	en	la	fase	de	células	B	inmaduras,	se	expresará	un	BCR	de	

super=icie	con	especi=icidad	única	(IgM	e	IgD)	llevándose	a	cabo	de	forma	paralela	una	selección	negativa	

para	eliminar	clones	autorreactivos	(43).	Finalmente,	los	linfocitos	B	inmaduros	abandonan	la	médula	ósea	

migrando	hacia	el	bazo	donde	pasarán	al	estadio	de	célula	B	transicional	hasta	completar	su	maduración	

como	células	B	maduras	(44).	En	la	fase	dependiente	de	antıǵeno,	los	linfocitos	B	maduros	migran	a	tejidos	

linfoides	periféricos,	donde	la	unión	del	antı́geno	al	BCR	desencadena	su	activación	y	proliferación.	Esta	

etapa	implica	una	funcionalidad	doble:	como	células	presentadoras	de	antígeno,	procesan	y	presentan	

péptidos	en	MHC-II	para	interactuar	con	linfocitos	T	colaboradores	(en	el	caso	de	antıǵenos	proteicos),	y	

como	efectoras	secretoras,	dando	lugar	tanto	a	células	plasmáticas	productoras	de	anticuerpos	como	a	

células	B	de	memoria,	preparadas	para	responder	más	rápidamente	ante	futuras	exposiciones	al	mismo	

antı́geno	(45).	Durante	este	proceso,	ocurren	modi=icaciones	genéticas	adicionales,	como	hipermutación	
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somática	(para	a=inar	la	a=inidad	del	anticuerpo)	y	cambio	de	isotipo	(generando	IgG,	IgA	o	IgE),	lo	que	

amplı́a	la	versatilidad	de	la	respuesta	humoral	(46).	

1.1.3.2	Inmunidad	celular:	linfocitos	T	
 

Los	linfocitos	T	son	células	de	pequeño	tamaño	(<10	nm)	que	se	encuentran	predominantemente	en	

sangre	periférica	y	tejidos	linfoides	secundarios.	Estas	células	se	clasi=ican	en	dos	poblaciones	principales	

según	la	expresión	de	correceptores	de	super=icie:	los	linfocitos	T	CD4+	(células	colaboradoras	o	Th),	que	

secretan	 citocinas	 para	 coordinar	 respuestas	 inmunes	 celulares	 y	 humorales,	 y	 los	 linfocitos	

T	CD8+	(células	citotóxicas	o	Tc),	especializados	en	inducir	apoptosis	en	células	diana	(47).	En	condiciones	

normales,	 la	proporción	circulante	de	CD4+/CD8+	es	aproximadamente	2:1,	 relación	que	se	 invierte	en	

infecciones	 como	 el	 VIH	 durante	 el	 sıńdrome	 de	 inmunode=iciencia	 adquirida	 (SIDA)	 debido	 a	 la	

destrucción	 selectiva	 de	 CD4+	 (48).	 Existe	 además	 una	 población	 minoritaria	 de	 linfocitos	 T	doble	

negativos	(DN,	CD4-CD8-),	abundante	en	mucosas	(47).	Todos	los	linfocitos	T	expresan	el	complejo	CD3,	

esencial	para	la	transducción	de	señales,	y	receptores	de	antıǵeno	(TCR)	de	dos	tipos:	el	más	común	(95%)	

está	formado	por	cadenas	α/β,	mientras	que	una	minorıá	(5%)	presenta	cadenas	γ/δ,	predominantes	en	

tejido	linfoide	asociado	a	mucosas	(MALT,	por	sus	siglas	en	inglés)	(15).	El	complejo	receptor	de	linfocitos	

T	incluye	tanto	el	heterodı́mero	TCR	(αβ	o	γδ)	como	las	moléculas	CD3	(CD3-ɛγ,	CD3-ɛδ	y	CD3-ζζ),	que	

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

El	desarrollo	de	los	linfocitos	T	en	el	timo	comienza	con	la	migración	de	precursores	linfoides	comunes	

(CLP,	por	sus	siglas	en	inglés)	desde	la	médula	ósea,	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	

simultáneamente	CD4	y	CD8	junto	con	un	TCR	completamente	reordenado,	y	 =inalmente	células	simple	

positivas	(SP)	que	se	especializan	en	CD4+	o	CD8+	(49).	Durante	la	fase	DP,	los	timocitos	son	sometidos	a	

rigurosos	 procesos	 de	 selección	 para	 garantizar	 que	 su	 TCR	 reconozca	 adecuadamente	 el	 MHC	 sin	

reactividad	contra	 lo	propio	(Figura	6)	 (51).	La	selección	de	 timocitos	en	el	 timo	ocurre	en	dos	etapas	

crıt́icas:	selección	positiva	en	la	corteza	del	timo,	donde	los	timocitos	con	TCR	funcionales	que	reconocen	

moléculas	 propias	 del	 MHC	 (con	 a=inidad	 intermedia)	 sobreviven,	 mientras	 que	 aquellos	 con	 TCR	 no	

funcionales	o	incapaces	de	interactuar	con	el	MHC	mueren	por	apoptosis	(selección	por	restricción	MHC);	

y	selección	 negativa	en	 la	 región	 corticomedular,	 donde	 los	 timocitos	 con	 TCR	 que	 se	 unen	 con	 alta	

a=inidad	 a	 péptidos	 propios	 son	 eliminados	 para	 prevenir	 autoinmunidad	 (51).	 Este	 proceso	 depende	

crıt́icamente	de	la	expresión	de	antígenos	tisulares	en	células	epiteliales	tıḿicas	medulares	(mTEC,	por	

sus	siglas	en	inglés)	del	timo,	mediada	por	factores	de	transcripción	como	AIRE	(Autoimmune	Regulator)	y	

Fezf2	(Fez	Family	Zinc	Finger	2)	(52,53).	AIRE	induce	la	expresión	de	antı́genos	tisulares	periféricos	a	través	
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de	su	interacción	con	complejos	epigenéticos,	mientras	que	Fezf2	regula	de	manera	directa	la	expresión	de	

los	genes	al	unirse	especı́=icamente	a	sus	secuencias	promotoras	(52,53).	Su	acción	conjunta	asegura	que	

los	 timocitos	 sean	 expuestos	 a	 un	 repertorio	 diverso	 de	 antı́genos	 propios,	 ampliando	 el	 espectro	 de	

autorreactividad	detectada	y	eliminada	durante	la	selección	negativa.	Este	proceso,	conocido	también	como	

tolerancia	central,	se	basa	en	obtener	la	"a=inidad	justa":	interacciones	demasiado	débiles	llevan	a	muerte	

por	 falta	 de	 estıḿulos	 de	 supervivencia,	 las	 muy	 fuertes	 desencadenan	 apoptosis	 (eliminando	 células	

autoreactivas),	y	solo	aquellas	con	a=inidad	moderada	sobreviven	y	maduran	como	linfocitos	T	efectores	

(Teff)	 o	 reguladores	 (Treg)	 (51).	 Diversos	 modelos	 han	 sido	 propuestos	 para	 explicar	 esta	 selección	

a=inidad-dependiente	(54).	El	modelo	instructivo	plantea	que	el	destino	celular	se	de=ine	directamente	

por	la	intensidad	de	la	señal	del	TCR:	a=inidades	intermedias	inducen	FoxP3	y	diferencian	a	células	Treg,	

mientras	 que	 a=inidades	 bajas	 conducen	 a	 células	 Teff.	 En	 cambio,	 el	modelo	 estocástico	 o	 selectivo	

sugiere	 que	 la	 expresión	 de	 FoxP3	puede	 iniciarse	 de	 forma	 independiente	 al	 TCR,	 y	 que	 estas	 células	

FoxP3⁺	serı́an	más	resistentes	a	la	eliminación	negativa.	Finalmente,	el	modelo	del	nicho	propone	que	la	

generación	de	Treg	depende	no	solo	de	la	a=inidad	del	TCR,	sino	también	de	la	competencia	por	antı́genos	

propios	poco	abundantes,	lo	que	limita	el	número	de	Treg	que	pueden	desarrollarse	para	un	antıǵeno	(54).	

	

	

Figura	 6	 |	 Representación	 esquemática	 de	 los	 procesos	 de	 selección	 positiva	 y	 negativa	 de	 los	 linfocitos	 T	 durante	 su	
maduración	en	el	timo.	Imagen	tomada	de	Bellanti,	Immunology	IV	©.	
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Aunque	este	=iltro	es	e=icaz,	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	naïve	 funcionales,	 listas	para	

activarse	ante	su	antı́geno	especı́=ico	y	generar	posteriormente	células	T	de	memoria.		

Linfocitos	T	CD4+	
	

Los	linfocitos	T	CD4+	se	diferencian	en	células	efectoras	productoras	de	citocinas	tras	su	activación,	lo	

que	les	permite	coordinar	la	respuesta	inmunitaria	mediante	el	reclutamiento	y	activación	de	otras	células	

inmunes	 (55).	 Estas	 células	 se	 especializan	 en	 distintos	 subtipos	 funcionales,	 incluyendo	 las	 células	T	

colaboradoras	(Th),	cooperadoras	foliculares	(T=h)	y	reguladoras	(Treg).	Estas	últimas	detalladas	más	

adelante.	

Los	linfocitos	Th	muestran	una	notable	plasticidad,	pudiendo	cambiar	su	fenotipo	en	respuesta	a	las	

señales	del	entorno,	lo	que	permite	al	sistema	inmunológico	adaptar	=inamente	sus	respuestas	(56).	Lo	que	

actualmente	se	acepta	es	que	el	microambiente	de	citocinas,	concentración	antigénica	y	tipo	de	APC	

determina	 la	 diferenciación	 hacia	 un	 linaje	 u	 otro	 (57,58).	 En	 función	 del	 tipo	 de	 respuesta,	 podemos	

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

• Los	linfocitos	Th1	desempeñan	un	papel	fundamental	en	la	coordinación	de	la	inmunidad	celular	

y	los	procesos	in=lamatorios,	actuando	como	mediadoras	clave	de	la	respuesta	inmunitaria	(59).	

Estas	células,	conocidas	como	linfocitos	T	inBlamatorios,	expresan	el	factor	de	transcripción	T-

bet	y	producen	citocinas	como	el	IFN-γ	y	TNF-α,	que	potencian	la	actividad	de	los	macrófagos,	

mejorando	su	capacidad	fagocıt́ica	y	estimulando	la	liberación	de	especies	reactivas	de	oxıǵeno	

y	otros	compuestos	bactericidas	para	eliminar	patógenos	de	manera	más	e=iciente	(55–57,59).	

Además,	las	células	Th1	incrementan	la	expresión	de	moléculas	de	MHC	en	macrófagos	y	otras	

células	presentadoras	de	antıǵeno,	optimizando	ası	́la	presentación	antigénica	(60).	Estas	células	

también	colaboran	en	la	activación	de	los	linfocitos	T	CD8+	(61).	

• Los	 linfocitos	 Th2	 desempeñan	 un	 papel	 crucial	 en	 la	 inmunidad	 humoral	 y	 los	 procesos	

in=lamatorios	alérgicos,	principalmente	mediante	el	cambio	de	isotipo	hacia	IgE	(55,62).	Estas	

células	 expresan	 el	 factor	 de	 transcripción	 GATA3	 y	 son	 esenciales	 para	 la	 activación	 y	

diferenciación	de	 los	 linfocitos	B	ante	antı́genos	proteicos	dependientes	de	células	T.	La	 IL-4	

actúa	 sobre	 los	 linfocitos	 B	 como	 factor	 de	 crecimiento	 que	 promueve	 su	 proliferación	 y	

diferenciación	 hacia	 células	 plasmáticas	 productoras	 de	 anticuerpos	 o	 células	B	de	memoria	

(62).	Los	linfocitos	Th2	también	inducen	in=lamación	al	estimular	mastocitos	(a	través	de	IL-9)	

y	eosinó=ilos	(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,	producción	de	mucosidad	y	contracción	

de	la	musculatura	lisa,	imprescindible	en	la	defensa	antiparasitaria	(62).			

• Los	 linfocitos	Th9	se	 generan	en	presencia	de	TGF-β	e	 IL-4,	 destacando	por	 su	 capacidad	de	

secretar	grandes	cantidades	de	IL-9	(63,64).	Estas	células	expresan	el	 factor	de	transcripción	

PU.1	y	participan	en	la	defensa	contra	infecciones	parasitarias,	pero	también	están	implicadas	

en	 procesos	 in=lamatorios,	 alergias,	 enfermedades	 autoinmunes	 o	 incluso	 modulando	 la	

actividad	de	las	células	Treg	(65,66).	

• Los	linfocitos	Th17	se	distinguen	por	expresar	el	factor	de	transcripción	RORγt	y	su	capacidad	

para	producir	citocinas	proin=lamatorias	como	IL-17	e	IL-22	(55,57,58).	La	IL-17	desempeña	un	

papel	 crucial	 en	 el	 reclutamiento	 de	 neutró=ilos	 y	 en	 la	 estimulación	 de	 =ibroblastos,	 células	

endoteliales,	macrófagos	y	células	epiteliales	para	producir	diversos	mediadores	in=lamatorios	

(IL-1,	IL-6,	TNF-α,	metaloproteasas	y	quimiocinas)	que	promueven	in=iltración	celular	y	daño	

tisular	 (67).	 Esta	 citocina	 se	 encuentra	 elevada	 en	 enfermedades	 autoinmunes	 como	 artritis	

reumatoide,	 esclerosis	múltiple,	 enfermedad	 in=lamatoria	 intestinal	 y	 asma,	 evidenciando	 su	

participación	en	estos	procesos	patológicos	(68).	Por	su	parte,	la	IL-22,	también	producida	por	

células	 NK,	 posee	 efectos	 duales,	 promoviendo	 tanto	 péptidos	 antimicrobianos	 como	

in=lamación	(69).	

• Los	 linfocitos	 Th22	 expresan	 el	 factor	 de	 transcripción	 AHR	 y	 están	 especializados	en	 la	

producción	de	IL-22,	distinguiéndose	de	los	linfocitos	Th17	por	su	incapacidad	para	sintetizar	

IL-17	(70).	Estas	células	desempeñan	un	papel	fundamental	en	la	protección	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	 simultáneamente	 los	 factores	 de	 transcripción	T-bet	(Th1)	

y	RORγt	(Th17),	lo	que	les	con=iere	un	per=il	hı́brido	con	funciones	proin=lamatorias	(71).	Estas	

células	 emergen	 en	 contextos	 de	 in=lamación	 crónica	 (enfermedades	 autoinmunes	 como	 la	

esclerosis	 múltiple	 o	 la	 artritis	 reumatoide)	 y	 combinan	 caracterıśticas	 de	 ambos	 linajes:	

producen	IFN-γ	(Th1)	e	IL-17	(Th17),	lo	que	ampli=ica	el	daño	tisular	(71).	Su	desarrollo	está	

in=luenciado	por	citocinas	como	IL-23	e	IL-1β,	que	promueven	la	plasticidad	de	Th17	hacia	el	

fenotipo	Th1/Th17	(71).	

Los	linfocitos	T	foliculares	colaboradoras	(TBh)	representan	una	población	especializada	de	linfocitos	

T	que	se	 localizan	en	 los	 folı́culos	 linfoides,	donde	desempeñan	un	papel	esencial	en	 la	 interacción	con	

linfocitos	B	durante	la	respuesta	inmunitaria	(72).	Estas	células	expresan	marcadores	caracterı́sticos	como	

CXCR5,	PD-1	 e	 ICOS,	 el	 factor	 de	 transcripción	Bcl-6	 y	 producen	 IL-21,	 lo	 que	 les	 permite	 regular	 la	

activación	 y	diferenciación	de	 los	 linfocitos	B	 (15).	 Su	naturaleza	plástica	 les	permite	 adoptar	diversos	
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per=iles	funcionales	(TBh1,	TBh2,	TBh17)	según	el	microambiente	inmunológico	(15).	Además,	algunas	T=h	

pueden	 convertirse	 en	células	T	 reguladoras	 foliculares	 (Tfr),	 que	modulan	 la	 respuesta	 inmunitaria	

dentro	de	los	folı́culos	mediante	mecanismos	supresores	similares	a	los	de	las	Treg	convencionales	(73).	

	

Figura	7	|	Diferenciación	especializada	de	linfocitos	T	CD4+	según	el	contexto	inmunológico.	Los	linfocitos	T	CD4+	vírgenes	se	
diferencian	en	 subpoblaciones	efectoras	especializadas	 según	 la	naturaleza	del	 inmunógeno:	 frente	a	patógenos	 intracelulares,	 se	
diferencian	en	 células	Th1	que	potencian	 respuestas	de	macrófagos	y	 linfocitos	T	CD8+;	ante	parásitos	 extracelulares,	 se	generan	
células	Th2,	activando	eosinóCilos,	mastocitos	y	basóCilos;	mientras	que	bacterias	u	hongos	extracelulares	inducen	células	Th17	para	
reclutar	 neutróCilos.	 Paralelamente,	 los	 inmunógenos	 promueven	 la	 formación	 de	 células	TCh,	 que	 interactúan	 con	 linfocitos	 B	
facilitando	el	cambio	de	isotipo,	la	maduración	de	aCinidad	y	la	diferenciación	en	células	plasmáticas	o	de	memoria.	Estas	células	TCh	
pueden	adquirir	características	de	otros	subtipos	(Th1,	Th2	o	Th17)	al	expresar	bajos	niveles	de	sus	factores	de	transcripción	(T-bet,	
GATA3	 o	 RORγt	 respectivamente),	 lo	 que	 determina	 la	 producción	 de	 anticuerpos	 hacia	 isotipos	 especíCicos	 según	 el	 contexto	
inmunológico.	No	están	representadas	las	poblaciones	Th9,	Th22	y	Tfr.	Imagen	tomada	de	(55).	

	

Linfocitos	T	CD8+	
	

Los	linfocitos	T	CD8+,	a	diferencia	de	los	CD4+,	se	especializan	en	citotoxicidad	directa	mediante	la	

producción	de	perforina	y	granzimas,	induciendo	apoptosis	en	células	diana	que	presenten	antı́genos	con	

MHC-I	 (74).	 Estas	 células	 citotóxicas	 actúan	 eliminando	 selectivamente	 células	 infectadas	 por	 virus	 o	
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tumorales	mediante	sinapsis	inmunológicas	especı=́icas.	Existen	6	subtipos	principales:	Tc1	(productoras	

de	 IFN-γ,	 cruciales	 en	 defensa	 antiviral),	Tc2	(secretoras	 de	 IL-4/IL-5/IL-10,	 asociadas	 a	 patologı́as	

crónicas),	Tc9	(productoras	de	IL-9),	Tc17	(productoras	de	IL-17	e	IL-22),	Tc22	(productoras	de	IL-22)	y	

Tfc	 (productoras	 de	 IL-4,	 IL-21	 e	 IFN-γ)	 (74).	 Si	 bien	 son	 esenciales	 para	 combatir	 infecciones	

intracelulares	y	cáncer,	también	pueden	causar	daño	tisular	en	trasplantes	o	enfermedades	autoinmunes.	

Recientemente	se	ha	descrito	un	subgrupo	regulador	CD8+,	 aunque	su	relevancia	clı́nica	en	humanos	

requiere	mayor	investigación	(75).	

Linfocitos	con	comportamiento	innato:	células	T	γδ	y	NKT	
 

El	 sistema	 inmunológico	 cuenta	 con	 poblaciones	 linfocitarias	 especializadas	 que	 combinan	

caracterıśticas	de	inmunidad	innata	y	adaptativa.	Entre	ellas	destacan	las	células	T	γδ	y	las	células	NKT,	

que	 expresan	 receptores	 de	 antı́geno	 con	 diversidad	 limitada,	 diseñados	 para	 reconocer	 patrones	

moleculares	 conservados	 en	 situaciones	 de	 infección,	 estrés	 celular	 o	 transformación	 maligna	 (76).	

Generadas	a	partir	de	precursores	CD4-CD8-	(doble	negativos),	las	células	T	γδ	representan	una	minorı́a	

en	 sangre	 periférica	 (1-15%	de	 linfocitos),	 pero	 aumentan	 signi=icativamente	 durante	 infecciones	 y	 en	

enfermedades	 autoinmunes	 (77,78).	 Predominan	 en	mucosas,	 especialmente	 en	 el	 epitelio	 intestinal	 y	

pulmonar	(77,78).	Funcionalmente,	producen	citocinas	proin=lamatorias	(IFN-γ,	TNF-α),	eliminan	células	

infectadas	o	tumorales	mediante	mecanismos	citotóxicos	similares	a	los	de	células	NK	y	T	αβ	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	 subpoblación	 mejor	 caracterizada,	 reconocen	 glucolıṕidos	 presentados	 por	

moléculas	CD1d,	estructuralmente	similares	al	MHC-I,	pero	especializadas	en	presentar	antıǵenos	lipıd́icos	

(79).	Tras	su	activación,	las	iNKT	producen	rápidamente	citocinas	polarizantes	(IFN-γ,	IL-4)	y	adquieren	

propiedades	citotóxicas	regulando	respuestas	inmunes	tempranas	(79).		

1.1.4	Linfocitos	T	reguladores	
 

Las	células	T	reguladoras	(Treg)	constituyen	una	subpoblación	de	linfocitos	T	CD4+	especializada	en	

mantener	el	equilibrio	inmunológico,	ejerciendo	un	control	crucial	sobre	las	respuestas	inmunitarias	para	

preservar	 la	 tolerancia	 a	 autoantıǵenos	 y	 evitar	 reacciones	 excesivas	 (80).	 Estas	 células	 desempeñan	

funciones	vitales	en	procesos	 =isiológicos	 como	 la	gestación,	 la	 interacción	 con	microbiota	 comensal,	 la	

tolerancia	a	alérgenos	y	 la	reparación	 tisular,	actuando	como	"árbitros	 inmunológicos"	que	discriminan	

entre	amenazas	reales	y	elementos	inocuos	(81).	Su	capacidad	para	modular	la	activación	o	supresión	de	la	

respuesta	inmune	las	convierte	en	elementos	clave	para	prevenir	enfermedades.	Alteraciones	en	su	función	

puede	desencadenar	diversas	patologıás,	incluyendo	trastornos	autoinmunes,	enfermedades	in=lamatorias,	
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alergias,	 infecciones,	cáncer	y	trastornos	primarios	de	regulación	 inmunológica	(PIRD,	por	sus	siglas	en	

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

1.1.4.1	Caracterización	de	células	Treg	
 

El	descubrimiento	de	las	Treg	se	remonta	a	1969,	cuando	se	identi=icaron	por	primera	vez	en	modelos	

murinos	 como	 linfocitos	 T	 de	 origen	 tıḿico	 con	 capacidad	 supresora	 (82–84).	 Durante	 las	 décadas	

siguientes,	 los	 estudios	 en	 roedores	 demostraron	 su	 papel	 crucial	 en	 la	 prevención	 de	 enfermedades	

autoinmunes	(85,86).	En	los	años	90	se	produjeron	avances	signi=icativos,	incluyendo	la	identi=icación	de	

CD25	(cadena	α	del	receptor	de	IL-2)	como	marcador	clave	y	el	posterior	reconocimiento	del	papel	de	las	

citocinas	IL-10	y	TGF-β	en	su	función	supresora	(82,85,87).	El	hito	más	importante	en	la	caracterización	de	

estas	células	fue	el	descubrimiento	en	2003	del	factor	de	transcripción	FoxP3	(forkhead	box	Protein	3)	como	

regulador	maestro	 de	 su	 desarrollo	 y	 función	 (88,89).	 Posteriormente,	 se	 observó	 que	 la	 expresión	 de	

FoxP3	se	correlacionaba	con	altos	niveles	de	CD25	y,	en	2006,	gracias	al	hallazgo	de	una	correlación	inversa	

entre	CD127	(receptor	de	IL-7)	y	FoxP3,	se	de=inió	el	fenotipo	clásico	CD4+CD25hiCD127lowFoxP3+	para	su	

identi=icación	 (82,87,90).	 Más	 adelante	 se	 descubrió	 que	 las	 Treg	 pueden	 dividirse	 en	 dos	 subtipos	

principales	 según	 su	origen:	nTreg	 (naturales	o	derivadas	del	 timo,	 con	expresión	 estable	de	FoxP3)	y	

pTreg	(generadas	en	tejidos	periféricos,	con	expresión	transitoria	de	FoxP3)	(Figura	8)	(84–86,91).	Dentro	

de	estas	poblaciones,	el	grado	de	expresión	de	FoxP3	muestra	un	rango	dinámico,	desde	células	Treg	en	

reposo	(rTreg)	con	expresión	baja	(FoxP3low)	hasta	Treg	activadas	(aTreg)	con	expresión	alta	(FoxP3hi)	

(92,93).	 Esta	 heterogeneidad	 funcional	 permite	 distinguir	 subpoblaciones	 mediante	 marcadores	

adicionales	 como	 CD45RA:	 las	rTreg	se	 identi=ican	 como	 CD45RA+FoxP3low,	 las	aTreg	(con	 máxima	

capacidad	 supresora)	 como	 CD45RA-FoxP3hi,	 y	 los	 linfocitos	 T	 convencionales	 no	 supresores	 como	

CD45RA-FoxP3low/-(93).	 Actualmente,	 el	 patrón	 de	 metilación	 de	 la	 región	TSDR	(región	 desmetilada	

especı=́ica	de	Treg)	en	el	gen	FOXP3	se	considera	el	marcador	más	=iable	para	discriminar	verdaderas	Treg	

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

Las	células	 Tr1	representan	 un	 subtipo	 único	 de	 linfocitos	 Treg	 que	 se	 distinguen	 por	 su	 per=il	

fenotı́pico	 y	 funcional.	 A	 diferencia	 de	 otras	 subpoblaciones	 CD4+,	 las	 Tr1	 expresan	 marcadores	

como	CD49b	y	LAG-3,	carecen	de	expresión	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	 desempeñan	 un	 papel	 crucial	 en	 el	 mantenimiento	 de	 la	 homeostasis	 inmunológica,	

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	antígeno:	requieren	

activación	a	 través	de	su	TCR	para	 inhibir	 respuestas	 inmunitarias	mediante	 la	 secreción	de	 IL-10,	que	

suprime	directamente	a	los	linfocitos	T	efectores	e	inducen	un	fenotipo	tolerogénico	en	APCs	al	reducir	la	

expresión	de	moléculas	de	MHC-II	y	citocinas	proin=lamatorias	(98,99).	
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La	caracterización	de	las	Treg	se	vuelve	más	compleja	al	estudiar	las	células	reguladoras	CD8+,	dado	

su	papel	reciente	en	infecciones	virales	y	tumorigénesis	(75).	Los	linfocitos	T	CD8+CD103+	representan	

una	 subpoblación	 reguladora	 con	 capacidad	 inmunosupresora,	 cuya	 expresión	 del	 marcador	 CD103	

(integrina	αEβ7,	 inducida	por	TGF-β)	 les	permite	 interactuar	 con	 la	E-cadherina	 en	 epitelios	 y	 tejidos	

trasplantados	(100,101).	A	diferencia	de	 las	Treg	clásicas,	estas	células	carecen	de	FoxP3,	CD25	y	otros	

marcadores	 convencionales,	 y	 ejercen	 su	 función	 supresora	mediante	 contacto	 célula-célula	más	 que	 a	

través	de	citocinas	(102).	Estudios	recientes	han	logrado	generar	CD8+CD103+	humanas	in	vitro	mediante	

TGF-β,	rapamicina	y	estimulación	con	CD3/CD28+IL-2,	obteniendo	células	con	alta	expresión	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	 población	 especializada	 de	 linfocitos	

supresores	que	 juegan	un	papel	 fundamental	en	el	mantenimiento	de	 la	 tolerancia	 inmunológica	 (106–

108).	A	diferencia	de	otras	Treg,	 estas	 células	 expresan	 la	 cadena	β	del	 receptor	de	 IL-2	 (CD122)	pero	

carecen	 de	 marcadores	 clásicos	 como	 CD25	 y	 FoxP3,	 mostrando	 un	 per=il	 único	 de	 memoria	 central	

(CD44highCD62Lhigh)	 (109).	 Diversos	 estudios	 han	 demostrado	 su	 capacidad	 para	 suprimir	 respuestas	

autoinmunes	y	prevenir	el	rechazo	de	trasplantes,	función	mediada	principalmente	por	su	subpoblación	

CD8+CD122+PD-1+	 a	 través	 de	 la	 producción	 de	 IL-10,	 TGF-β	 e	 IFN-γ	 (107).	 Aunque	 inicialmente	 se	

identi=icaron	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	acción	combina	la	señalización	a	través	de	PD-1	con	la	secreción	de	citocinas	inmunomoduladoras.	Sin	

embargo,	persisten	cuestiones	sobre	los	detalles	moleculares	de	su	función	supresora	y	su	posible	relación	

con	estados	de	agotamiento	inmunológico,	lo	que	requiere	investigación	adicional	para	optimizar	su	uso	

clıńico	(106–109).	

Las	células	T	CD8+CD28-	son	una	población	inmunorreguladora	que	surge	tras	estimulación	antigénica	

crónica,	 mostrando	 caracterıśticas	 de	 senescencia	 celular	 (110,111).	 Estas	 células	 exhiben	 un	

comportamiento	 dual:	 pueden	 actuar	 como	 supresoras	 mediante	 IL-10	 y	 TGF-β	 en	 contextos	 como	

trasplantes,	 pero	 también	 muestran	 actividad	 citotóxica	 (expresando	 granzima	 A	 y	 perforina)	 en	

enfermedades	autoinmunes	como	esclerosis	múltiple	y	artritis	reumatoide,	donde	su	acumulación	se	asocia	

a	mayor	severidad	(110,111).	Aunque	algunos	estudios	reportan	expresión	de	FoxP3	en	estas	células,	esto	

sigue	siendo	controvertido	(112).	Su	pérdida	de	CD28	re=leja	un	estado	de	envejecimiento	inmunológico	

avanzado,	 afectando	a	 su	 capacidad	proliferativa	y	 respuesta	 apoptótica.	Esta	población	destaca	por	 su	

compleja	heterogeneidad	funcional,	pudiendo	actuar	tanto	como	reguladoras	como	efectoras	dependiendo	

del	contexto	patológico	(110–112).	
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Las	 células	 T	 reguladoras	 CD8+KIR+	 (KIR+CD8+	 Treg)	 son	 un	 subconjunto	 de	 linfocitos	 T	 con	

funciones	 inmunorreguladoras	 identi=icadas	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+	 patógenas	 en	 enfermedades	 autoinmunes,	 como	 la	 celiaquıá,	

mediante	citotoxicidad	dependiente	del	complejo	principal	de	histocompatibilidad	(MHC)	clase	I.	Además,	

su	 frecuencia	 aumenta	 en	 tejidos	 in=lamados	 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	

función	 como	mecanismo	 de	 retroalimentación	 negativa	 para	 controlar	 la	 reactividad	 autoinmune	 sin	

afectar	la	respuesta	antiviral	(113).	Ası́,	las	KIR+CD8+	Treg	representan	una	población	reguladora	distinta	

y	complementaria	a	las	Treg	CD4+,	con	potencial	terapéutico	en	enfermedades	autoinmunes	e	infecciosas.		

	

Figura	 8	 |	 Clasi@icación	 de	 los	 principales	 tipos	 de	 células	 Treg	 y	 sus	 marcadores	 característicos.	 En	 la	 Cigura	 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+),	 cáncer	 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. 	

	

1.1.4.2	Mecanismos	de	supresión	de	las	células	Treg	
 

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

mediante	la	secreción	de	citocinas	inhibidoras	(IL-10,	TGF-β	e	IL-35),	la	inducción	de	apoptosis	a	través	
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de	perforina	 y	granzima,	 y	 la	 interacción	con	otras	células	 inmunes	mediante	moléculas	de	super=icie	

(114,115).	Además,	su	alta	expresión	de	CD25	les	permite	captar	IL-2,	limitando	la	activación	de	linfocitos	

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

metabolizan	ATP	en	AMP,	pasando	de	una	señal	proin=lamatoria	a	antiin=lamatoria	(114,115).	Algunas	de	

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

• 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	unión	a	sus	ligandos	

CD80/CD86,	 presente	 en	 la	 membrana	 de	 DCs.	 Al	 unirse	 a	 estas	 proteı́nas,	 induce	 su	

internalización	en	vesı́culas	cuyo	destino	es	la	fusión	con	lisosomas	para	su	degradación.	De	esta	

forma,	 se	 reduce	 su	 expresión,	 lo	 que	 limita	 la	 activación	 de	 los	 linfocitos	 T	 durante	 la	

presentación	antigénica	(116,117).	Para	poder	seguir	ejerciendo	su	función,	CTLA-4	se	recicla	

continuamente	 entre	 el	 interior	 celular	 y	 la	membrana,	 proceso	 en	 el	 que	 la	 proteı́na	LRBA	

(lipopolysaccharide	(LPS)-responsive	and	beige-like	anchor	protein)	juega	un	papel	clave	al	evitar	

su	 degradación	 en	 los	 lisosomas	 y	 promover	 su	 retorno	 a	 la	 super=icie	 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	 interacción	 además	 favorece	 la	

generación	de	pTreg	al	aumentar	la	expresión	de	FoxP3	y	potenciar	su	actividad	supresora	(86).	

Paralelamente,	la	unión	de	PD-1	con	PD-L1	en	DCs	también	promueve	la	diferenciación	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,	 ası́	 como	 en	 linfocitos	 T	 activados.	 Este	

receptor	 interactúa	 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	unión	

de	TIGIT	a	células	dendrı́ticas	induce	un	fenotipo	tolerogénico	caracterizado	por	la	producción	

de	IL-10,	suprimiendo	la	activación	de	los	linfocitos	T	(121).	A	nivel	intracelular,	TIGIT	inhibe	la	

vıá	de	señalización	mTORC1,	favoreciendo	ası́	la	estabilidad	y	expresión	de	FoxP3	en	Treg	(122).	

Particularmente	en	las	nTreg,	la	elevada	expresión	de	TIGIT	se	asocia	con	una	mayor	estabilidad	

del	 linaje	y	capacidad	supresora	 (123).	Mecanı́sticamente,	este	efecto	se	debe	en	parte	a	que	

TIGIT	promueve	la	desmetilación	del	gen	FOXP3,	reforzando	su	expresión	y	función	reguladora	

(124).	

• GITR:	es	una	molécula	clave	en	la	regulación	de	la	función	de	las	células	Treg.	Su	señalización	

puede	mejorar	la	proliferación	y	supervivencia	de	las	Treg	y,	en	condiciones	in=lamatorias,	puede	

reforzar	la	estabilidad	del	fenotipo	Treg	al	promover	la	expresión	de	FoxP3	(125).	
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• LAG-3:	se	expresa	en	 células	Treg	y	 linfocitos	T	activados	mostrando	a=inidad	por	moléculas	

MHC-II	debido	a	su	similitud	estructural	con	el	correceptor	CD4.	En	las	Treg,	LAG-3	desempeña	

un	papel	crucial	en	el	mantenimiento	de	 la	homeostasis	 inmunitaria.	Esta	molécula	 inhibe	 la	

proliferación	celular	y	la	secreción	de	citocinas,	contribuyendo	ası́	a	la	regulación	del	sistema	

inmunológico	(126–128).	Además,	aunque	LAG-3	también	se	expresa	en	células	Tr1,	su	papel	

especı́=ico	en	su	función	supresora	aún	no	está	completamente	descrito	(95).	

• TIM-3:	 la	 señalización	 a	 través	 de	 TIM-3	 en	 Treg	 potencia	 su	 función	 inhibitoria,	

particularmente	en	contextos	inflamatorios	y	tumorales.	Este	receptor	promueve	la	estabilidad	

del	 linaje	 Treg	 al	 interactuar	 con	 sus	 ligandos	 (Galectina-9),	 induciendo	 la	 producción	 de	

citocinas	antiinflamatorias	como	IL-10	y	TGF-β	(128).	La	expresión	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	e=icacia	de	las	Treg	y,	en	determinadas	condiciones,	puede	inhibir	su	apoptosis,	

contribuyendo	signi=icativamente	a	su	supervivencia	(129).	Este	efecto	se	produce	cuando	ICOS	

se	 une	 a	 su	 ligando	 ICOS-L,	 presente	 en	 células	 presentadoras	 de	 antı́geno	 como	 células	

dendrı́ticas,	linfocitos	B	y	macrófagos.	Esta	interacción	estimula	la	transcripción	de	FoxP3,	lo	que	

a	su	vez	incrementa	la	producción	de	citocinas	antiin=lamatorias	(129).	Las	células	Treg	pueden	

clasi=icarse	en	dos	subtipos	funcionales	según	su	per=il	de	expresión	y	mecanismos	de	supresión:	

las	Treg	ICOS+,	que	ejercen	su	función	inmunosupresora	mediante	la	producción	de	IL-10	(para	

inhibir	células	dendrı́ticas)	y	TGF-β	(para	suprimir	linfocitos	T	efectores),	y	las	Treg	ICOS-,	que	

utilizan	exclusivamente	TGF-β	como	mecanismo	de	supresión	(129).		

• Helios:	 un	miembro	 de	 la	 familia	 de	 factores	 de	 transcripción	 IKAROS,	 desempeña	 un	 papel	

fundamental	en	la	función	de	las	Treg	(130).	Este	factor	es	crucial	para	mantener	la	estabilidad	

de	la	expresión	de	FoxP3	en	condiciones	in=lamatorias,	evitando	que	las	Treg	se	transformen	en	

células	efectoras	(131).	Aunque	la	ausencia	de	Helios	no	afecta	el	desarrollo	ni	la	función	de	la	

mayorıá	de	los	linfocitos	CD4+,	sı	́provoca	la	aparición	tardıá	de	enfermedades	autoinmunes	al	

comprometer	especı=́icamente	la	funcionalidad	de	las	Treg,	demostrando	su	importancia	crı́tica	

en	el	mantenimiento	de	la	tolerancia	inmunológica	(132).	En	ratones,	los	marcadores	Helios	y	

Neuropilina-1	permiten	diferenciar	con	claridad	entre	las	células	nTreg	y	pTreg.	Sin	embargo,	en	

humanos	 esta	 distinción	 no	 es	 tan	 clara.	 La	 expresión	 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	 ası,́	 tanto	 Helios	 como	 FoxP3	 aportan	

información	 valiosa	 sobre	 la	 estabilidad	 y	 la	 capacidad	 supresora	 de	 las	 Treg,	 ya	 que	 se	 ha	

observado	que	 las	 células	Helios+	 son	más	 estables	 y	 funcionalmente	más	 supresoras	 (133–

139).		
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Figura	9	|	Representación	esquemática	de	los	mecanismos	de	supresión	mediados	por	células	Treg.	(a)	expresión	de	receptores	
inhibidores	 que,	 al	 unirse	 a	 sus	 ligandos	 en	 APCs,	 refuerzan	 las	 células	 Treg	 y	 liberan	 citocinas	 inhibidoras.	 (b)	 disrupción	 del	
metabolismo	 de	 los	 linfocitos	 T	 al	 agotar	 la	 IL-2	 disponible	 y	 mediante	 la	 producción	 de	 adenosina	 (a	 través	 de	 las	 enzimas	
CD39/CD73),	aumentando	los	niveles	de	cAMP	y	suprimiendo	su	función.	(c	y	d)	supresión	de	la	respuesta	inmunitaria	mediante	la	
acción	 de	 moléculas	 citotóxicas	 como	 granzimas	 y	 perforina	 que	 eliminan	 directamente	 a	 estas	 células,	 complementada	 por	 la	
secreción	 de	 citocinas	 inhibidoras	 (IL-10,	 TGF-β	 e	 IL-35)	 que	 bloquean	 la	 función	 de	 células	 efectoras,	 células	 NK	 y	 células	
presentadoras	de	antígeno.	(e,	f	y	g)	en	contextos	tumorales,	las	Treg	pueden	convertir	células	T	CD4+	en	fenotipo	Treg,	promover	la	
conversión	de	Cibroblastos	a	Cibroblastos	asociados	a	cáncer	(CAF)	a	través	de	la	secreción	de	TGF-β;	y	promover	la	angiogénesis	a	
través	del	factor	de	crecimiento	del	endotelio	vascular	(VGEF).		Imagen	modiCicada	de	(140).	

	

	

1.2	Trastornos	primarios	de	regulación	inmunológica:	PIRD	
 

Hace	70	años	se	identi=icó	por	primera	vez	la	agammaglobulinemia	de	Bruton,	marcando	un	hito	en	

el	estudio	de	 las	 inmunodeBiciencias	primarias	 (IDP)	 (141).	El	desarrollo	de	 tecnologı́as	 innovadoras	

como	la	secuenciación	masiva	de	exomas	y	genomas	humanos	(NGS,	por	sus	siglas	en	inglés),	accesible	a	

nivel	 global,	 ha	 acelerado	drásticamente	 el	 hallazgo	de	nuevas	 alteraciones	 genéticas	 asociadas	 a	 estos	

trastornos.	Este	progreso	ha	permitido	que	el	comité	de	expertos	de	la	Unión	Internacional	de	Sociedades	

Inmunológicas	 (IUIS,	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés)	 documentara	 más	 de	 508	 genes	 implicados	 en	
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inmunode=iciencias	primarias	hasta	el	año	2024,	re=lejando	los	extraordinarios	avances	en	la	comprensión	

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

Las	 inmunode=iciencias	 primarias	 constituyen	 un	 conjunto	 de	 enfermedades,	 mayoritariamente	 de	

origen	 genético,	 que	 alteran	 el	 correcto	 funcionamiento	 del	 sistema	 inmunológico.	 Aunque	 su	

manifestación	 principal	 es	 la	 inmunosupresión	 (que	 predispone	 a	 infecciones	 graves	 y	 recurrentes),	

presentan	 una	 sintomatologıá	 cada	 vez	 más	 heterogénea	 que	 incluye	 fenómenos	 de	 autoinmunidad,	

procesos	 autoinBlamatorios,	 alergias	 graves	 e	 incluso	 síndromes	 neoplásicos	 (144).	 Esta	 aparente	

paradoja,	donde	coexisten	respuestas	inmunes	de=icientes	y	desreguladas,	ha	llevado	a	un	replanteamiento	

conceptual.	 El	 descubrimiento	 continuo	 de	 nuevos	 defectos	 genéticos	 (tanto	 por	 pérdida	 como	 por	

ganancia	de	función)	motivó	que	en	2019	la	IUIS	rede=iniera	estas	patologıás	como	"Errores	Innatos	de	la	

Inmunidad"	(EII),	estableciendo	un	sistema	de	clasi=icación	dinámico	(145).	La	clasi=icación	actualizada	

de	 la	 IUIS	 en	 2024	 organiza	 los	 EII	 en	 10	 categorıás	 principales	 (142,143):	 (1)	 inmunodePiciencias	

combinadas,	 (2)	 inmunodePiciencias	 combinadas	 con	 características	 sindrómicas,	 (3)	 dePiciencias	

predominantes	de	anticuerpos,	(4)	enfermedades	de	desregulación	inmunológica,	(5)	defectos	innatos	de	los	

fagocitos,	 (6)	alteraciones	 en	 la	 inmunidad	 intrínseca	 e	 innata,	 (7)	 enfermedades	 autoinPlamatorias,	 (8)	

dePiciencias	 del	 sistema	 de	 complemento,	 (9)	 fallo	 medular	 y	 (10)	 fenocopias	 de	 errores	 innatos	 de	 la	

inmunidad.		

Los	EII	de	desregulación	inmunológica	(grupo	4)	comprenden	un	conjunto	heterogéneo	de	trastornos	

que	afectan	a	genes	cruciales	para	la	regulación	del	sistema	inmunitario,	manifestándose	con	una	amplia	

variabilidad	clı́nica.	Desde	2020,	aquellos	casos	que	presentan	pérdida	de	los	mecanismos	de	tolerancia,	

dando	lugar	a	autoinmunidad,	procesos	autoin=lamatorios,	linfoproliferación	o	atopia	grave,	se	clasi=ican	

como	Trastornos	Primarios	de	Regulación	Inmunológica	(PIRD,	por	sus	siglas	en	inglés)	(146).	Estos	

engloban	diversas	patologı́as	originadas	por	fallos	en	distintas	vıás	regulatorias	del	sistema	inmune,	lo	que	

permite	su	subclasi=icación	en	categorıás	especı=́icas	según	los	mecanismos	=isiopatológicos	implicados.	

1.2.1	Rol	central	de	las	Treg	en	la	@isiopatología:	Tregopatías	
	

En	2018	se	acuñó	el	término	"tregopatías"	(147)	para	designar	un	subgrupo	de	EII	caracterizados	por	

afectar	especı́=icamente	la	función	de	las	células	Treg,	que	posteriormente	se	incluyó	dentro	de	los	PIRD.	

Inicialmente,	esta	categorıá	abarcaba	mutaciones	en	genes	como	FOXP3,	CD25,	CTLA4,	LRBA,	BACH2,	IL10	y	

las	variantes	de	ganancia	de	función	(GOF,	por	sus	siglas	en	inglés)	de	STAT3	(148,149).	Con	el	tiempo,	el	

comité	de	expertos	de	la	IUIS	ha	ampliado	esta	clasi=icación	incorporando	nuevos	genes	defectuosos	como	

FERMT1,	 CD122,	DEF6	 y	 las	 mutaciones	 con	 ganancia	 de	 función	 de	 IKAROS,	 re=lejando	 los	 continuos	

avances	en	la	comprensión	de	estos	trastornos	inmunorreguladores	mediados	por	disfunción	de	las	Treg	

(148,150)	(Figura	10).	
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Figura	10	|	Principales	patologías	y	sus	defectos	génicos	implicados	en	la	alteración	de	la	función	y/o	número	de	células	
Treg.	Las	Tregopatías	quedan	representadas	en	rojo	oscuro,	los	síndromes	IPEX-like	en	amarillo,	los	trastornos	de	punto	de	control	
inmunológico	en	morado	oscuro,	los	trastornos	asociados	a	IL-10	en	azul	oscuro	y	otros	EII	que	afectan	a	las	Treg	en	un	recuadro	
(esquina	inferior	derecha).	Las	Clechas	indican	procesos	Cisiológicos	normales.	IEI,	inborn	errors	of	immunity;	P,	Phosphorilated;	IPEX,	
immune	dysregulation	polyendocrinopathy	enteropathy	X-linked	syndrome;	LATAI,	LRBA	deCiciency	with	autoantibodies,	regulatory	T	
(Treg)	 cell	 defects,	 autoimmune	 inCiltration;	 CHAI,	 CTLA-4	 haploinsufCiciency	 with	 autoimmune	 inCiltration;	 ALPS,	 Autoimmune	
lymphoproliferative	 syndrome;	 OS,	 Omenn	 Syndrome;	 HLH,	 hemophagocytic	 lymphohistiocytosis;	 CVID,	 Common	 variable	
immunodeCiciency;	 VEO-IBD,	 very	 early	 onset	 inClammatory	 bowel	 disease;	 APDS,	 Activated	 PI3K	Delta	 Syndrome;	WAS,	Wiskott-
Aldrich	Syndrome;	DOCK8,	Dedicator	of	cytokinesis	8	deCiciency;	NBEAL2,	Neurobeachin-like	2.	Imágen	modiCicada	de	(151).	

	

El	síndrome	de	desregulación	inmune,	poliendocrinopatía	y	enteropatía	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	 transcripción	FoxP3,	que	reducen	su	expresión	o	alteran	su	 función	 (152,153).	Aunque	el	gen	

FOXP3	no	es	esencial	para	el	desarrollo	de	Treg,	sı́	regula	su	capacidad	supresora	al	controlar	moléculas	

como	TIGIT	y	CTLA-4,	además	de	inhibir	citocinas	in=lamatorias	y	la	expresión	de	IL-2	(114,154,155).	Las	

mutaciones	 reportadas	 en	 IPEX	 suelen	 ser	 variantes	 nulas,	 cambios	 de	 sentido	 o	 pequeñas	

deleciones/inserciones	que	generan	una	proteı́na	no	funcional,	lo	que	provoca	que	las	Treg	no	puedan	

controlar	la	proliferación	de	linfocitos	T	efectores	(156–158).	Entre	las	más	de	70	mutaciones	identi=icadas,	

el	40%	afecta	 la	 región	de	unión	al	ADN	(FKH),	mientras	que	otras	alteran	dominios	como	 la	hélice	de	

IL-10 

CTLA-4 IL-2 
CD122 
(IL-2Rβ) 

CD25 
(IL-2Rα) 



 

23	
 

 Introducción	

leucina	(LZ)	o	la	región	rica	en	prolina	(PRR).	Además,	existen	dos	isoformas	principales	de	FOXP3:	una	

completa	(FOXP3	FL)	y	otra	sin	parte	del	exón	2	(FOXP3	ΔE2),	siendo	esta	última	asociada	a	inestabilidad	

de	 las	Treg	 in	 vivo	 y	 cuadros	 clıńicos	 graves	 (159).	Aunque	 el	 IPEX	 clásico	presenta	diarrea	 intratable,	

diabetes	tipo	1	y	eccema,	hay	casos	atı́picos	con	sı́ntomas	tardı́os,	afectación	de	un	solo	órgano	o	formas	

leves	(160).	

La	deBiciencia	de	CD25	es	un	trastorno	de	desregulación	inmunitaria	de	herencia	autosómica	recesiva	

causado	por	variantes	bialélicas	en	el	gen	IL2RA,	que	codi=ica	la	proteı́na	CD25.	Esta	molécula	se	expresa	

en	altos	niveles	en	linfocitos	Treg	y	es	crucial	para	su	función,	ya	que	la	señalización	de	IL-2	a	través	de	

CD25	 es	 necesaria	 para	 la	 producción	 de	 IL-10	 (161).	 Los	 pacientes	 con	 esta	 de=iciencia	 presentan	 un	

cuadro	clıńico	similar	al	sıńdrome	IPEX,	por	lo	que	se	clasi=ica	como	una	enfermedad	IPEX-like	(161).	El	

diagnóstico	se	con=irma	mediante	citometrı́a	de	=lujo,	donde	se	observa	la	ausencia	completa	de	CD25	en	la	

super=icie	de	los	linfocitos	T.	Aunque	algunos	pacientes	muestran	una	respuesta	proliferativa	reducida	ante	

estıḿulos,	esta	puede	recuperarse	parcialmente	con	altas	dosis	de	 IL-2.	Además,	 trabajos	recientes	han	

demostrado	que	las	células	Treg	de=icientes	en	CD25	presentan	una	capacidad	supresora	alterada,	lo	que	

explica	su	fenotipo	clıńico	(162).	

En	 humanos,	 la	 haploinsuBiciencia	 de	 CTLA-4	 provoca	 un	 trastorno	 inmunológico	 denominado	

enfermedad	autoinmune	inBiltrativa	por	deBiciencia	de	CTLA-4	 (CHAI,	por	sus	siglas	en	 inglés).	Los	

pacientes	 con	 CHAI	 presentan	manifestaciones	 clıńicas	 diversas	 que	 incluyen	 citopenias	 autoinmunes,	

hipogammaglobulinemia,	enfermedades	pulmonares,	enteropatı́a,	linfoproliferación,	afecciones	cutáneas,	

compromiso	 neurológico	 y	 mayor	 susceptibilidad	 a	 infecciones.	 A	 nivel	 inmunológico,	 se	 observa	 una	

disminución	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+.	Además,	al	igual	que	en	el	sı́ndrome	

IPEX,	las	Treg	de=icientes	en	CTLA-4	muestran	una	capacidad	supresora	disminuida,	lo	que	contribuye	a	la	

desregulación	inmunológica	caracterı́stica	de	esta	enfermedad	(163–165).	

La	deBiciencia	de	LRBA,	ya	sea	en	forma	homocigota	o	heterocigota,	provoca	una	expresión	de=iciente	

de	CTLA-4	en	 la	super=icie	celular,	dando	 lugar	a	 lo	que	se	conoce	como	enfermedad	LATAI	(asociada	a	

autoanticuerpos,	defectos	en	células	Treg,	in=iltración	autoinmune	y	enteropatı́a).	Esta	condición	comparte	

caracterıśticas	 clı́nicas	 y	 fenotı́picas	 con	 la	 haploinsu=iciencia	 de	 CTLA-4.	 Dado	 el	 papel	 de	 LRBA	 en	 el	

reciclaje	de	CTLA-4	en	la	membrana	celular,	la	ausencia	de	esta	proteıńa	en	las	Treg	provoca	un	descenso	

de	los	niveles	de	niveles	de	CTLA-4,	lo	que	conduce	a	una	hiperproliferación	de	linfocitos	T,	ası́	como	a	un	

deterioro	en	la	capacidad	supresora	de	las	Treg.	Además,	estos	pacientes	muestran	un	recuento	disminuido	

de	Treg,	agravando	la	desregulación	inmunológica	caracterı́stica	de	este	trastorno	(166,167).	Un	estudio	

reciente	ha	descubierto	la	interacción	de	la	proteı́na	Neurobeachin-like	2	(NBEAL2)	con	células	inmunes,	

donde	su	pérdida	de	función	provoca	el	sı́ndrome	de	plaquetas	grises	(GPS,	por	sus	siglas	en	inglés)	y,	en	

algunos	casos,	trastornos	autoinmunes	(168).	Mediante	espectrometrı́a	de	masas	se	identi=icó	que	NBEAL2	
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se	asocia	con	LRBA,	y	experimentos	de	inmunoprecipitación	con=irmaron	su	interacción	con	CTLA-4	(168).	

Curiosamente,	 la	 de=iciencia	de	NBEAL2	 reduce	 la	 expresión	de	CTLA-4	 en	 linfocitos	T	 convencionales,	

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

El	factor	de	transcripción	BACH2	desempeña	un	papel	fundamental	en	procesos	inmunológicos	como	la	

recombinación	en	células	B,	la	hipermutación	somática,	la	diferenciación	y	función	de	linfocitos	T,	ası́	como	

en	la	actividad	de	macrófagos	alveolares.	Variaciones	genéticas	en	el	locus	BACH2	se	han	vinculado	con	un	

mayor	riesgo	de	desarrollar	enfermedades	autoinmunes	e	in=lamatorias,	 incluyendo	artritis	reumatoide,	

diabetes	tipo	1,	asma,	esclerosis	múltiple,	vitı́ligo,	enfermedad	de	Graves,	Crohn	y	celiaquı́a.	En	2017	se	

describió	por	primera	vez	un	caso	de	haploinsuBiciencia	de	BACH2	en	un	paciente	con	colitis	linfocıt́ica,	

esplenomegalia	 y	 de=iciencia	 humoral	 progresiva	 acompañada	 de	 infecciones	 sinopulmonares,	 dando	

origen	a	la	denominación	actual	de	inmunode=iciencia	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	además	se	observa	una	disminución	en	la	expresión	de	FoxP3	que	compromete	su	

función	reguladora	(169).	

	

Figura	11	|	Esquema	de	la	relación	entre	las	vías	de	señalización	JAK-STAT	con	la	expresión	de	FoxP3	y	CD25	en	células	Treg.	
Las	Clechas	continuas	indican	procesos	Cisiológicos	de	activación.	La	Clecha	continua	de	mayor	grosor	indica	una	ganancia	de	función	
de	la	vía.	Las	líneas	discontinuas	indican	procesos	Cisiológicos	de	inhibición.	Imagen	creada	por	Daniel	Acevedo	con	Biorender.	

IL-2 IL-6 / TGFβ IFNγ 
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La	cascada	de	señalización	de	STAT3	es	fundamental	en	la	regulación	de	las	células	Treg	y	Th17.	En	el	

síndrome	 de	 ganancia	 de	 función	 de	 STAT3	 (STAT3	 GOF,	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés),	 la	 activación	

constitutiva	de	STAT3	por	IL-6	(junto	con	TGF-β)	promueve	la	diferenciación	de	Th17	mientras	suprime	la	

expresión	de	FoxP3,	 inhibiendo	ası	́ la	 generación	de	Treg	 (170).	Aunque	STAT3	 induce	 la	 expresión	de	

SOCS3	como	mecanismo	de	retroalimentación	negativa,	en	STAT3	GOF	esta	regulación	es	insu=iciente	para	

controlar	 la	 señalización	 hiperactiva.	 Es	 importante	 destacar	 que	 SOCS3	 actúa	 especı=́icamente	 sobre	

STAT3,	 pero	 la	 hiperactividad	 de	 STAT3	 compite	 con	 la	 vıá	 IL-2/STAT5,	 reduciendo	 su	 capacidad	 para	

inducir	la	expresión	de	FoxP3	y	CD25	(Figura	11)	(171).	Esta	desregulación	conduce	a	un	dé=icit	de	Treg	

funcionales	 y	 un	 predominio	 del	 fenotipo	 Th17,	 lo	 que	 explica	 las	 manifestaciones	 autoinmunes	

caracterıśticas	del	sıńdrome,	incluyendo	linfoproliferación,	citopenias	y	alteraciones	del	crecimiento	(172).	

1.2.2	Disfunción	de	las	Treg	en	otros	EII	
	

Los	 PIRD	 que	 no	 se	 consideran	 tregopatı́as	 incluyen	 trastornos	 hiperin=lamatorios	 como	 la	

linfohistiocitosis	hemofagocı́tica	(HLH,	por	sus	siglas	en	inglés,	con	o	sin	susceptibilidad	intrıńseca	al	virus	

de	 Epstein-Barr),	 linfoproliferación	 no	 maligna	 con	 autoinmunidad	 (ALPS,	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés),	

enfermedad	in=lamatoria	intestinal	vinculada	a	la	señalización	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	

desempeñan	un	papel	central	(146,150).	Aunque	la	base	genética	de	estas	PIRD	no	afecta	directamente	la	

biologı́a	y	función	de	las	Treg,	estas	células	pueden	verse	signi=icativamente	alteradas	de	manera	directa	o	

indirecta	en	el	contexto	de	estas	enfermedades,	mostrando	cómo	diversos	mecanismos	inmunopatológicos	

pueden	converger	en	la	desregulación	del	sistema	inmunitario.	

El	 HLH	 es	 un	 trastorno	 hiperin=lamatorio	 caracterizado	 por	 una	 activación	 inmunitaria	 excesiva,	

causada	por	defectos	 genéticos	 en	genes	 como	PRF1,	UNC13D,	 STX11,	 STXBP2,	 SLC7A7,	CDC42,	 FAAP24,	

RHOG,	 LYST,	 RAB27A,	 AP3B1,	 AP3D1,	 SAP,	 XIAP,	 CD27	 o	 CD70,	 que	 afectan	 la	 citotoxicidad	mediada	 por	

gránulos	(150,173).	Esta	alteración	impide	que	las	células	efectoras	citotóxicas	eliminen	adecuadamente	

células	 infectadas	 o	 malignas,	 desencadenando	 una	 liberación	 masiva	 de	 citocinas	 que	 prolonga	 la	

hiperactivación	 inmunológica.	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	disminución	drástica	en	el	número	de	Treg	(174).	En	casos	

especı=́icos	como	los	asociados	a	deBiciencias	de	XIAP	(causante	del	trastorno	linfoproliferativo	ligado	al	

X	y	VEO-IBD),	las	Treg	se	ven	directamente	afectadas:	XIAP	normalmente	estabiliza	a	SOCS1,	un	regulador	

clave	 de	 su	 función	 inhibitoria	 (175).	 Las	 mutaciones	 en	 XIAP	 generan	 inestabilidad	 en	 SOCS1,	

hiperactivando	las	vı́as	de	STAT1/STAT3,	reduciendo	la	capacidad	supresora	y	la	estabilidad	de	FoxP3	en	

Treg	(Figura	11),	e	induciendo	la	secreción	de	IFNγ	que	polariza	la	respuesta	hacia	un	per=il	in=lamatorio	

(176).	
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Las	inmunodeBiciencias	 linfoproliferativas	 autoinmunes	 (ALPID,	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés)	son	 un	

grupo	 heterogéneo	 de	 enfermedades	 genéticas	 caracterizadas	 por	linfoproliferación	 benigna	(como	

adenopatı́as	 y	 esplenomegalia)	 y	manifestaciones	 autoinmunes,	 especialmente	 citopenias,	 debido	 a	

alteraciones	 en	 la	 regulación	 del	 sistema	 inmunológico	 (177).	 Aproximadamente	el	 20%	 de	 los	

casos	corresponden	al	síndrome	linfoproliferativo	autoinmune	clásico	(ALPS,	por	sus	siglas	en	inglés),	

caracterizado	por	mutaciones	en	la	vıá	Fas-FasL	(FAS,	FASLG,	FADD	o	CASP10)	y	marcado	por	una	expansión	

signi=icativa	de	células	T	doble	negativas	(CD3+TCRαβ+CD4-CD8-)	que	pueden	representar	más	del	5-10%	

del	 total	 de	 linfocitos	en	 sangre	 periférica	 (frente	 a	 <1%	 en	 individuos	 sanos),	 junto	 con	 elevación	 de	

biomarcadores	como	IL-10,	FasL	soluble	(>200	pg/mL)	y	vitamina	B12	(>1500	ng/L)	(178).	Estos	pacientes	

presentan	una	reducción	relativa	de	Tregs	a	aproximadamente	1-2%	de	los	linfocitos	CD4+	(vs.	5-10%	en	

controles),	 con	 predominio	 de	 subpoblaciones	 naıv̈e	 (FoxP3lowCD45RA+)	 (178).	 Sin	 embargo,	 gracias	 a	

avances	 en	 secuenciación	 genética,	 se	 han	 identi=icado	 otros	 trastornos	 con	 fenotipos	 similares,	

denominados	ALPS-like,	 que	 incluyen	 de=iciencias	 en	CTLA-4	y	LRBA	(que	 alteran	 la	 función	 de	 los	

linfocitos	 T	 reguladores),	 el	síndrome	 de	 PI3Kδ	 activada	 (APDS,	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés)	con	

hiperactivación	de	 la	vı́a	PI3K-AKT-mTOR,	enfermedades	por	STAT3	GOF	(que	afectan	 la	señalización	de	

citocinas)	 y	 la	haploinsu=iciencia	 de	 NF-κB1	(que	 compromete	 la	 respuesta	 in=lamatoria)	 (179).	 Estos	

trastornos,	 que	 suponen	 otro	 20%	 de	 los	 ALPID,	 comparten	 caracterıśticas	 como	 alteraciones	 en	 las	

poblaciones	de	linfocitos	Treg,	expansión	de	células	B	CD21low	asociada	a	autoanticuerpos,	senescencia	de	

linfocitos	T	y	susceptibilidad	a	infecciones,	pero	di=ieren	en	sus	mecanismos	moleculares	y	manifestaciones	

clıńicas	especı=́icas	(177).	El	diagnóstico	requiere	análisis	genéticos	e	inmunofenotı́picos,	mientras	que	el	

tratamiento	se	basa	en	terapias	dirigidas,	como	inhibidores	de	mTOR	para	ALPS	o	inhibidores	de	PI3Kδ	

para	APDS.	El	principal	desafıó	en	el	manejo	de	las	ALPID	radica	en	que	el	60%	de	los	pacientes	no	cuenta	

con	un	diagnóstico	genético	preciso,	 lo	que	 limita	drásticamente	 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	identi=icables	no	solo	di=iculta	la	

clasi=icación	pronóstica,	sino	que	también	excluye	a	estos	pacientes	de	terapias	especı=́icas	(como	abatacept	

en	 CTLA-4	 o	 leniolisib	 en	 APDS),	 sosteniendo	 complicaciones	 como	 linfoproliferación	 progresiva,	 daño	

orgánico	por	autoinmunidad	o	infecciones	recurrentes	(177).		

La	InmunodeBiciencia	Común	Variable	(CVID,	por	sus	siglas	en	inglés)	es	un	trastorno	heterogéneo	de	

la	 inmunidad,	 caracterizado	 por	 hipogammaglobulinemia,	 defectos	 en	 la	 producción	 de	 anticuerpos	 e	

infecciones	 recurrentes,	 ası́	 como	 manifestaciones	 autoinmunes	 y	 linfoproliferativas	 (180).	 Su	

=isiopatologı́a	implica	alteraciones	en	linfocitos	B	(como	la	reducción	de	células	de	memoria	y	expansión	de	

células	 B	 CD21low)	 y	 en	 linfocitos	 T,	 incluyendo	 disfunción	 de	 células	 Th	 y	 Treg,	 activación	 crónica	 y	

desregulación	de	citocinas	como	IL-21	y	BAFF	(180).	Existen	dos	formas	clı́nicas	principales:	la	clásica,	con	

predominio	de	infecciones	respiratorias	y	autoinmunidad	moderada,	y	la	forma	linfoproliferativa	(CVIDc),	

más	grave,	con	esplenomegalia,	adenopatıás	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	disminución	de	Treg,	

particularmente	 en	pacientes	 con	manifestaciones	 autoinmunes	 (182),	 otros	no	 encuentran	diferencias	

signi=icativas	asociadas	a	gravedad	o	presencia	de	autoinmunidad	(183).	Curiosamente,	aunque	los	niveles	

puedan	variar,	la	función	supresora	de	estas	células	parece	preservarse	(184).	Recientemente	se	ha	descrito	

también	una	reducción	en	las	Treg	CD8+	en	CVID,	aunque	sin	correlación	con	la	autoinmunidad	(185).	Estos	

hallazgos	contradictorios	podrı́an	explicarse	por	la	heterogeneidad	de	la	CVID,	que	agrupa	probablemente	

múltiples	enfermedades	con	mecanismos	=isiopatológicos	distintos,	 lo	que	exige	un	enfoque	diagnóstico	

individualizado	basado	en	la	caracterización	inmunológica	detallada.	

El	síndrome	de	Wiskott-Aldrich	 (WAS,	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés)	es	una	 inmunode=iciencia	primaria	

ligada	al	cromosoma	X	causada	por	mutaciones	en	el	gen	que	codi=ica	la	proteı́na	WAS	(WASP,	por	sus	siglas	

en	inglés),	la	cual	desempeña	un	papel	clave	en	la	función	linfocitaria.	Esta	enfermedad	se	mani=iesta	con	

infecciones	recurrentes,	trombocitopenia,	eccema,	trastornos	autoinmunes	y	mayor	riesgo	de	cáncer	(186–

188).	 Se	han	 identi=icado	más	de	200	mutaciones	en	el	 gen	WAS,	 siendo	 las	que	provocan	una	pérdida	

completa	 de	 WASP	 las	 asociadas	 a	 un	 fenotipo	 más	 grave	 (186,187).	 La	 de=iciencia	 de	 WASP	 afecta	

principalmente	a	los	linfocitos	T,	ya	que	altera	la	reorganización	del	citoesqueleto	de	actina	tras	la	activación	

del	 TCR,	 lo	 que	 conduce	 a	 una	 señalización	 defectuosa,	 menor	 proliferación	 y	 supervivencia	 celular	

(186,187).	Aunque	WASP	no	es	esencial	para	la	generación	de	células	Treg	en	el	timo,	sı	́es	crucial	para	su	

expansión	y	mantenimiento	en	la	periferia	(186,187).	Los	pacientes	con	WAS	presentan	una	reducción	en	

el	 porcentaje	de	Treg	periféricas,	 especialmente	 en	 las	 subpoblaciones	 activadas,	 que	muestran	niveles	

disminuidos	de	marcadores	de	activación	y	receptores	de	migración	(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	función	claramente	alterada	(186).	

La	deBiciencia	de	DOCK8	(dedicator	of	cytokinesis	8)	es	una	inmunode=iciencia	primaria	poco	frecuente	

que	 se	 mani=iesta	 con	 infecciones	 graves,	 niveles	 elevados	 de	 IgE,	 alergias	 y	 trastornos	 autoinmunes	

(189,190).	 Aunque	 su	mecanismo	 exacto	 no	 está	 completamente	 dilucidado,	 se	 sabe	 que	 esta	 proteı́na	

desempeña	 un	 papel	 clave	 en	 la	 función	 de	 las	 células	 Treg,	 ya	 que	 favorece	 la	 fosforilación	 de	 STAT5	

inducida	por	IL-2,	esencial	para	su	mantenimiento,	además	de	participar	en	el	reciclaje	de	CD25	(189).	Los	

pacientes	con	esta	de=iciencia	presentan	una	reducción	en	el	número	y	la	capacidad	supresora	de	las	Treg	

(189).		

El	síndrome	de	Omenn	(OS,	por	sus	siglas	en	 inglés)	es	una	 inmunode=iciencia	combinada	grave	de	

herencia	 autosómica	 recesiva,	 causada	 principalmente	 por	 mutaciones	 hipomór=icas	 en	 los	 genes	 de	

recombinación	RAG1/RAG2,	aunque	también	puede	asociarse	a	alteraciones	en	otros	genes	como	DCLRE1C,	

IL7R,	 RMRP,	 IL2RG,	 ZAP70,	 LIG4	 y	 ADA	 (191).	 Estas	 mutaciones	 afectan	 parcialmente	 el	 proceso	 de	

recombinación	V(D)J,	generando	un	cuadro	clı́nico	caracterizado	por	eritrodermia	generalizada,	alopecia,	

linfadenopatı́a,	hepatomegalia	y	diarrea,	 junto	con	una	marcada	disminución	de	 linfocitos	B	circulantes	
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(191,192).	Estudios	 recientes	han	demostrado	que	 los	pacientes	 con	OS	presentan	un	número	variable	

de	células	 Treg	en	 sangre	 periférica,	 las	 cuales	 muestran	expresión	 reducida	 de	 FoxP3	y	 capacidad	

supresora	 limitada	o	nula	in	vitro,	 además	de	una	drástica	disminución	de	Treg	en	el	 timo	(192).	Estos	

hallazgos	revelan	por	primera	vez	un	defecto	en	el	desarrollo	y	función	de	las	Treg	en	el	OS,	sugiriendo	que	

tanto	la	tolerancia	central	como	la	periférica	están	comprometidas	en	esta	enfermedad,	lo	que	contribuye	

a	su	fenotipo	autoinmune	e	in=lamatorio	severo.	

La	deBiciencia	de	STAT5b	es	una	enfermedad	autosómica	recesiva	poco	frecuente	que	combina	retraso	

severo	del	crecimiento	con	inmunode=iciencia	grave	(193).	Esta	condición	surge	porque	STAT5b	regula	la	

transcripción	de	genes	cruciales	como	 IL2RA,	FOXP3,	BCL2	y	 la	hormona	de	crecimiento	(193,194).	Los	

pacientes	presentan	un	fenotipo	inmunológico	caracterizado	por	reducción	en	el	número	de	células	Treg,	

baja	expresión	de	FoxP3	y	CD25,	 junto	con	una	capacidad	disminuida	para	suprimir	 la	proliferación	de	

linfocitos	T	(193,194).	Estas	alteraciones	se	asocian	clı́nicamente	con	manifestaciones	autoinmunes	como	

eccema	 severo,	 artritis,	 tiroiditis	 y	 púrpura	 trombocitopénica,	 evidenciando	 el	 papel	 fundamental	 de	

STAT5b	en	la	función	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	de=iciencia	del	receptor	

de	IL-9	(IL-9R),	se	observó	una	capacidad	supresora	reducida	de	las	Treg	en	encefalomielitis	autoinmune,	

mientras	que	ensayos	in	vitro	e	in	vivo	demostraron	que	IL-9	mejora	la	función	supresora	y	supervivencia	

de	las	Treg	mediante	la	señalización	de	STAT3/STAT5	(65).	Estos	hallazgos	sugieren	que	la	vı́a	de	IL-9/IL-

9R	podrı́a	ser	relevante	en	el	estudio	de	inmunode=iciencias	con	desregulación	inmune,	abriendo	nuevas	

perspectivas	terapéuticas.	

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

número	de	las	células	Treg:	

	

Defectos	de	células	Treg	en	EII	
Tregopatías	

Enfermedad	 Gen	 Fenotipo	Treg	 Función	Treg	in	vitro	 Referencia	

Sı́ndrome	IPEX	 FOXP3	

	
Niveles	normales	o	bajos	de	
Treg	FoxP3+	circulantes	y	de	
expresión	de	FoxP3;	con	alta	
desmetilación	de	TSDR	

	

Capacidad	supresiva	
disminuida	 (195)	

DeKiciencia	de	CD25	 IL2RA	

	
Niveles	normales	o	bajos	de	
Treg	FoxP3+	circulantes	

	

Capacidad	supresiva	
alterada	 (161)	

DeKiciencia	de	CTLA-4	 CTLA4	

	
Niveles	normales	o	altos	de	
Treg	FoxP3+	en	sangre,	con	

expresión	disminuida	de	FoxP3	
	

Capacidad	supresiva	
disminuida	 (164)	

Continuación	
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DeKiciencia	de	LRBA	 LRBA	

Niveles	normales	o	bajos	de	
Treg	FoxP3+	circulantes	y	de	

expresión	de	FoxP3	
	

Capacidad	supresiva	
alterada	 (167)	

DeKiciencia	de	NBEAL2	 NBEAL2	
	

ECR	
	

ECR	 (168)	

DeKiciencia	de	BACH-2	 BACH2	

	
Niveles	de	expresión	de	FoxP3	

bajo	
	

ND	 (169)	

DeKiciencia	de	IL-10/IL-10R	

	
IL10	
IL10RA	
IL10RB	

	

ECR	 ECR	 ECR	

STAT3	GOF	 STAT3	

	
Niveles	normales	o	bajos	de	
Treg	FoxP3+	circulantes	

	

Capacidad	supresiva	
alterada	 (172)	

DeKiciencia	de	FERMT1	 FERMT1	
	

ND	
	

ND	 ECR	

DeKiciencia	de	CD122	 IL2RB	
	

ND	
	

ND	 ECR	

DeKiciencia	de	DEF6	 DEF6	
	

ND	
	

ND	 ECR	

IKAROS	GOF	 IKZF1	
	

ND	
	

ND	 ECR	

Otros	EII	

HLH	

	
PRF1	

UNC13D	
STX11	
STXBP2	
SLC7A7	
CDC42	
FAAP24	
RHOG	
LYST	

RAB27A	
AP3B1	
AP3D1	
SAP	
XIAP	
CD27	
CD70	
	

Niveles	disminuidos	de	Treg	
FoxP3+	circulantes	 ECR	 (174)	

ALPS	
TNFRSF6	
TNFSF6	
CASP10	

	
Treg	FoxP3+	bajas;	Treg	
vı́rgenes	elevadas	
(FoxP3lowCD45RA+)	

Capacidad	supresiva	
alterada	 (178)	

VEO-IBD	 XIAP	

	
Niveles	normales	o	reducidos	

de	células	Treg	FoxP3+	
circulantes	y	de	expresión	de	

FoxP3	
	

Capacidad	supresiva	
alterada	 (176)	

APDS	 PIK3Cd	
PIK3R1	

	
Niveles	disminuidos	de	Treg	

FoxP3+	circulantes	
	

Capacidad	supresiva	
alterada	 (196)	

Continuación	
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CVID	
	

Desconocido	 ECR	 ECR	 ECR	

WAS	 WASP	

	
Niveles	disminuidos	de	Treg	

FoxP3+	circulantes	
	

	
Capacidad	supresora	
normal	o	levemente	

reducida	
	

(186)	

DOCK8	 DOCK8	

	
Niveles	disminuidos	de	Treg	

FoxP3+	circulantes	
	

Capacidad	supresiva	
alterada	 (189)	

OS	

	
RAG1	
RAG2	
DCLRE1	
CIL7R	
RMRP	
IL2RG	
ZAP70	
LIG4	
ADA	
	

	
Niveles	bajos	de	células	Treg	
FoxP3+	en	sangre	periférica	y	
expresión	reducida	de	FoxP3,	
acompañado	de	una	drástica	
disminución	de	Treg	FoxP3+	en	

el	tejido	tı́mico	
	

Capacidad	supresiva	
disminuida	 (192)	

STAT5B	 STAT5B	

	
Niveles	reducidos	de	Treg	
FoxP3+	circulantes	y	

disminución	en	la	expresión	de	
FoxP3	
	

Capacidad	supresiva	
alterada	 (194)	

	

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

	

1.2.3	Vías	de	señalización	implicadas	en	la	desregulación	inmunológica	
	

Las	 vı́as	 de	 señalización	 intracelular	 constituyen	 redes	 moleculares	 altamente	 conservadas	 que	

coordinan	las	respuestas	inmunológicas	mediante	la	transmisión	de	señales	desde	receptores	de	super=icie	

hasta	el	núcleo	celular,	regulando	procesos	como	activación,	proliferación,	diferenciación,	metabolismo	

y	 apoptosis	 de	 las	 células	 inmunitarias	 (197).	 En	 condiciones	 =isiológicas,	 estas	 vı́as	 mantienen	 un	

equilibrio	preciso	mediante	mecanismos	de	retroalimentación	positiva	y	negativa,	permitiendo	respuestas	

inmunes	adecuadas	mientras	previenen	la	hiperactivación	patológica.	Sin	embargo,	cuando	se	producen	

alteraciones	genéticas	en	componentes	clave	de	estas	cascadas	de	señalización	como	mutaciones	en	genes	

que	codi=ican	proteıńas	kinasas	(PI3K,	AKT,	mTOR,	JAK,	JNK,	ERK,	MAPK1/2,	p70S6K,	p38)	o	factores	

de	transcripción	(STAT3,	STAT5A/B,	NF-κB,	CREB),	se	rompe	este	equilibrio	homeostático,	conduciendo	

a	estados	de	desregulación	inmunológica	(Figura	12)	(197).	Esta	situación	es	particularmente	evidente	en	

los	ALPID,	donde	mutaciones	en	componentes	de	vı́as	como	PI3K/AKT/mTOR,	JAK/STAT	o	NF-κB	alteran	

los	puntos	de	control	inmunológicos,	provocando	expansión	clonal	de	poblaciones	linfoides	autorreactivas,	

defectos	en	 la	 función	de	células	Treg,	y	producción	aberrante	de	citoquinas	proin=lamatorias	(198).	La	
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estrecha	interconexión	entre	estas	vı́as	explica	por	qué	alteraciones	en	un	solo	componente	pueden	tener	

efectos	 pleiotrópicos	 en	múltiples	 aspectos	 de	 la	 respuesta	 inmune,	 y	 por	 qué	 estrategias	 terapéuticas	

dirigidas	contra	proteıńas	centrales	de	estas	redes	(como	mTOR	en	PI3K	o	JAK	en	STAT)	pueden	corregir	

simultáneamente	varios	aspectos	de	la	desregulación	inmunológica.	

	

Figura	12	|	Esquema	ilustrativo	de	las	principales	vías	de	señalización	involucradas	en	la	desregulación	inmunológica	en	
células	T.	Imagen	creada	por	Daniel	Acevedo	con	Biorender.	

	

1.2.3.1	Vía	de	las	MAPK	
 

Las	proteínas	quinasas	activadas	por	mitógenos	 (MAPK)	son	enzimas	altamente	conservadas	que	

actúan	como	intermediarias	clave	en	la	transmisión	de	señales	intracelulares,	regulando	procesos	celulares	

fundamentales	como	la	proliferación,	diferenciación,	supervivencia	y	apoptosis	(199).	Estas	quinasas	se	

organizan	 en	 tres	 familias	 principales:	 ERK	 (asociada	 principalmente	 a	 crecimiento	 y	 mitosis),	 JNK	

Leyenda	 MAP	quinasas	

Síntesis	de	
proteínas	

Crecimiento	celular	
Ciclo	celular	InClamación	 Proliferación,	Diferenciación,	

Supervivencia	

Reorganización	
del	citoesqueleto	
Metabolismo	de	

glucosa	

Th17	 Treg	

TCRαβ	

ɛ			γ	
	

δ			ɛ	
	

Citoquinas	
Hormonas	
Metabolitos	

Activación	

Inhibición	
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(vinculada	a	respuestas	de	estrés)	y	p38	(implicada	en	in=lamación	y	producción	de	citocinas)	(199).	Las	

MAPK	funcionan	mediante	cascadas	de	fosforilación	en	tres	niveles	(MAPKKK	→	MAPKK	→	MAPK),	donde	

cada	paso	ampli=ica	la	señal	proveniente	de	estıḿulos	externos	como	citocinas,	factores	de	crecimiento	o	

estrés	 celular	 (199,200).	 Su	 actividad	 se	 regula	 dinámicamente	 mediante	 fosfatasas	 que	 revierten	 las	

fosforilaciones,	manteniendo	ası́	 el	equilibrio	en	 la	 señalización.	En	el	 contexto	de	 los	ALPID,	 las	MAPK	

desempeñan	un	papel	crucial	al	modular	la	activación	de	factores	de	transcripción	como	CREB	y	AP-1,	que	

a	su	vez	regulan	la	expresión	de	genes	implicados	en	respuestas	in=lamatorias	y	proliferación	celular	(198).	

La	 desregulación	 de	 estas	 vı́as	 puede	 contribuir	 a	 la	 patogénesis	 de	 ALPID	 al	 alterar	 procesos	

inmunológicos	clave,	como	la	activación	aberrante	de	linfocitos,	la	producción	descontrolada	de	citocinas	y	

los	defectos	en	la	apoptosis	(198).	Dada	su	participación	central	en	múltiples	aspectos	de	la	función	inmune,	

las	MAPK	representan	dianas	terapéuticas	prometedoras,	aunque	su	inhibición	requiere	un	enfoque	preciso	

debido	a	su	amplia	implicación	en	procesos	=isiológicos	esenciales.	

1.2.3.2	Vía	de	NF-κB	
 

El	 factor	 de	 transcripción	NF-κB	 está	 compuesto	 por	 cinco	miembros	 (RelA/p65,	 RelB,	 c-Rel,	 NF-

κB1/p50	y	NF-κB2/p52)	que	forman	diversos	homo	y	heterodı́meros	reguladores	de	la	expresión	génica	

(201).	 En	 estado	 basal,	 estos	 complejos	 permanecen	 inactivos	 en	 el	 citoplasma	 unidos	 a	 proteı́nas	

inhibidoras	(IκB),	cuyo	bloqueo	es	mediado	por	el	complejo	IKK	(formado	por	las	quinasas	IKKα/IKKβ	y	

la	 subunidad	 reguladora	NEMO/IKKγ)	 (201).	NF-κB	participa	 en	 dos	 vıás	 de	 activación	 principales:	 la	

canónica	(dependiente	de	IKKβ-NEMO),	que	responde	a	estıḿulos	proin=lamatorios	mediante	la	liberación	

de	heterodı́meros	p50/p65,	y	la	alternativa	(mediada	por	IKKα),	involucrada	en	procesos	de	desarrollo	y	

modulación	 inmune	 (201).	 En	 el	 contexto	 de	 los	 ALPID,	 mutaciones	 en	 componentes	 como	 NFKB1	

(p50/p105)	altera	la	homeostasis	inmunológica	al	inducir	expresión	aberrante	de	citocinas	in=lamatorias	

(IL-1β,	 IL-6,	 TNF-α),	 moléculas	 de	 adhesión	 y	 metaloproteasas,	 contribuyendo	 a	 fenómenos	 de	

autoinmunidad	 y	 linfoproliferación,	 evidenciando	 el	 papel	 crucial	 de	 esta	 vı́a	 en	 el	 equilibrio	 entre	

activación	y	tolerancia	inmunológica	(197,198).	

1.2.3.3	Vía	PI3K/AKT/mTOR	
	

La	vı́a	PI3K/AKT/mTOR	es	fundamental	en	la	regulación	del	crecimiento,	proliferación	y	supervivencia	

celular,	 especialmente	 en	 el	 contexto	 de	 los	 ALPID	 (198).	 Cuando	 se	 activan	 receptores	 como	 los	 de	

citoquinas	 o	 antıǵenos,	 la	PI3Kδ	(compuesta	 por	 las	 subunidades	 catalıt́ica	 p110δ	 y	 reguladora	 p85α)	

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	transcripción	FOXO	y	activa	

el	complejo	mTOR,	que	se	subdivide	en	mTORC1	y	mTORC2.	Mientras	mTORC1	regula	la	sı́ntesis	proteica	
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y	el	crecimiento	celular	a	través	de	la	fosforilación	de	p70S6K	(promueve	la	traducción	de	ARNm)	y	4E-

BP1	(regula	la	iniciación	de	la	traducción),	mTORC2	modula	el	citoesqueleto	y	la	supervivencia	celular.	A	

nivel	 molecular,	 AKT	 y	 mTORC1	 coordinan	 señales	 que	 impulsan	 la	 progresión	 del	 ciclo	 celular,	

especialmente	 durante	 la	 fase	G1	 y	 la	 transición	 a	 fase	 S	 (197,202).	AKT,	 una	 vez	 activado,	 estimula	 la	

expresión	de	ciclinas	D	 y	E	mediante	 la	 activación	de	 factores	de	 transcripción	 como	Myc,	 y	 al	mismo	

tiempo	inhibe	proteıńas	supresoras	del	ciclo	como	p21	y	p27,	que	normalmente	bloquean	la	actividad	de	

los	complejos	CDK-ciclina.	Esto	favorece	la	activación	de	CDK4/6	y	CDK2,	permitiendo	la	entrada	en	fase	

S.	Por	otro	lado,	mTORC1,	potencia	la	traducción	de	proteıńas	mediante	la	activación	de	p70S6K,	lo	cual	

promueve	la	sıńtesis	de	ciclinas	como	la	D1	y	otras	proteıńas	necesarias	para	la	división	celular	(197,202).	

En	trastornos	como	el	APDS,	mutaciones	en	PIK3CD	o	PIK3R1	provocan	una	hiperactivación	de	esta	vı́a,	lo	

que	 conduce	 a	 proliferación	 linfocitaria	 descontrolada,	 senescencia	 de	 células	 T,	 defectos	 en	 la	

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

1.2.3.4	Vía	de	JAK-STAT	
	

La	vı́a	JAK-STAT	es	una	ruta	esencial	en	la	señalización	celular	que	regula	procesos	inmunológicos,	como	

la	 diferenciación,	 proliferación	 y	 respuesta	 in=lamatoria	 (203).	 Cuando	 las	 citocinas	 se	 unen	 a	 sus	

receptores,	 activan	 las	quinasas	 JAK	(Janus	 Kinase),	 que	 fosforilan	 y	 reclutan	 factores	 de	

transcripción	STAT	(Signal	Transducer	and	Activator	of	Transcription).	Estos	dimerizan	y	se	translocan	al	

núcleo,	donde	modulan	 la	expresión	génica	(203).	En	el	contexto	de	 los	ALPID,	mutaciones	como	STAT3	

GOF	o	alteraciones	en	JAK	conducen	a	una	activación	constitutiva	de	esta	vıá,	provocando	linfoproliferación	

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

1.2.4	Tratamiento	farmacológico	de	los	PIRD	
	

Dada	la	complejidad	de	estas	enfermedades,	el	tratamiento	requiere	un	enfoque	dirigido	que	module	las	

vıás	de	señalización	hiperactivas,	evitando	la	inmunosupresión	excesiva	(204).	Aunque	los	glucocorticoides	

han	sido	el	pilar	convencional	para	el	manejo	de	enfermedades	 inmunomediadas	por	su	potente	efecto	

antiin=lamatorio,	 su	 uso	 prolongado	 conlleva	 efectos	 adversos	 signi=icativos,	 que	 van	 desde	 reacciones	

agudas	(como	episodios	psicóticos)	hasta	complicaciones	crónicas	(como	hipercortisolismo	 iatrogénico,	

osteoporosis	o	diabetes)	(205).	Debido	a	estos	riesgos,	se	han	desarrollado	terapias	más	selectivas,	como	

tacrolimus,	micofenolato	de	mofetilo,	leniolisib,	sirolimus	o	ruxolitinib,	que	actúan	de	forma	dirigida	

sobre	vıás	inmunológicas	especı=́icas	(204).	El	éxito	del	tratamiento	farmacológico	en	estos	casos	depende	

de	 lograr	 un	 equilibrio	 crucial:	 por	 un	 lado,	 debemos	 suprimir	 la	 actividad	 patológica	 de	 las	 células	 T	

efectoras,	y	por	otro,	preservar	o	incluso	potenciar	la	función	de	los	linfocitos	Treg	para	crear	un	ambiente	

inmunológico	 tolerogénico.	 Este	 enfoque	 balanceado	 nos	 permite	 restaurar	 la	 homeostasis	 del	 sistema	
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inmunitario,	controlando	e=icazmente	la	desregulación	inmunológica	mientras	mantenemos	un	per=il	de	

seguridad	más	 favorable	 que	 con	 terapias	 convencionales.	 A	 continuación,	 se	 detalla	 el	mecanismo	 de	

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

	

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

1.2.4.1	Inhibición	de	la	calcineurina:	tacrolimus	
	

El	tacrolimus	ejerce	su	efecto	inmunosupresor	al	interferir	especı=́icamente	con	la	vıá	de	señalización	

de	 la	calcineurina,	 un	proceso	 fundamental	para	 la	 activación	de	 los	 linfocitos	T	 (204,207).	Cuando	el	

antı́geno	se	une	al	TCR,	se	desencadena	una	cascada	de	señalización	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	translocación	al	núcleo	donde	

induce	la	expresión	de	la	IL-2	(208).	El	tacrolimus,	al	unirse	a	la	proteıńa	FKBP-12	(proteı́na	=ijadora	de	

inmuno=ilinas),	forma	un	complejo	que	bloquea	irreversiblemente	la	actividad	fosfatasa	de	la	calcineurina	

(207).	Esta	inhibición	impide	la	activación	de	NFAT	y,	en	consecuencia,	interrumpe	la	producción	de	IL-2	y	

otras	 citocinas	 esenciales	 para	 la	 proliferación	 y	 activación	 de	 los	 linfocitos	 T	 (207).	 Al	 suprimir	

selectivamente	esta	vıá	de	señalización,	el	tacrolimus	logra	un	efecto	inmunomodulador	más	dirigido	que	

los	glucocorticoides	convencionales	(204).	

1.2.4.2	Inhibición	de	la	síntesis	de	purinas:	micofenolato	de	mofetilo	
	

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	vıá	de	novo	de	sı́ntesis	de	guanosina	(209).	Tras	su	administración,	el	MMF	(un	profármaco)	es	

rápidamente	 transformado	 en	 su	 forma	 activa,	 el	ácido	 micofenólico	 (210).	 Esta	 conversión	 ocurre	

principalmente	 en	 el	hígado,	 donde	 las	esterasas	hepáticas	rompen	el	 grupo	 éster	del	MMF	mediante	

hidrólisis.	Una	vez	liberado,	el	ácido	micofenólico	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	inhibición	reduce	drásticamente	los	niveles	intracelulares	de	GTP	(guanosina	trifosfato),	

un	 nucleótido	 esencial	 para	múltiples	 procesos	 celulares.	 En	 la	sıńtesis	 de	 ácidos	 nucleicos,	 el	 GTP	 se	

incorpora	como	desoxiguanosı́n	trifosfato	(dGTP)	durante	la	replicación	del	ADN	(211)	y	como	nucleótido	

directo	en	la	transcripción	de	ARN	(ARNm,	ARNr	y	ARNt),	necesarios	para	la	producción	de	proteı́nas	(212).	

Además,	el	GTP	actúa	como	molécula	de	señalización	a	través	de	proteínas	G	(como	Ras	y	Rac)	que	regulan	

puntos	crıt́icos	del	ciclo	celular,	incluyendo	la	transición	G1/S	y	la	entrada	en	mitosis	(213).	Los	linfocitos	

activados,	 que	 dependen	 casi	 exclusivamente	 de	 la	 vı́a	de	 novo	para	 obtener	 GTP,	 ven	 ası	́ limitada	 su	

capacidad	de	proliferación	y	producción	de	citocinas	(214).	Al	interrumpir	este	proceso,	el	MMF	suprime	

selectivamente	la	expansión	clonal	de	linfocitos	autorreactivos,	lo	que	explica	su	e=icacia	con	un	per=il	de	

seguridad	más	favorable	que	otros	inmunosupresores	al	afectar	mıńimamente	a	células	que	utilizan	vıás	

alternativas	de	sı́ntesis	de	purinas	(214).	

1.2.4.3	Inhibición	de	PI3Kδ:	leniolisib		
	

Leniolisib	es	un	inhibidor	altamente	selectivo	de	la	isoforma	delta	de	la	PI3K	que	actúa	mediante	un	

mecanismo	competitivo	reversible,	uniéndose	especı=́icamente	al	dominio	catalıt́ico	de	la	subunidad	p110δ	

(215).	Esta	unión	 impide	la	 interacción	entre	p110δ	y	 la	subunidad	reguladora	p85α,	bloqueando	ası́	 la	

conversión	de	PIP2	a	PIP3	en	la	membrana	plasmática	de	células	inmunitarias	(216).	Al	interrumpir	esta	

reacción	clave,	leniolisib	previene	la	activación	de	la	cascada	de	señalización	PI3K/AKT/mTOR,	lo	que	se	
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traduce	en	una	regulación	negativa	de	la	proliferación	y	supervivencia	de	linfocitos	B	y	T	disfuncionales	

(216,217).	 Su	 especi=icidad	 por	 PI3Kδ	 (expresada	 principalmente	 en	 leucocitos)	 permite	 una	 acción	

dirigida	 que	 normaliza	 la	 diferenciación	 de	 linfocitos	 B	 (reduciendo	 poblaciones	 patológicas	 como	 las	

células	transicionales	y	CD21low	mientras	aumenta	los	linfocitos	B	maduros),	mejora	la	función	citotóxica	

de	 linfocitos	T/NK	 contra	 infecciones	 virales,	 y	 reduce	 signi=icativamente	 los	marcadores	de	 activación	

inmune	 desregulada	 (218–220).	 En	 el	 sı́ndrome	 de	 APDS,	 estas	 acciones	 farmacológicas	 corrigen	 las	

manifestaciones	 clıńicas	 principales:	 disminuyen	 la	 linfadenopatıá	 y	 esplenomegalia,	 normalizan	 los	

niveles	de	IgM	elevada,	y	mejoran	la	citopenia	autoinmune,	todo	ello	con	un	per=il	de	seguridad	favorable	

que	muestra	mıńimos	efectos	adversos	(cefalea	leve,	diarrea	ocasional)	y	carece	de	las	toxicidades	graves	

asociadas	a	inhibidores	menos	selectivos	de	PI3K	(198).	La	aprobación	por	la	FDA	en	2022	como	primer	

tratamiento	 dirigido	 para	 APDS	 subraya	 su	 papel	 transformador	 en	 el	 manejo	 de	 estos	 trastornos	

inmunorreguladores	(221).	

1.2.4.3	Inhibición	de	mTOR:	sirolimus		
	

El	 sirolimus	 (rapamicina)	 ejerce	 su	 acción	 inmunosupresora	 mediante	 un	 mecanismo	 molecular	

dirigido:	 al	 unirse	 a	 la	 proteı́na	FKBP-12,	 forma	 un	 complejo	 que	 se	 acopla	 al	 dominio	 de	 unión	 a	 la	

rapamicina	de	mTOR	en	el	complejo	mTORC1,	bloqueando	su	actividad	quinasa	(222).	Esta	 interacción	

inhibe	especı́=icamente	dos	blancos	clave:	la	proteı́na	p70S6K	(reduciendo	la	sı́ntesis	proteica	ribosómica)	

y	4E-BP1	(limitando	la	iniciación	de	la	traducción),	lo	que	interrumpe	la	progresión	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	señales	 tempranas	de	activación	 linfocitaria,	 sino	que	modula	selectivamente	su	proliferación	

posterior,	preservando	además	la	función	de	los	linfocitos	Treg	(225).	Esta	selectividad	se	explica	por	tres	

mecanismos	 clave:	 (1)	 las	 Treg	 poseen	 una	 dependencia	metabólica	 única	 basada	 en	β-oxidación	 de	

lípidos	(mTORC1-independiente),	a	diferencia	de	las	células	T	efectoras	que	requieren	glucólisis	aeróbica	

(mTORC1-dependiente);	 (2)	 el	 sirolimus	 preserva	 la	 señalización	 de	IL-2/STAT5	esencial	 para	 la	

supervivencia	 Treg,	 mientras	 bloquea	 las	 vıás	 proin=lamatorias	 (STAT3/mTORC1/p70S6K)	 que	

desestabilizan	FoxP3;	y	(3)	promueve	activamente	la	estabilidad	del	linaje	Treg	al	inhibir	su	diferenciación	

hacia	fenotipos	Th1/Th17	(vı́a	supresión	de	sus	factores	de	transcripción	T-bet/RORγt	respectivamente)	

(225–227).	Este	mecanismo	explica	su	particular	e=icacia	en	sıńdromes	linfoproliferativos	como	el	ALPS,	

donde	controla	la	expansión	clonal	patológica	manteniendo	un	per=il	de	seguridad	más	favorable	que	los	

inhibidores	 de	 calcineurina,	 con	menor	 riesgo	 de	 efectos	 como	 nefrotoxicidad	 (228).	 Estudios	 clıńicos	

demuestran	 que	 el	 sirolimus	 aumenta	 signi=icativamente	 la	 proporción	 de	 Treg	 FoxP3+	 funcionales	 en	

pacientes,	correlacionándose	con	menores	tasas	de	rechazo	agudo	y	mejor	control	de	autoinmunidad	(229).	
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1.2.4.4	Inhibición	de	JAK:	ruxolitinib	

		
El	 ruxolitinib	 es	 un	 inhibidor	 selectivo	 de	 las	quinasas	 JAK1	 y	 JAK2,	 que	 actúa	 bloqueando	

competitivamente	el	sitio	catalıt́ico	de	estas	enzimas,	cruciales	en	la	transmisión	de	señales	de	citocinas	

proin=lamatorias	(230,231).	Al	unirse	al	dominio	quinasa	de	JAK,	 impide	 la	 fosforilación	y	activación	de	

los	factores	 de	 transcripción	 STAT	(especialmente	 STAT3/STAT5),	 interrumpiendo	 ası́	 la	 cascada	 de	

señalización	 JAK-STAT	 (231).	 Esta	 inhibición	 reduce	 la	 expresión	 de	 genes	 implicados	 en	 proliferación	

celular,	supervivencia	y	producción	de	citocinas	(como	IL-6,	IFN-γ)	(232).	Su	especi=icidad	por	JAK1/JAK2	

frente	a	JAK3	le	con=iere	efectos	inmunomoduladores	clave	en	sı́ndromes	de	hiperactivación	inmune,	donde	

normaliza	 la	 respuesta	 in=lamatoria	 descontrolada	 sin	 suprimir	 globalmente	 la	 inmunidad	 (233,234).	

Además,	 su	 acción	 reversible	 permite	 un	 ajuste	 =ino	 de	 la	 dosis,	 minimizando	 efectos	 adversos	

hematológicos	(anemia,	 trombocitopenia)	asociados	a	 la	 inhibición	prolongada	de	JAK2	en	médula	 ósea	

(235).	

El	resumen	de	los	principales	fármacos	utilizados	en	el	tratamiento	de	los	PIRD	queda	re=lejado	en	la	

siguiente	tabla:	

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

Fármaco	 Diana	principal	 PIRD	 Uso	clave	 Referencia	

Tacrólimus	 Calcineurina	 IPEX,	HLH	 Supresión	de	linfocitos	T	autoreactivos	

(177,236)	

MMF	 IMPDH	
ALPS,	ALPID	(APDS,	

CTLA-4/LRBA)	
Reducción	de	linfocitos	B/T	autorreactivos	

Leniolisib	 PI3Kδ	 APDS,	ALPS	 Inhibición	de	la	vı́a	especı́Kica	PI3Kδ	

Sirolimus	 mTOR	
ALPS,	ALPID	(APDS,	

CTLA-4/LRBA)	

Control	de	la	linfoproliferación	y	

autoinmunidad	

Ruxolitinib	 JAK1/2	 STAT3	GOF,	HLH	 Bloqueo	de	la	señalización	de	citoquinas	

	

1.2.4.5	Efecto	farmacológico	sobre	las	células	Treg	
	

El	 estudio	 del	 impacto	 de	 los	 inmunosupresores	 sobre	 las	 células	 Treg	 es	 clave	 para	 optimizar	 el	

tratamiento	de	los	ALPID.	Su	preservación	o	expansión	podrıá	mejorar	el	per=il	de	seguridad	de	las	terapias,	

reduciendo	efectos	adversos	como	infecciones	o	autoinmunidad	secundaria.	Comprender	cómo	fármacos	

como	tacrolimus,	micofenolato,	sirolimus,	leniolisib	y	ruxolitinib	modulan	la	función	y	número	de	las	

Treg	 permitirı́a	 diseñar	 estrategias	 más	 selectivas:	 potenciando	 su	 actividad	 supresora	 cuando	 sea	

necesario	 (ej.	 en	 autoinmunidad)	 o	 evitando	 su	 depleción	 colateral	 (ej.	 en	 linfoproliferación).	 Esta	

aproximación	molecular	podrı́a	equilibrar	la	e=icacia	terapéutica	y	seguridad	en	los	ALPID,	donde	el	desafı́o	

es	controlar	la	desregulación	inmunitaria	sin	comprometer	la	tolerancia.	
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Medicamentos	como	el	tacrolimus,	MMF,	el	sirolimus,	el	ruxolitinib	y	el	leniolisib	actúan	mediante	

mecanismos	diversos	con	efectos	variables	sobre	las	subpoblaciones	de	Treg.	Por	ejemplo,	el	tacrolimus	

inhibe	e=icazmente	los	linfocitos	T	efectores	al	suprimir	la	activación	de	NFAT	inducida	por	el	TCR,	lo	que	

también	disminuye	la	expresión	de	FoxP3	y	la	producción	de	IL-2,	crucial	para	el	mantenimiento	y	función	

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	sı́ntesis	de	purinas,	afecta	preferentemente	a	linfocitos	T	convencionales	en	

proliferación,	pero	puede	preservar	parcialmente	las	Treg	debido	a	su	menor	dependencia	metabólica	de	

esta	 vıá	 (240–243).	 El	sirolimus	 promueve	 la	 estabilidad	 y	 función	 de	 las	Treg	mediante	 la	 inhibición	

especı=́ica	 de	 mTORC1,	 lo	 que	 reduce	 la	 diferenciación	 hacia	 linajes	 efectores	 (Th1/Th17)	 mientras	

preserva	la	vıá	FoxP3	dependiente	de	mTORC2,	esencial	para	la	supervivencia	de	las	Treg	(225–227).	Por	

otro	 lado,	 el	 ruxolitinib	 al	 inhibir	 JAK1/2,	 reduce	 la	 señalización	 de	 IL-2/STAT5	 (necesaria	 para	 la	

expansión	 de	 las	 Treg),	 pero	 simultáneamente	 suprime	 citoquinas	 como	 IFN-γ	 e	 IL-6	 que	 inducen	

resistencia	 a	 la	 supresión	 mediada	 por	 las	 Treg,	 mejorando	 ası́	 su	 funcionalidad	 neta	 en	 contextos	

in=lamatorios	 (244–247).	 Por	 su	 parte,	 el	 leniolisib	 representa	 un	 enfoque	 innovador	 al	 inhibir	

selectivamente	la	vıá	PI3Kδ,	crucial	en	la	proliferación	y	activación	de	células	inmunes	(248–251).	Si	bien	

ha	demostrado	e=icacia	en	el	sı́ndrome	de	APDS,	su	impacto	sobre	las	Treg	aún	no	se	ha	explorado	in	vitro.	

Estudiar	este	efecto	es	un	paso	clave	para	entender	su	potencial	en	modular	el	equilibrio	inmunológico,	

controlando	la	proliferación	excesiva	de	células	inmunes	sin	comprometer	la	función	de	las	Treg.	

	

En	 resumen,	 el	 sistema	 inmunológico	 es	 una	 red	 altamente	 especializada	 que	 integra	 mecanismos	

innatos	y	adaptativos	para	garantizar	la	defensa	del	organismo,	manteniendo	al	mismo	tiempo	la	tolerancia	

inmunológica.	 Las	 células	Treg	desempeñan	un	papel	 central	 en	 este	 equilibrio,	modulando	 respuestas	

in=lamatorias	 y	 previniendo	 la	 autoinmunidad.	 Sin	 embargo,	 alteraciones	 en	 su	 desarrollo,	 función	 o	

número,	ya	sea	por	defectos	genéticos	(como	en	las	tregopatıás)	o	por	disfunción	secundaria	(como	en	otros	

EII),	pueden	desencadenar	trastornos	inmunológicos	complejos.	El	estudio	de	estas	alteraciones	no	solo	ha	

permitido	 comprender	 mejor	 la	 =isiopatologıá	 de	 las	 enfermedades	 in=lamatorias	 y	 autoinmunes,	

monogénicas	(como	el	sıńdrome	IPEX,	la	de=iciencia	de	CTLA-4	o	el	APDS)	y	poligénicas,	sino	que	también	

ha	abierto	nuevas	perspectivas	terapéuticas	dirigidas	a	restaurar	la	homeostasis	inmunológica.	Avances	en	

el	 conocimiento	de	 las	vı́as	de	 señalización	 implicadas,	 como	PI3K/AKT/mTOR,	 JAK-STAT	y	NF-κB,	han	

facilitado	 el	 desarrollo	 de	 tratamientos	más	 especı́=icos,	 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	 regulación	

inmunológica	para	mejorar	el	diagnóstico	y	manejo	de	los	PIRD.	
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HIPÓTESIS	Y	OBJETIVOS	

"La	ciencia	y	la	vida	cotidiana	no	pueden	ni	deben	separarse."	

— Rosalind	Franklin	
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2.	Hipótesis	y	objetivos	
2.1	Hipótesis	
 

En	 la	 actualidad,	 se	 han	 identi=icado	 más	 de	 508	 tipos	 de	 inmunode=iciencias	 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	 desregulación	 inmunitaria	 signi=icativa.	 La	 desregulación	 del	

sistema	 inmunológico	 representa	 un	 desafıó	 en	 pacientes	 con	 EII,	 ya	 que	 aún	 no	 existen	 enfoques	

diagnósticos	ni	terapéuticos	efectivos.	Un	diagnóstico	más	preciso	de	la	patologıá	inmunológica	subyacente,	

junto	 con	 tratamientos	 dirigidos,	 podrıán	 ayudar	 a	 controlar	 la	 autoinmunidad	 y	 la	 in=lamación,	

previniendo	ası	́daños	en	órganos	vitales	(especialmente	en	niños	en	etapa	de	desarrollo)	y	facilitando	el	

acceso	 a	 terapias	 curativas.	 Las	 células	 T	 reguladoras	 (Treg)	 están	 implicadas	 en	 la	 desregulación	

inmunológica,	 por	 lo	 que	 su	 estudio	 detallado	 junto	 a	 la	 caracterización	 del	 per=il	 inmunológico	 en	

pacientes	 con	 EII	 con	 manifestaciones	 clıńicas	 de	 desregulación	 inmunológica	 podrı́an	 servir	 como	

biomarcadores	para	mejorar	su	diagnóstico	y	desarrollar	terapias	innovadoras.	

Bajo	este	contexto,	las	hipótesis	planteadas	en	esta	tesis	doctoral	son	las	siguientes:	

1. Las	 manifestaciones	 de	 desregulación	 inmunológica	 en	 pacientes	 con	 EII	 están	 directa	 o	

indirectamente	relacionadas	con	alteraciones	en	 las	células	Treg,	 lo	 cual	podrá	demostrarse	

mediante	el	estudio	de	su	fenotipo	y	función.	

2. La	implementación	de	un	enfoque	de	medicina	personalizada	de	precisión	en	el	manejo	de	
los	trastornos	primarios	de	regulación	inmunológica	(PIRD)	podrı́a	mejorar	signi=icativamente	

la	e=icacia	terapéutica	y	calidad	de	vida	de	los	pacientes	al	seleccionar	tratamientos	dirigidos	a	

las	alteraciones	 inmunológicas	y	vıás	moleculares	alteradas	en	cada	paciente.	Esta	estrategia	

permitirıá	reducir	los	efectos	adversos	asociados	a	terapias	inmunosupresoras	convencionales	

no	especı=́icas	y	potenciar	el	uso	de	fármacos	moduladores.	
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2.2	Objetivos	
 

Teniendo	en	cuenta	 las	hipótesis	planteadas,	el	objetivo	principal	 consistirá	en	determinar	el	per=il	

inmunológico	y	el	papel	directo	o	 indirecto	de	 las	células	Treg	en	 las	manifestaciones	de	desregulación	

inmunitaria	en	pacientes	pediátricos	con	EII.		

Para	alcanzar	este	objetivo	general,	se	plantean	los	siguientes	objetivos	especíBicos:	

1. Evaluar	la	presencia	de	alteraciones	en	diferentes	subpoblaciones	inmunológicas	(linfocitos	
T	y	B	y	sus	subpoblaciones,	monocitos,	células	dendrı́ticas,	células	NK,	granulocitos),	 incluyendo	

marcadores	 fenotıṕicos	 y	 de	diferenciación,	 en	pacientes	 con	EII	 y	 desregulación	 inmunológica,	

mediante	citometrıá	de	=lujo	multiparamétrica.	

2. Caracterizar	especíBicamente	la	población	de	células	Treg	en	pacientes	con	EII	y	desregulación	

inmunológica.	

3. Elucidar	 las	posibles	vías	 inmunológicas	 implicadas	en	 la	desregulación	 inmunológica	en	

pacientes	con	EII	y	desregulación	inmunológica.	

a) De=inir	 patrones	 sanguıńeos	 de	 la	 inmunopatologıá	 subyacente	 del	 paciente	 para	 un	
diagnóstico	preciso.		

b) Desarrollar	 una	 metodologıá	 de	 evaluación	 del	 estado	 de	 activación	 de	 las	 vı́as	
PI3K/AKT/mTOR,	JAK-STAT	y	NF-κB	mediante	análisis	proteómico	en	controles	sanos	para	

su	posterior	aplicación	en	pacientes	con	EII.		

4. Evaluar	 los	 mecanismos	 por	 los	 cuales	 los	 inmunomoduladores	 actualmente	 utilizados	
impactan	en	el	fenotipo	de	las	Treg	in	vitro.		

 

 

 

 

 

 

	

	



 

	
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 
"Si	sabes	que	estas	en	lo	correcto,	no	importa	lo	que	digan	los	demás."	

— Bárbara	McClintock	
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3.	Material	y	métodos	
 

Este	proyecto	se	desarrolló	en	la	Unidad	de	Inmunología	Clínica	e	InmunodeBiciencias	Primarias	

del	Hospital	 Sant	 Joan	 de	Déu	 (HSJD)	 y	Hospital	 Clínic	de	Barcelona	 (HCB);	 y	 el	Laboratorio	 de	

Inmuno-Regulación	 (LIR)	 del	 Instituto	 de	 Investigación	 Sanitaria	 Gregorio	 Marañón	 (IiSGM)	 de	

Madrid,	con	el	objetivo	de	caracterizar	las	alteraciones	inmunológicas,	especialmente	en	células	Treg,	en	

pacientes	 pediátricos	 con	 EII	 y	 manifestaciones	 de	 desregulación	 inmune.	 Mediante	 un	 diseño	

observacional	prospectivo,	se	analizaron	fenotipos	celulares	y	funcionalidad	de	Treg	mediante	citometrıá	

de	=lujo	multiparamétrica	y	bioinformática	utilizando	muestras	de	pacientes	de	ambos	centros	y	controles	

pediátricos	sanos	del	Biobanco	del	HSJD	y	del	Hospital	Universitario	Gregorio	Marañón	(HUGM).	Además,	

se	evaluó	in	vitro	el	efecto	de	inmunomoduladores	sobre	Treg	y	se	exploró	el	uso	diagnóstico	de	las	vıás	de	

señalización	PI3K/AKT/mTOR,	JAK-STAT,	NF-κB.	La	colaboración	entre	estos	centros	de	referencia	permitió	

reclutar	 una	 cohorte	 signi=icativa	 de	 pacientes	 con	 EII,	 una	 población	 poco	 frecuente,	 pero	 con	 alta	

necesidad	de	terapias	dirigidas,	con	el	=in	de	mejorar	el	diagnóstico	inmunológico	y	sentar	las	bases	para	

futuros	tratamientos	personalizados,	como	la	terapia	con	células	Treg,	que	podrı́an	aplicarse	no	solo	en	EII	

sino	también	en	otras	enfermedades	con	desregulación	inmune.	

3.1	Aspectos	éticos	
	

Esta	investigación	se	desarrolló	siguiendo	protocolos	aprobados	por	el	Comité	de	Ep tica	de	Investigación	

con	Medicamentos	(CEIm)	de	la	Fundación	Sant	Joan	de	Déu,	en	estricto	cumplimiento	de	los	principios	

éticos	internacionales.	El	estudio	se	adhirió	a:	(1)	la	Declaración	de	Helsinki	(revisión	de	Fortaleza,	2013)	

de	la	Asamblea	Médica	Mundial,	(2)	el	Convenio	de	Oviedo	sobre	derechos	humanos	y	biomedicina,	y	(3)	

el	marco	 legal	 español	 (Ley	 14/2007	 de	 Investigación	 Biomédica	 y	 Real	Decreto	 1716/2011).	 En	 todo	

momento	se	garantizó	 la	primacıá	de	 los	derechos,	seguridad	y	bienestar	de	 los	participantes	sobre	 los	

objetivos	cientı́=icos,	manteniendo	sin	alteraciones	el	seguimiento	clı́nico	habitual	de	los	pacientes.	

Previo	a	la	obtención	de	muestras	biológicas,	se	implementó	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	 años.	 Durante	 este	 proceso,	 se	 explicaron	 detalladamente	 los	

objetivos	de	la	investigación,	los	procedimientos	involucrados,	los	posibles	bene=icios	y	riesgos,	ası́	como	

los	 derechos	 de	 los	 participantes,	 incluyendo	 la	 voluntariedad	 de	 su	 participación	 y	 la	 posibilidad	 de	

retirarse	del	estudio	en	cualquier	momento	sin	consecuencias.	Se	otorgó	un	periodo	de	re=lexión	adecuado	

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

disposición	de	las	familias	como	constancia	del	proceso.	

El	tratamiento	de	los	datos	personales	y	clıńicos	se	rigió	por	la	normativa	europea	y	española	vigente	en	

materia	de	protección	de	datos	y	ética	en	investigación	biomédica.	Especı=́icamente,	se	cumplió	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	protección	de	las	personas	fı́sicas	en	lo	que	respecta	al	tratamiento	de	sus	

datos	personales	y	a	la	libre	circulación	de	estos	datos;	(2)	la	Ley	Orgánica	3/2018,	de	5	de	diciembre,	

de	Protección	de	Datos	Personales	y	garantía	de	los	derechos	digitales	(LOPDGDD),	que	adapta	el	

ordenamiento	jurı́dico	español	al	RGPD	y	(3)	la	Ley	41/2002,	de	14	de	noviembre,	básica	reguladora	

de	 la	 autonomía	 del	 paciente	 y	 de	 derechos	 y	 obligaciones	 en	 materia	 de	 información	 y	

documentación	clínica,	que	garantiza	el	derecho	a	 la	 intimidad	y	a	 la	con=idencialidad	de	 los	datos	de	

salud.	Adicionalmente,	se	diseñó	un	plan	de	gestión	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	cientı́=ico	o	social	Se	mantuvo	especial	atención	en	proteger	

la	 identidad	de	 los	menores	y	en	garantizar	que	su	participación	no	 inter=iriera	con	 la	atención	médica	

habitual	que	recibı́an	El	diseño	del	estudio	incluyó	mecanismos	para	preservar	la	privacidad	de	los	datos	

personales	y	minimizar	cualquier	riesgo	potencial	asociado	con	la	investigación	cumpliendo	ası́	con	los	más	

altos	estándares	éticos	en	investigación	biomédica	con	población	pediátrica	

3.2	Diseño	del	estudio	de	cohorte	
	

Este	 estudio	 prospectivo	 de	 cohorte	 observacional	 incorpora	 un	modelo	 experimental	 en	 el	 que	 se	

analizarán	muestras	sanguı́neas	para	realizar	inmunofenotipado,	evaluar	la	función	de	las	células	Treg	y	

estudiar	 las	 vıás	 inmunológicas	 relevantes.	 El	 diseño	 combina	 el	 seguimiento	 longitudinal	 de	 los	

participantes	 con	 técnicas	 de	 laboratorio	 avanzadas,	 integrando	 ası	́ la	 observación	 clıńica	 con	 la	

investigación	traslacional	para	obtener	una	comprensión	integral	de	los	mecanismos	inmunopatológicos.	

Este	enfoque	metodológico	es	particularmente	adecuado	para	el	estudio	de	enfermedades	con	componente	

inmunológico,	 ya	 que	 no	 solo	 describe	 las	 anomalı́as	 presentes,	 sino	 que	 también	 investiga	 sus	 bases	

moleculares	subyacentes.	

3.2.1	Población	de	estudio:	criterios	de	inclusión	y	de	exclusión	
 

La	investigación	se	centrará	en	una	cohorte	de	pacientes	pediátricos	(≤	18	años)	diagnosticados	con	EII	

que	presenten	desregulación	inmunológica	(denominados	PIRD)	siguiendo	los	criterios	establecidos	por	la	

Sociedad	Europea	de	Inmunode=iciencias	(ESID).	Para	ser	incluidos,	los	participantes	deberán	mostrar	al	
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menos	 una	 de	 las	 siguientes	manifestaciones	 clıńicas:	manifestaciones	 autoinmunes,	 linfoproliferación,	

eccema	 severo,	 enfermedad	 in=lamatoria	 intestinal,	 granulomas,	 vasculitis	 o	 cuadros	 similares	 a	

linfohistiocitosis	hemofagocı́tica.	Además,	deberán	presentar	al	menos	una	anomalı́a	numérica	o	funcional	

en	los	estudios	inmunológicos	sin	evidencia	de	de=iciencia	profunda	de	células	T	o	B.	Se	excluirán	aquellos	

pacientes	con	diagnóstico	actual	de	infección	por	VIH,	enfermedades	hematooncológicas	en	tratamiento	

con	quimioterapia	o	que	no	proporcionen	su	consentimiento	informado	por	escrito	para	participar	en	el	

estudio.	

3.2.2	Reclutamiento	de	pacientes	y	recolección	de	muestras	
 

Para	la	selección	de	pacientes,	se	contó	con	la	colaboración	de	dos	hospitales	españoles	de	referencia	en	

el	diagnóstico	y	tratamiento	de	inmunode=iciencias	primarias	en	población	infantil:	el	Hospital	Sant	Joan	

de	Déu	en	Barcelona	y	el	Hospital	Gregorio	Marañón	en	Madrid,	centros	designados	como	CSUR	(Centro,	

Servicio	 o	 Unidad	 de	 Referencia).	 Ambos	 centros	 mantienen	 una	 estrecha	 colaboración	 con	 diversas	

instituciones	especializadas	a	nivel	nacional	e	internacional.	Cabe	destacar	que	la	Unidad	de	Inmunologı́a	

Clı́nica	e	Inmunode=iciencias	Primarias	del	Hospital	Sant	Joan	de	Déu	forma	parte	de	la	Red	Europea	de	

Referencia	(ERN)	RITA,	dedicada	al	estudio	de	las	inmunode=iciencias.	

El	reclutamiento	se	llevó	a	cabo	durante	un	periodo	de	tres	años,	logrando	incluir	en	el	estudio	un	total	

de	 51	 pacientes	 pediátricos	 (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	

participación	coordinada	de	estos	dos	centros	de	excelencia	permitió	alcanzar	el	número	de	participantes	

necesario	para	garantizar	la	validez	de	los	resultados.	Esta	colaboración	interinstitucional	fue	fundamental	

para	 superar	 los	 desafıós	 que	 plantea	 la	 investigación	 en	 patologı́as	 de	 baja	 prevalencia.	 El	 estudio	

contempló	la	realización	de	análisis	de	muestras	y	recogida	de	datos	clı́nicos	iniciales	en	el	momento	de	

inclusión	 de	 cada	 paciente	 (T0).	 Cuando	 el	 médico	 responsable	 indicó	 la	 necesidad	 de	 iniciar	 terapia	

inmunomoduladora,	se	evaluó	la	respuesta	al	tratamiento	mediante	controles	clı́nicos	y	pruebas	analı́ticas	

a	los	3	meses	(T1)	y	6	meses	(T2),	registrando	todos	los	hallazgos	en	la	historia	clı́nica	según	los	protocolos	

habituales	 de	 seguimiento	 para	 estos	 pacientes.	 Aproximadamente	 la	mitad	 de	 los	 niños	 participantes	

(50%)	requirió	este	tipo	de	tratamiento	inmunomodulador	durante	el	transcurso	del	estudio.	Las	variables	

clıńicas	recogidas	se	muestran	en	el	Anexo	2.	

3.2.3	Estudios	inmunológicos	
	

Los	 estudios	 inmunológicos	 realizados	 sobre	 los	 pacientes	 PIRD	 incluyen:	 1)	 Inmunofenotipado	

extendido	a	través	de	citometrıá	de	=lujo	multiparamétrica	y	2)	estudio	de	la	funcionalidad	Treg	a	través	de	

su	estimulación	celular.	La	Figura	14	resume	la	metodologı́a	utilizada	en	el	estudio	de	los	PIRD.	
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Figura	14	|	Resumen	grá@ico	de	la	metodología	utilizada	para	el	diseño	del	estudio	y	la	metodología	experimental.	Imagen	
creada	con	Biorender. 	

A) Metodología diseño del estudio 

B) Metodología experimental 
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3.3	Procesamiento	de	las	muestras	
	

El	procesamiento	de	las	muestras	siguió	un	protocolo	estandarizado,	con	mı́nimas	variaciones	según	el	

centro	de	procedencia.	Las	muestras	consistieron	en	sangre	periférica	obtenida	por	venopunción	durante	

controles	clıńicos	rutinarios,	recolectadas	en	tubos	con	heparina	de	litio	 (HepLi)	(BD	Vacutainer,	REF:	

368886)	 para	 preservar	 la	 viabilidad	 celular.	 Dada	 la	 naturaleza	 pediátrica	 del	 estudio,	 el	 volumen	 de	

sangre	 extraıd́a	 se	 ajustó	 al	 peso	 del	 paciente	 (no	 se	 superaron	 los	 10	 mL).	 La	 HepLi	 actúa	 como	

anticoagulante	al	potenciar	 la	actividad	de	 la	antitrombina	 III	 (ATIII),	 inhibiendo	ası́	 la	 trombina	 y	el	

factor	Xa	para	prevenir	la	coagulación.	A	diferencia	del	EDTA,	no	quela	el	calcio,	lo	que	preserva	mejor	la	

morfologıá	y	funcionalidad	celular,	(especialmente	en	leucocitos,)	siendo	ideal	para	estudios	inmunológicos	

funcionales	como	citometrıá	de	=lujo	o	ensayos	de	activación	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	si	lo	hace	el	EDTA.	En	el	proyecto	descrito,	su	uso	fue	clave	para	garantizar	la	calidad	de	

las	 muestras	 en	 los	 análisis	 de	 células	 Treg	 y	 vı́as	 de	 señalización	 como	 PI3K/AKT/mTOR,	 donde	 la	

integridad	celular	era	fundamental.	

Tras	 la	 extracción,	 las	 muestras	 fueron	 procesadas	 inmediatamente	 en	 fresco	 para	 los	 estudios	 de	

inmunofenotipo	 y	 función	 de	 células	 Treg,	 mientras	 que	 para	 los	 análisis	 de	 fosforilación	 proteica	 se	

criopreservaron	 células	 mononucleares	 en	 sangre	 periférica	 (PBMC,	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés).	 El	

procesamiento	se	realizó	en	paralelo	en	ambos	centros,	utilizando	protocolos	armonizados	de	citometrıá	

de	 =lujo	con	paneles	equivalentes	de	anticuerpos	para	garantizar	 la	comparabilidad	de	resultados.	Cabe	

destacar	que,	aunque	cada	centro	empleó	sus	propios	citómetros	(como	el	FACS	Lyric	en	HSJD-HCB	y	el	

MACSQuant	 en	 el	 IiSGM),	 se	 asentaron	 las	 estrategias	 de	 análisis	 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	anonimización	de	los	datos	según	el	plan	

de	gestión	aprobado	por	los	comités	de	ética	correspondientes.	

3.3.1	Aislamiento	y	criopreservación	del	plasma	
	

Una	vez	recibidas	las	muestras	procedentes	del	Biobanco	del	Hospital	Sant	Joan	de	Déu,	se	procedió	a	

su	procesamiento	inmediato.	En	primer	lugar,	se	separó	una	alı́cuota	para	realizar	tinciones	de	sangre	

completa.	 El	 volumen	 restante	 se	 centrifugó	 a	 400	 x	 *g*	 durante	 8	 minutos,	 siguiendo	 un	 protocolo	

estandarizado	por	el	propio	hospital,	con	el	=in	de	separar	el	plasma	de	los	componentes	celulares.	Tras	la	

centrifugación,	se	observaron	dos	fases	bien	diferenciadas	en	el	tubo.	La	capa	superior,	correspondiente	al	

plasma,	se	recolectó	cuidadosamente	y	se	distribuyó	en	varios	viales	de	500	µL,	dependiendo	del	volumen	

obtenido.	 Estas	 alıq́uotas	 se	 sometieron	 a	 un	 proceso	 de	 criopreservación	 escalonada,	 almacenándose	
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inicialmente	a	-20°C	y	posteriormente	a	-80°C,	para	garantizar	su	estabilidad	y	permitir	futuros	análisis	de	

citoquinas	y	autoanticuerpos.	

3.3.2	Tinción	de	sangre	completa	
	

Como	se	mencionó	anteriormente,	tras	la	recepción	de	la	muestra	se	extrajo	una	alıćuota	para	la	tinción	

de	sangre	completa,	siguiendo	un	protocolo	consensuado	entre	los	hospitales	de	Barcelona	y	Madrid	que	

minimizó	las	variaciones	metodológicas.	Para	la	tinción	de	sangre	completa	fue	necesario	un	volumen	de	

100	µL	 de	 sangre	por	panel	de	 citometrı́a	para	garantizar	una	adecuada	 cuanti=icación	de	poblaciones	

celulares	poco	frecuentes.	Para	el	estudio	inmunológico	PIRD,	se	emplearon	6	paneles	en	el	citómetro	BD	

FACS	 Lyric™	 (HSJD-HCB)	 y	 4	 paneles	 en	 el	 MACSQuant®	 Analyzer	 16,	 Miltenyi	 Biotech	 (IiSGM),	

añadiendo	 a	 cada	 tubo	 los	 anticuerpos	 correspondientes	 (ver	 sección	 3.5),	 preparados	 en	mezclas	 el	

mismo	 dıá	 de	 la	 recepción	 para	 asegurar	 su	 frescura	 y	 optimizar	 el	 procesamiento,	 garantizando	 ası	́

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	incubación,	se	procedió	a	la	lisis	de	eritrocitos	y	Bijación	celular	mediante	la	adición	

de	2	mL	de	solución	BD	FACSTM	Lysing	Solution	1X	(REF:	349202),	manteniendo	los	tubos	a	temperatura	

ambiente	y	protegidos	de	 la	 luz	durante	15	minutos.	Este	reactivo	combinó	simultáneamente	 la	 lisis	de	

glóbulos	rojos	y	la	=ijación	de	las	células	de	interés.	A	continuación,	las	muestras	se	centrifugaron	a	600	x	

*g*	durante	5	minutos,	se	eliminó	el	sobrenadante	y	se	realizó	un	lavado	con	2	mL	de	tampón	fosfato	salino	

(PBS,	por	sus	siglas	en	inglés)	1X,	repitiendo	la	centrifugación	en	las	mismas	condiciones	para	garantizar	la	

eliminación	completa	de	residuos.		

Para	el	análisis	especı́=ico	de	células	Treg,	se	realizó	un	protocolo	diferenciado:	tras	preparar	los	demás	

tubos	para	su	adquisición	inmediata	en	el	citómetro,	el	tubo	correspondiente	al	panel	de	Treg	fue	sometido	

a	un	proceso	de	=ijación	y	permeabilización	siguiendo	las	instrucciones	del	kit	Foxp3/Transcription	Factor	

Staining	Buffer	Set	(eBioscience™,	REF:	00-5523-00),	seguido	de	la	adición	de	anticuerpos	intracelulares	

contra	FoxP3	y	Helios,	los	cuales	se	incubaron	a	4°C	en	oscuridad	durante	30	minutos.	Finalmente,	se	lavó	

la	muestra	 con	2	mL	de	PBS	1X	mediante	 centrifugación	 a	 600	 x	 *g*	 durante	5	minutos	para	 eliminar	

residuos,	dejándola	lista	para	su	análisis	por	citometrı́a	de	=lujo.		

3.3.3	Aislamiento	de	PBMCs	y	estudio	funcional	de	linfocitos	Treg	
	

El	procedimiento	de	aislamiento	de	células	mononucleares	de	sangre	periférica	(PBMCs,	por	sus	siglas	

en	inglés)	se	llevó	a	cabo	mediante	un	gradiente	de	densidad	utilizando	Ficoll-Paque	(Lymphoprep™,	REF:	

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

532786)	para	garantizar	la	ausencia	de	contaminación	microbiana.	

Tras	extraer	el	plasma,	la	sangre	restante	se	diluyó	en	una	proporción	mı́nima	de	1:3	con	PBS	1X	estéril.	

Posteriormente,	 la	muestra	 se	depositó	 con	cuidado	en	un	tubo	Falcon	de	30	mL,	previamente	 cargado	

con	8	mL	de	Ficoll	(una	cantidad	optimizada	según	los	protocolos	del	HCB).	La	centrifugación	se	realizó	

a	800	×	*g*	durante	20	minutos,	utilizando	un	per=il	de	aceleración	y	frenado	suave	(modo	SLOW)	para	

evitar	perturbaciones	en	la	interfase	de	separación.	Una	vez	=inalizada	la	centrifugación,	se	extrajo	la	capa	

de	PBMCs,	visible	como	un	halo	blanquecino	situado	sobre	el	gradiente	de	Ficoll.	Esta	fracción	celular	se	

trans=irió	a	un	nuevo	tubo	Falcon	de	15	mL,	que	se	enrasó	con	PBS	1X	estéril	para	proceder	a	dos	lavados	

consecutivos	a	600	 ×	 *g*	 durante	 5	 minutos,	 lo	 que	 permitió	 eliminar	 residuos	 de	 Ficoll	 y	 células	 no	

deseadas,	obteniendo	un	pellet	limpio	de	PBMCs.	Finalmente,	el	pellet	se	resuspendió	en	medio	de	cultivo	

completo	X-VIVO®	(Lonza,	TheraPEAK™,	REF:	BE02-060Q),	suplementado	con	penicilina/estreptomicina	

(P/S)	 1X	y	2%	 de	 suero	 humano	 AB	 proporcionado	 por	 el	 banco	 de	 sangre	 y	 tejidos.	 Este	 suero	 fue	

previamente	 inactivado	 en	 el	 servicio	 de	 inmunologıá	 del	 HCB	 mediante	 tratamiento	 térmico	 a	56°C	

durante	 1	 hora.	 Para	 determinar	 la	 concentración	 celular,	 se	 utilizó	 un	contador	 automático	(Mindray,	

modelo	 BC-3600),	 lo	 que	 permitió	 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	CO2	a	una	concentración	de	1×10⁶	

células/mL	hasta	el	dıá	 siguiente	cuando	se	procedió	al	estudio	 funcional	de	 linfocitos	Treg,	 realizando	

primero	un	lavado	por	centrifugación	y	resuspensión	en	medio	X-VIVO	para	determinar	la	concentración	

exacta	mediante	contador	automático.	Una	vez	ajustada	la	densidad	celular,	se	sembraron	1×10⁶	células	

por	pocillo	en	placas	de	96	pocillos	con	fondo	curvo	(COSTAR®,	REF:	3799)	en	un	volumen	=inal	de	200	µL	

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	concentración	de	

50	ng/mL	y	1	µg/mL	respectivamente	durante	1	hora	en	las	mismas	condiciones	de	incubación.	Tras	lo	cual,	

se	añadió	monensina	(BD	GolgiStopTM,	REF:	51-2092KZ)	para	bloquear	especı́=icamente	la	secreción	de	IL-

10	sin	afectar	 la	expresión	de	CD69	 (un	marcador	 clave	de	activación	 celular	que	 sı	́ se	ve	 inhibido	por	

brefeldina	 A),	 continuando	 la	 incubación	 durante	 4	 horas	 adicionales	 hasta	 completar	 5	 horas	 de	

estimulación	total.	Finalizado	este	proceso,	las	células	se	recolectaron,	lavaron	con	PBS	(600	×	*g*,	5	min)	

y	se	tiñeron	con	el	tinte	de	viabilidad	BD	Horizon™	Fixable	Viability	Stain	510	(1	µL/10⁶	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	 tinción	 intracelular	de	FoxP3,	LAP	(lymphocyte	

activation	 products)	 e	 IL-10	 siguiendo	 el	 protocolo	 estandarizado	 para	 Treg	 en	 sangre	 completa	 (ver	

sección	3.3.2),	para	=inalmente	adquirir	las	muestras	en	el	citómetro	y	completar	el	análisis.	
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3.4	Impacto	de	inmunosupresores	sobre	el	fenotipo	Treg	
	

	

Figura	15	|	Resumen	grá@ico	de	la	metodología	utilizada	en	el	estudio	del	impacto	de	inmunosupresores	sobre	el	fenotipo	
Treg.	Las	siglas	F1C1	hacen	referencia	a	fármaco	1,	concentración	1	y	así	sucesivamente.	Imagen	creada	con	Biorender. 	

	

3.4.1	Obtención	de	PBMCs	de	donantes	sanos	
	

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	

función	de	las	células	Treg	(sección	3.3.3).			

A) Metodología experimental 

B) Modelo de estimulación y análisis de los datos 

CD4, CD8, Tr1 Tregs 

… 
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3.4.2	Exposición	de	PBMCs	a	fármacos	inmunosupresores	
	

Las	PBMCs	se	cultivaron	en	matraces	de	175	cm²	con	=iltro	(=isherscienti=ic,	REF:	353112)	conteniendo	

medio	X-VIVO	suplementado	con	P/S	y	suero	humano	AB	donde	se	incluyó	un	control	negativo,	un	control	

positivo	y	diferentes	concentraciones	de	cinco	fármacos	inmunomoduladores	(Tabla	3):	tacrolimus,	ácido	

micofenólico	(micofenolato	de	mofetilo	MMF),	rapamicina	(sirolimus),	ruxolitinib	y	leniolisib	seleccionados	

por	 su	 relevancia	 clıńica	 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	activación	de	linfocitos	T.	El	ruxolitinib,	inhibidor	de	JAK1/JAK2,	se	

incluyó	por	su	papel	en	la	modulación	de	vı́as	proin=lamatorias.	El	leniolisib,	inhibidor	selectivo	de	PI3Kδ,	

fue	 seleccionado	 por	 sus	 efectos	 en	 vı́as	 relacionadas	 con	 la	 proliferación	 y	 función	 de	 linfocitos	 T,	

particularmente	en	inmunode=iciencias	primarias	con	disfunción	reguladora.	

Para	evaluar	 los	efectos	celulares	de	tacrolimus,	 ácido	micofenólico	(MMF),	rapamicina	(sirolimus)	y	

ruxolitinib,	 se	 utilizaron	 concentraciones	 basadas	 en	 estudios	in	 vitro	previamente	 reportados	 en	 la	

literatura	cientı́=ica	(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	utilizó	un	rango	de	concentraciones	equivalente	a	0.5x,	

1x	y	5x	la	concentración	plasmática	terapéutica	máxima	(Cmax)	observada	in	vivo,	correspondiente	a	1.90	

µM	 hasta	 18.95	 µM.	 Este	 enfoque	 permitió	 evaluar	 exposiciones	 subterapéuticas,	 terapéuticas	 y	

supraterapéuticas	para	caracterizar	exhaustivamente	su	per=il	farmacológico.	

Fármaco	 Compañía	 Concentración	 Estudios	in	vitro	 Monitorización	
terapéutica	

Rapamicina	 MP	BiomedicalsTM,	REF:	159346	 20,	100,	500	ng/mL	 (252)	 (253–257)	

Ruxolitinib	 Jakavi®,	Novartis	Pharma	AG	 0,1,	0,3,	1	μM	 (258)	 (259,260)	

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

Ácido	

micofenólico	
Thermo	Fisher,	REF:	J61905.03	 5,	10,	15	μg/mL	 (252)	 (253–257)	

Tacrólimus	 Prograf®,	Astellas	Pharma	Inc.	 5,	10,	15	μg/mL	 (254)	 (253–257)	

	

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

	

Los	fármacos	tacrólimus	y	ruxolitinib	se	obtuvieron	directamente	del	servicio	de	farmacia	hospitalaria	

del	 HCB	 y	HSJD	 en	 sus	 formulaciones	 clı́nicas	 (solución	 intravenosa	 y	 comprimidos,	 respectivamente),	

mientras	que	la	rapamicina,	el	ácido	micofenólico	y	el	leniolisib	se	adquirieron	en	forma	de	polvo	lio=ilizado	

que	 requirió	 reconstitución	 en	 DMSO	 (dimetilsulfóxido,	 Sigma-Aldrich®,	 REF:	 D5879-1L),	 solvente	
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seleccionado	 por	 su	 capacidad	 para	 disolver	 compuestos	 hidrofóbicos	 gracias	 a	 su	 naturaleza	 polar	

aprótica,	protegiendo	además	la	estabilidad	molecular	de	los	fármacos	durante	la	criopreservación	a	-20°C	

al	prevenir	su	degradación	por	hidrólisis	u	oxidación,	y	permitiendo	su	adecuada	penetración	celular	en	

bajas	concentraciones	sin	afectar	la	viabilidad.	Especı=́icamente	para	el	ácido	micofenólico,	se	optó	por	la	

forma	 activa	 en	 lugar	 del	 profármaco	 (micofenolato	 de	 mofetilo)	 debido	 a	 la	 ausencia	 en	 los	 cultivos	

celulares	 de	 las	 esterasas	 necesarias	 para	 su	 activación	 metabólica,	 asegurando	 ası	́ la	 disponibilidad	

inmediata	del	principio	activo	para	inhibir	la	IMPDH	en	los	linfocitos.	Finalmente,	las	células	se	incubaron	

a	37°C	en	atmósfera	humidi=icada	con	5%	de	CO₂	durante	72	horas,	permitiendo	una	interacción	óptima	

entre	los	fármacos	y	las	células	en	condiciones	controladas.	Este	periodo	de	incubación	fue	seleccionado	

para	 garantizar	 una	 exposición	 adecuada	 que	 permitiera	 observar	 los	 efectos	 farmacológicos	 sobre	 las	

poblaciones	celulares.	

3.4.3	Estudio	fenotípico	de	células	Treg	
	

Tras	 completar	 las	72	horas	de	 incubación,	 las	PBMCs	se	estimularon	y	 tiñeron	utilizando	el	mismo	

protocolo	y	reactivos	descritos	en	el	estudio	de	funcionalidad	de	células	Treg	(ver	sección	3.3.3).	Para	ello,	

se	sembraron	1	×	10⁶	células	por	pocillo,	empleando	cuatro	pares	de	pocillos	por	concentración	de	fármaco:	

uno	 sin	 estimular	 y	 otro	 estimulado,	 destinándose	 cada	 par	 a	 uno	 de	 los	 cuatro	 paneles	 de	 citometrıá	

empleados	para	este	estudio	(ver	sección	3.5).	Una	vez	=inalizada	la	tinción,	las	células	se	adquirieron	por	

el	citómetro	para	su	análisis.	

3.5	Inmunofenotipado	(paneles	de	citometría)	
	

Las	muestras	de	la	presente	tesis	se	adquirieron	en	el	citómetro	de	análisis	clı́nico	BD	FACS	LyricTM.	El	

citómetro	cuenta	con	marcaje	CE	IVD,	lo	que	certi=ica	que	cumple	con	los	requisitos	de	la	Unión	Europea	

para	 dispositivos	 de	 diagnóstico	in	 vitro	(IVD,	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés).	 Combina	 alta	 tecnologı́a	 con	

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

Equipado	con	tres	láseres	de	estado	sólido	(azul,	rojo	y	violeta)	y	utilizándose	en	su	con=iguración	de	

12	colores,	el	sistema	permitió	una	caracterización	fenotıṕica	más	detallada	de	las	poblaciones	celulares	a	

estudiar.	El	láser	azul,	con	una	potencia	de	20	mW,	opera	a	una	longitud	de	onda	(λ)	de	488	nm,	siendo	ideal	

para	=luorocromos	clásicos	como	FITC,	PE	y	sus	conjugados	(PE-Cy7).		El	láser	rojo,	con	una	potencia	de	40	

mW,	opera	a	una	longitud	de	onda	de	640	nm,	optimizado	para	=luorocromos	como	APC,	APC-Cy7	y	APC-

R700.	Por	último,	el	láser	violeta	con	una	potencia	de	40	mW,	opera	a	una	longitud	de	onda	de	405	nm,	

esencial	para	=luorocromos	modernos	como	la	serie	BD	HorizonTM	Brilliant	Violet	(BV)	421,	510,	605,	711	

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

rendimiento.	La	calidad	de	la	adquisición	de	muestras	está	respaldada	por	múltiples	controles	integrados	

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

automatizados,	que	incluyen	grá=icos	de	Levey-Jennings	para	monitorear	el	rendimiento	del	instrumento	a	

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

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

3.5.1	Paneles	de	sangre	completa	
	

Para	el	estudio	exhaustivo	del	sistema	inmunológico	de	los	pacientes	PIRD,	se	diseñaron	y	optimizaron	

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

Panel	 Fluorocromo	 mAb	 Clon	(RUO)	 Referencia	 Compañía	 RRID	 Volumen	
(µL)	

(1)	
Linfocitos	T	

BV421	
BV510	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

PerCP-Cy5.5	
PE-Cy7	
APC	
R718	
APC-H7	

CD45RA	
CXCR5	
HLA-DR	
CD27	
CD31	
CD4	
CXCR3	
CD8	
CCR6	
CCR10	
CCR4	
CD3	

HI100	
RF8B2	
G46-6	
M-T271	
L133.1	
RPA-T4	

1C6/CXCR3	
SK1	
11A9	
1B5	
1G1	
SK7	

562885	
563105	
562845	
564893	
744757	
555346	
557185	
565310	
560620	
564771	
752567	
560176	

BD	

AB_2737864	
AB_2738008	

	
AB_2739003	
AB_2742460	
AB_395751	
AB_396596	
AB_2687497	
AB_1727440	
AB_2738943	
AB_2917554	
AB_1645475	

1,2	
4	
2	
2	
2	
10	
10	
4	
2	
2	
10	
2	

(2)	
Linfocitos	
Treg	

BV421	
BV510	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

PerCP-Cy5.5	
PE-Cy7	

Alexa	Fluor-647	
R718	
APC-H7	

CD45RA	
	

HLA-DR	
CD27	
CD31	
CD4	
CD127	
CD8	
CD25	
Helios	
FoxP3	
CD3	

HI100	
	

G46-6	
M-T271	
L133.1	
RPA-T4	

HIL-7R-M21	
SK1	

M-A251	
22F6	

259D/C7	
SK7	

562885	
	

562845	
564893	
744757	
555346	
557938	
565310	
561405	
563951	
566935	
560176	

BD	

AB_2737864	
	
	

AB_2739003	
AB_2742460	
AB_395751	
AB_2296056	
AB_2687497	
AB_10646034	
AB_2738506	

	
AB_1645475	

1,2	
	
2	
2	
2	
10	
4	
4	
4	
4	
10	
2	

(3)	
DC	/	

BasóQilos	

BV421	
BV510	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

PerCP-Cy5.5	
PE-Cy7	

CD141	
CD21	
HLA-DR	

	
	

Linaje	
CD1c	
CD123	
CD11c	

1A4	
B-ly4	
G46-6	
	
	

NCAM16.2,M	
F10/21A3	

7G3	
B-ly6	

565321	
740165	
562845	

	
	

340546	
564900	
558714	
561356	

BD	

AB_2739180	
AB_2739918	

	
	
	

AB_400053	
AB_2739006	
AB_1645547	
AB_10611859	

4	
2	
2	
	
	
20	
4	
2	
2	
10	
4	
	
4	

APC	 CD34	
CD117	

581	
YB5.B8	

555824	
550412	

AB_398614	
AB_398461	

R718	
APC-H7	

	
CD45	

	
2D1	

	
560178	

	
AB_1645479	

Continuación	
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(4)	
T	/B	/	NK	

BV421	
V500-C	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

PerCP-Cy5.5	
PE-Cy7	
APC	
R718	
APC-H7	

CD19	
CD45	
CD14	
TCRγδ	
CD10	
CD4	
CD56	
CD8	
CD16	
CD62L	

	
CD3	

HIB19	
HI30	
M5E2	
11F2	
HI10a	
RPA-T4	
B159	
SK1	
3G8	
SK11	
	

SK7	

562440	
560777	
564054	
745505	
564960	
555346	
555516	
565310	
557744	
566791	

	
560176	

BD	

AB_11153299	
AB_1937324	
AB_2687593	
AB_2743041	
AB_2739025	
AB_395751	
AB_395906	
AB_2687497	
AB_396850	
AB_2869869	

	
AB_1645475	

2	
2	
2	
4	
2	
10	
10	
4	
1	
2	
	
2	

(5)	
Linfocitos	TFH	

BV421	
BV510	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

PerCP-Cy5.5	
PE-Cy7	
APC	

APC-R700	
APC-H7	

CD45RA	
CXCR5	
CD25	
ICOS	
CD28	
CD4	
CXCR3	
CD8	
CCR6	
PD-1	
CD127	
CD3	

HI100	
RF8B2	
BC96	
DX29	
L293	
RPA-T4	

1C6/CXCR3	
SK1	
11A9	
MIH4	

HIL-7R-M21	
SK7	

562885	
563105	
567571	
563833	
742530	
555346	
557185	
565310	
560620	
558694	
565185	
560176	

BD	
	

AB_2737864	
AB_2738008	
AB_2916650	
AB_2738440	
AB_2740848	
AB_395751	
AB_396596	
AB_2687497	
AB_1727440	
AB_1645458	
AB_2739099	
AB_1645475	

1,2	
4	
4	
10	
2	
10	
10	
4	
2	
20	
2	
2	

(6)	
Linfocitos	B	

BV421	
BV510	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

PerCP-Cy5.5	
PE-Cy7	
APC	

CD19	
PD-1	
CD138	
CD27	
CD10	
CD21	
IgD	
CD24	
CD38	
CD5	

HIB19	
EH12.1	
MI15	
M-T271	
HI10a	
B-ly4	
IA6-2	
ML5	
HIT2	
UCHT2	

562440	
565185	
563294	
564893	
564960	
561372	
555779	
561647	
560677	
555355	

BD	

AB_11153299	
AB_2739099	
AB_2738122	
AB_2739003	
AB_2739025	
AB_10895576	
AB_396114	
AB_10896818	
AB_1727473	
AB_398594	

2	
2	
5	
2	
2	
2	
20	
4	
2	
10	
2	
2	
4	

R718	
CD80	
CD86	

L307.4		
BU63	

567055	
751920	

	
AB_2917042	

APC-H7	 CD45	 2D1	 560178	 AB_1645479	
	

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

	

El	uso	simultáneo	de	=luorocromos	Brilliant	Violet™	en	un	mismo	panel	de	citometrıá	de	=lujo	requiere	

la	 incorporación	 del	Brilliant	 Stain	 Buffer	 (BD,	 REF:	 563794)	 debido	 a	 un	 fenómeno	 conocido	

como	interacción	entre	polímeros	conjugados.	Los	=luorocromos	BV421,	BV510,	BV605,	BV711	y	BV786	

están	basados	en	polı́meros	conjugados	=luorescentes,	presentando	estructuras	hidrofóbicas	que	tienden	a	

agregar	en	una	solución	acuosa	y	una	alta	densidad	de	cargas	negativas	debido	a	sus	grupos	sulfonados.	Al	

utilizarse	simultáneamente	en	un	mismo	panel,	pueden	agregarse	e	interactuar	entre	sı,́	compitiendo	por	

la	 unión	 a	 sus	 moléculas	 diana.	 Estas	 interacciones	 no	 especı́=icas	 generan	 quenching	 Lluorescente	

(fenómeno	 fı́sico-quı́mico	 que	 reduce	 o	 anula	 la	 emisión	 de	 =luorescencia	 de	 un	 =luorocromo	 debido	 a	

interacciones	no	deseadas	con	su	entorno	molecular),	aumentan	el	ruido	de	fondo	y	distorsionan	los	datos,	
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comprometiendo	 la	 resolución	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	 dispersión	 en	 solución,	 asegurando	 que	 cada	 =luorocromo	 se	 una	 e=icientemente	 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	de=iniciones	fenotı́picas	para	analizar	quedan	recogidas	en	la	Tabla	4.	

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

	

Panel	 Población	 Análisis	sobre	 DeQinición	fenotípica	

(1)	
Linfocitos	T	

Linfocitos	T	 FSC	/	SSC	 CD3+	
Linfocitos	T	CD4	 Linfocitos	T	 CD3+CD4+	
Linfocitos	T	CD4	activados	

Linfocitos	T	CD4	
	

CD3+CD4+CD45RA-HLA-DR+	
Linfocitos	T	CD4	RTE	 CD3+CD4+CD45RA+CD31+	
Linfocitos	T	CD4	naı̈ve	 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	 CD4	CM,	CD4	EM,	CD4	TEMRA	
Th0	 CD3+CD4+CXCR3-CCR4-CCR6-	
Th1	 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+	

TFH1	

TFH	

CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-CD127+	
CXCR3+	

TFH2	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-CD127+	
CXCR3-CCR6-	

TFH17	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-CD127+	
CCR6+	

TFH22	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-CD127+	
CCR6+CCR10+	

TFH1-17	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+CCR6+CXCR3+	

Linfocitos	T	CD8	 Linfocitos	T	 CD3+CD8+	
Linfocitos	T	CD8	activados	

Linfocitos	T	CD8	

CD3+CD8+CD45RA-HLADR+	
Linfocitos	T	CD8	RTE	 CD3+CD8+CD45RA+CD31+	
Linfocitos	T	CD8	naı̈ve	 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	
Treg	

Linfocitos	T	 FSC	/	SSC	 CD3+	
Linfocitos	T	CD4	 Linfocitos	T	 CD3+CD4+	
Linfocitos	Treg	 Linfocitos	T	CD4	 CD3+CD4+CD25hiCD127low	

Continuación	
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Panel	 Población	 Análisis	sobre	 DeQinición	fenotípica	

(2)	
Linfocitos	Treg	
(Continuación)	

Linfocitos	Treg	
activados	

Linfocitos	Treg	

CD3+CD4+CD25hiCD127lowCD45RA-	HLADR+	

Linfocitos	Treg	RTE	 CD3+CD4+CD25hiCD127lowCD45RA+CD31+	
Linfocitos	Treg	
naı̈ve	 CD3+CD4+CD25hiCD127lowCD45RA+CD27+	

Linfocitos	Treg	CM	 CD3+CD4+CD25hiCD127lowCD45RA-CD27+	
Linfocitos	Treg	EM	 CD3+CD4+CD25hiCD127lowCD45RA-CD27-	
Linfocitos	Treg	
TEMRA	 CD3+CD4+CD25hiCD127lowCD45RA+CD27-	

nTreg	 CD3+CD4+CXCR3-CCR4-CCR6-	
pTreg	 CD3+CD4+CXCR3+CCR4-CCR6-	
Linfocitos	T	CD8	 Linfocitos	T	 CD3+CD8+	

(3)	
DC	/	BasóQilos	

Leucocitos	 FSC	/	SSC	 CD45+	
Basóiilos	 Leucocitos	 CD45+CD123+SSClow	
DC	 CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+	
DC	foliculares	

DC	

CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+	CD21+	
moDC	 CD45+SSC/FSC	CD3-CD14-CD11c+	

Pre-pDC	 CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+CD11c-
CD123+/-	

pDC	 CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+CD11c-	
CD123+	

mDC		 CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+	
CD11c+CD123+/-	

mDC1	

mDC	

CD45+CD3-CD14-CD20-CD56-HLA-DR+	
CD11c+CD123+/-BDCA3+	

mDC2	 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+	

(4)	
T	/B	/	NK	

Leucocitos	 FSC	/	SSC	 CD45+	
Granulocitos	 Leucocitos	 CD45+	SSC/FSC	
Eosinóiilos	 Granulocitos	 CD45+CD16-CD10-	
Neutróiilos	 CD45+CD16+CD10+	
Neutróiilos	
bandeados	

Neutróiilos	

CD45+CD16+CD10+CD62L+CD16low	

Neutróiilos	
CD62Ldim	 CD45+CD16+CD10+CD62L+CD16+	

Neutróiilos	
segmentados	 CD45+CD16+CD10+CD62LlowCD16+	

NK	 Linfocitos	 CD3-CD16+/-	CD56+/-	
NK	CD16+CD56++	

NK	
CD3-CD16+	CD56++	

NK	CD16+CD56+	 CD3-CD16+CD56+	
NK	CD16+CD56-	 CD3-CD16+	CD56-	
NKT	 Linfocitos	T	 CD3+CD16+/-	CD56+	
Monocitos	 Leucocitos	 CD45+	SSC/FSC	CD3-CD14+	
Monocitos	clásicos	

Monocitos	

CD45+	SSC/FSC	CD3-CD14+CD16-	
Monocitos	
intermedios	 CD45+	SSC/FSC	CD3-CD14+CD16+	

Monocitos	no	
clásicos	 CD45+	SSC/FSC	CD3-CD14lowCD16+	

Linfocitos	B	 Linfocitos	 CD3-CD19+	
Linfocitos	T	 CD3+CD19-	
Linfocitos	T	CD4	 Linfocitos	T	 CD3+CD19-CD4+	
Linfocitos	T	CD4	γδ	 Linfocitos	T	CD4	 CD3+CD19-CD4+TCRγδ+	
Linfocitos	T	CD8	 Linfocitos	T	 CD3+CD19-CD8+	
Linfocitos	T	CD8	γδ	 Linfocitos	T	CD8	 CD3+CD19-CD8+TCRγδ+	

Continuación	
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Panel	 Población	 Análisis	sobre	 DeQinición	fenotípica	

(4)	
T	/B	/	NK	

(Continuación)	

Linfocitos	T	DP	 Linfocitos	T	 CD3+CD19-CD4+CD8+	
Linfocitos	T	DP	γδ	 Linfocitos	T	DP	 CD3+CD19-CD4+CD8+TCRγδ+	
Linfocitos	T	DN	 Linfocitos	T	 CD3+CD19-CD4-CD8-	
Linfocitos	T	DN	γδ	 Linfocitos	T	DN	 CD3+CD19-CD4-CD8-TCRγδ+	

(5)	
Linfocitos	TFH	

Linfocitos	T	 FSC	/	SSC	 CD3+	
Linfocitos	T	CD4	 Linfocitos	T	 CD3+CD4+	

TFH	 Linfocitos	T	CD4	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+	

TFH	activadas	
TFH	

CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+PD1+ICOS+	

TFH1	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+CXCR3+	

TFH1	activadas	 TFH1	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+CXCR3+PD1+ICOS+	

TFH2	 TFH	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+CXCR3-CCR6-	

TFH2	activadas	 TFH2	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+CXCR3-CCR6-PD1+ICOS+	

TFH17	 TFH	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+CCR6+	

TFH17	activadas	 TFH17	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+CCR6+PD1+ICOS+	

TFH1-17	 TFH	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+CXCR3+CCR6+	

TFH1-17	activadas	 TFH1-17	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-CD25-
CD127+CXCR3+CCR6+	PD1+ICOS+	

TFR	 Linfocitos	T	CD4	 CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-
CD25+CD127low	

Linfocitos	T	CD8	 Linfocitos	T	 CD3+CD8+	
Linfocitos	T	CD8	regulador	 Linfocitos	T	CD8	 CD3+CD8+CD28-	

(6)	
Linfocitos	B	

Leucocitos	 FSC	/	SSC	 CD45+	
Linfocitos	B	 Leucocitos	 	CD45+CD19+	
Linfocitos	B	activados	

Linfocitos	B	

CD45+CD19+CD80+CD86+	
Linfocitos	B	senescentes	 CD45+CD19+PD-1+	
Linfocitos	B	IgD+CD27-	 CD45+CD19+IgD+CD27-	

Linfocitos	B	transicionales	 CD45+CD19+IgD+CD27-
CD10+CD5+CD38hi	CD24hi	

Linfocitos	B	transicionales	
activados	 Linfocitos	B	

transicionales	

CD45+CD19+IgD+CD27-
CD10+CD5+CD38hi	CD24hi	CD80+CD86+	

Linfocitos	B	transicionales	
senescentes	

CD45+CD19+IgD+CD27-
CD10+CD5+CD38hi	CD24hi	PD-1+	

Linfocitos	B	naı̈ve	folicular	 Linfocitos	B	 CD45+CD19+IgD+CD27-CD10-CD5-
CD38low	CD24low/+	

Linfocitos	B	naı̈ve	follicular	
activados	 Linfocitos	B	naı̈ve	

folicular	

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

Linfocitos	B	naı̈ve	follicular	
senescentes	

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

Linfocitos	B	IgD-CD27+	

Linfocitos	B	

CD45+CD19+IgD-CD27+	
Linfocitos	B	de	memoria	
con	cambio	de	isotipo	
clásico	

CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-CD24+/-
CD38-	CD138-	
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Panel	 Población	 Análisis	sobre	 DeQinición	fenotípica	

(6)	
Linfocitos	B	

(Continuación)	

Linfocitos	B	de	memoria	con	
cambio	de	isotipo	clásico	
activados	

Linfocitos	B	de	
memoria	con	
cambio	de	

isotipo	clásico	

CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-CD24+/-
CD38-	CD138-CD80+CD86+	

Linfocitos	B	de	memoria	con	
cambio	de	isotipo	clásico	
senescentes	

CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-CD24+/-
CD38-	CD138-PD-1+	

Linfocitos	B	de	centro	
germinal	 Linfocitos	B	 CD45+CD19+IgD-CD27+CD10+	

Linfocitos	B	de	centro	
germinal	activados	 Linfocitos	B	de	

centro	germinal	

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

Linfocitos	B	de	centro	
germinal	senescentes	 CD45+CD19+IgD-CD27+CD10+PD-1+	

Células	plasmáticas	 Linfocitos	B	 CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-CD24+/-
CD38+CD138+	

Células	plasmáticas	activadas	 Células	
plasmáticas	

CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-CD24+/-
CD38+CD138+CD80+CD86+	

Células	plasmáticas	
senescentes	

CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-CD24+/-
CD38+CD138+PD-1+	

Plasmablasto	 Linfocitos	B	 CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-	CD24+/-
CD38+CD138-	

Plasmablasto	activado	
Plasmablasto	

CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-	CD24+/-
CD38+CD138-CD80+CD86+	

Plasmablasto	senescente	 CD45+CD19+IgD-CD27+CD10-	CD24+/-
CD38+CD138-PD-1+	

Linfocitos	B	IgD-CD27-	 Linfocitos	B	 CD45+CD19+IgD-CD27-	
Linfocitos	B	de	memoria	DN	 CD45+CD19+IgD-CD27-CD10-CD5-	
Linfocitos	B	de	memoria	DN	
activados	 Linfocitos	B	de	

memoria	DN	

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

Linfocitos	B	de	memoria	DN	
senescentes	 CD45+CD19+IgD-CD27-CD10-CD5-PD-1+	

Linfocitos	B	DP	
Linfocitos	B	

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

Linfocitos	B	inmaduros	 CD45+CD19+IgD-CD27-CD10+CD5+	
CD38+CD24+	

Linfocitos	B	inmaduros	
activados	 Linfocitos	B	

inmaduros	

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

Linfocitos	B	inmaduros	
senescentes	

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	

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

Linfocitos	B	de	memoria	sin	
cambio	de	isotipo	senescente	 CD45+CD19+IgD+CD27+PD-1+	

Breg	 Linfocitos	B	 CD45+CD19+IgD-CD27+CD24hiCD38hi	

Breg	activado	
Breg	

CD45+CD19+IgD-CD27+CD24hiCD38hi	
CD80+CD86+	

Breg	senescente	 CD45+CD19+IgD-CD27+CD24hiCD38hiPD-
1+	

	

Tabla	4	|	Inmunofenotipado	extendido	de	los	pacientes	PIRD.	Abreviaturas	por	sus	siglas	en	inglés:	FSC,	forward	scatter;	SSC,	side	
scatter;	RTE,	recién	emigrantes	tímicas;	CM,	memoria	central;	EM,	memoria	efectora;	TEMRA,	memoria	efectora	de	diferenciación	
terminal.	Las	deCiniciones	fenotípicas	están	respaldadas	por	(262).	
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3.5.2	Panel	de	funcionalidad	Treg	
	

Para	el	estudio	de	funcionalidad	Treg	de	los	pacientes	PIRD,	se	diseñó	y	optimizó	un	panel	de	citometrıá	

que	engloba	tanto	marcadores	de	inmunosupresión	clave	en	el	funcionamiento	de	estas	células	como	TIGIT,	

CTLA-4	 y	 PD-1,	 ası́	 como	 citoquinas	 inmunosupresoras	 como	 IL-10	 y	 LAP	 (Tabla	 5).	 La	 elección	 de	

detectar	LAP	 en	 vez	 de	 TGF-β	 libre	 en	 ensayos	 de	 citometrı́a	 de	 =lujo	 intracelular	 se	 fundamenta	 en	

su	mayor	estabilidad,	accesibilidad	y	relevancia	biológica.	A	diferencia	del	TGF-β	activo,	que	se	secreta	

rápidamente	y	es	técnicamente	difıćil	de	capturar	en	el	compartimento	intracelular,	LAP	forma	parte	del	

complejo	latente	de	TGF-β	y	se	acumula	en	vesıćulas	secretoras,	lo	que	permite	su	detección.	Además,	al	

marcar	 LAP	 se	 evita	 interferir	 con	 la	 señalización	 autocrina/paracrina	 de	 TGF-β	 libre,	 preservando	 la	

funcionalidad	celular.	Esta	estrategia	es	especialmente	útil	en	este	estudio	de	funcionalidad	Treg,	donde	

identi=icar	células	productoras	(LAP+)	es	más	relevante	que	detectar	TGF-β	ya	secretado.		

Por	otro	lado,	dada	la	ausencia	de	anticuerpos	especı́=icos	contra	IL-35	(una	citoquina	heterodimérica	

cuya	 detección	 directa	 es	 técnicamente	 compleja	 debido	 a	 la	 falta	 de	 herramientas	 que	 la	 reconozcan	

especı=́icamente),	 el	 uso	 de	TIGIT	 como	 marcador	 indirecto	se	 justi=ica	 por	 su	 fuerte	 asociación	 con	

poblaciones	de	Treg	FoxP3+	funcionalmente	activas.		

Panel	 Fluorocromo	 mAb	 Clon	(RUO)	 Referencia	 Compañía	 RRID	 Volumen	
(µL)	

(1)	
Funcionalidad	

Treg	

BV421	
FVS510	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

PerCP-Cy5.5	
PE-Cy7	
APC	
R718	
APC-H7	

LAP	
Viabilidad	
TIGIT	
CD25	
CD69	
CD4	
IL-10	
CD8	

CTLA-4	
PD-1	
FoxP3	
CD3	

TW7-16B4	
	

741182	
2A3	
FN50	
RPA-T4	

	
SK1	
BNI3	
MIH4	

259D/C7	
SK7	

565638	
564406	
747841	
56315	
563834	
555346	
559330	
565310	
567341	
558694	
566935	
560176	

BD	

AB_2739315	
AB_2869572	
AB_2872304	

	
AB_2738441	
AB_395751	
AB_397227	
AB_2687497	

	
AB_1645458	

	
AB_1645475	

2	
1	
2	
2	
2	
5	
10	
2	
2	
10	
5	
1	

	

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

	

El	mix	de	anticuerpos	utilizado	para	este	panel	lleva	incluido	Brilliant	Stain	BufferTM	dada	la	presencia	

simultánea	de	=luorocromos	de	la	serie	BV.	Las	poblaciones	celulares	y	sus	de=iniciones	fenotı́picas	para	

analizar	quedan	recogidas	en	la	Tabla	6.	Las	estrategias	de	análisis	se	pueden	consultar	en	el	Anexo	3.	
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Panel	 Población	 Análisis	sobre	 DeQinición	fenotípica	

(1)	
Funcionalidad	

Treg	

Linfocitos	 Vivas	 FVS-	FSClow/SSClow	
Linfocitos	T	 Linfocitos	 FVS-FSClow/SSClow	CD3+	
Linfocitos	T	CD4	 Linfocitos	T	 FVS-FSClow/SSClowCD3+	CD4+	
Linfocitos	T	CD4	
activados	 Linfocitos	T	CD4	 FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+	

Linfocitos	T	CD4	
funcionales	

Linfocitos	T	CD4	
activados	

FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+TIGIT+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+LAP+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+IL-10+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD69+CTLA-4+	
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/SSClowCD3+CD4+CD25hiFoxP3+	
Treg	activados	 Treg	 FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+CD25hiFoxP3+CD69+	

Treg	funcionales	 Treg	activados	

FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+	CD25hiFoxP3+CD69+	
TIGIT+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+	CD25hiFoxP3+CD69+	LAP+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+	CD25hiFoxP3+CD69+		IL-
10+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+	CD25hiFoxP3+CD69+	CTLA-
4+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+	CD25hiFoxP3+CD69+			PD-
1+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+	CD25hiFoxP3+CD69+	
TIGIT+LAP+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+	CD25hiFoxP3+CD69+	
LAP+IL-10+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+	CD25hiFoxP3+CD69+	
LAP+CTLA-4+	
FVS-FSClow/SSClowCD3+CD4+	CD25hiFoxP3+CD69+	CTLA-
4+PD-1+	

Linfocitos	T	CD8	 Linfocitos	T	 FVS-FSClow/SSClowCD3+	CD8+	
Linfocitos	 T	 CD8	
activados	 Linfocitos	T	CD8	 FVS-FSClow/SSClowCD3+	CD8+CD69+	

Linfocitos	 T	 CD8	
funcionales	

Linfocitos	T	CD8	
activados	

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

	

3.5.3	Paneles	de	inmunofarmacología	
	

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

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

Tr1	(Tabla	7).	
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Panel	 Fluorocromo	 mAb	 Clon	(RUO)	 Referencia	 Compañía	 RRID	 Volumen	
(µL)	

(1)	
Treg	CD4	

(I)	

BV421	
V500	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

BB700	
PE-Cy7	

Alexa	Fluor-647	
R718	
FVS780	

TIM-3	
CD3	
GITR	
TIGIT	
CD127	
CD4	
FoxP3	
CD25	
CD45RA	
Helios	
ICOS	

Viabilidad	

7D3	
SP34-2	
V27-580	
741182	

HIL-7R-M21	
RPA-T4	
236A/E7	
BC96	
5H9	
22F6	
DX29	
	

565562	
560770	
747664	
747839	
563324	
555346	
560852	
567481	
561216	
563951	
751854	
565388	

BD	

AB_2744369	
AB_1937322	
AB_2744226	
AB_2872302	
AB_2738138	
AB_395751	
AB_10563418	

	
AB_10611721	
AB_2738506	
AB_2916982	
AB_2869673	

1	
1	
2	
2	
2	
5	
2	
1	
1	
2	
1	
1	

(2)	
Treg	CD4	
(II)	

BV421	
V500	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

BB700	
PE-Cy7	

Alexa	Fluor-647	
R718	
FVS780	

PD-1	
CD3	
CD73	
CD39	
CD127	
CD4	
FoxP3	
CD25	
CTLA-4	
Helios	

	
Viabilidad	

7D3	
SP34-2	
V27-580	
741182	

HIL-7R-M21	
RPA-T4	
236A/E7	
BC96	
5H9	
22F6	
	
	

565562	
560770	
747664	
747839	
563324	
555346	
560852	
567481	
561216	
563951	

	
565388	

BD	

AB_2744369	
AB_1937322	
AB_2744226	
AB_2872302	
AB_2738138	
AB_395751	
AB_10563418	

	
AB_10611721	
AB_2738506	

	
AB_2869673	

1	
1	
2	
2	
2	
5	
2	
1	
1	
2	
	
1	

(3)	
CD8	

BV421	
V500	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

BB700	
PE-Cy7	

Alexa	Fluor-647	
R718	
FVS780	

PD-1	
CD3	
	
	

CD122	
CD8	
FoxP3	
	

CD56	
	

CD28	
Viabilidad	

MIH4	
SP34-2	

	
	

Mik-β3	
HIT8a	
236A/E7	

	
B159	
	

CD28.2	
	

564323	
560770	

	
	

743118	
555634	
560852	

	
557747	

	
567492	
565388	

BD	

AB_2738745	
AB_1937322	

	
	

AB_2741295	
AB_395996	
AB_10563418	

	
AB_396853	

	
	

AB_2869673	

1	
1	
	
	
2	
2	
2	
	
1	
	
1	
1	

(4)	
Tr1	

BV421	
V500	
BV605	
BV711	
BV786	
FITC	
PE	

BB700	
PE-Cy7	

Alexa	Fluor-647	
R718	
FVS780	

LAG-3	
CD3	
	

CD49b	
	

CD4	
FoxP3	
	
	
	
	

Viabilidad	

T47-530	
SP34-2	

	
AK-7	
	

RPA-T4	
236A/E7	

	

565720	
560770	

	
742647	

	
555346	
560852	

	
	
	
	

565388	

BD	

AB_2744330	
AB_1937322	

	
AB_2740940	

	
AB_395751	
AB_10563418	

	
	
	
	

AB_2869673	

1	
1	
	
2	
	
5	
2	
	
	
	
	
1	

	

Tabla	7	 |	Panel	de	citometría	y	anticuerpos	monoclonales	utilizados	para	el	 estudio	de	 inmunofarmacología	en	Treg.	El	
volumen	utilizado	por	 test	 se	ha	obtenido	mediante	 la	 titulación	de	estos.	Abreviaturas	por	 sus	 siglas	 en	 inglés:	mAB,	anticuerpo	
monoclonal;	RUO,	uso	exclusivo	para	investigación;	BD,	Becton	Dickinson;	RRID,	identiCicador	de	recurso	de	investigación.	
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El	mix	de	anticuerpos	utilizado	para	este	panel	lleva	incluido	Brilliant	Stain	BufferTM	dada	la	presencia	

simultánea	de	=luorocromos	de	la	serie	BV.	La	identi=icación	de	las	poblaciones	celulares	emergentes	tras	

el	análisis	se	expondrá	en	el	bloque	de	resultados	(sección	x.x.x).	

3.6	Puesta	a	punto	de	la	evaluación	del	estado	de	activación	de	las	
vías	PI3K/AKT/	mTOR,	JAK-STAT	y	NF-κB	
	

	

	

Figura	16	|	Resumen	grá@ico	de	la	metodología	utilizada	en	el	desarrollo	de	una	metodología	de	evaluación	del	estado	de	
activación	de	 las	vías	PI3K/AKT/mTOR/JAK-STAT	y	NFκB.	El	panel	B)	representa	una	vía	de	señalización	 Cicticia	con	el	 Cin	de	
mostrar	solamente	los	analitos	del	ensayo.	Imagen	creada	con	Biorender. 	

	

Para	evaluar	el	estado	de	activación	de	las	principales	vı́as	de	señalización	implicadas	en	la	regulación	

inmune,	se	utilizó	el	kit	MILLIPLEX®	Multi-Pathway	9-plex	Magnetic	Bead	Signaling	(Millipore®,	REF:	48-

680MAG)	para	fosfoproteıńas.	Este	se	utiliza	para	detectar	cambios	en	la	fosforilación	de	ERK/MAP	quinasa	

1/2	 (Thr185/Tyr187),	 Akt	 (Ser473),	 STAT3	 (Ser727),	 JNK	 (Thr183/Tyr185),	 p70S6K	 (Thr412),	 NF-κB	

(Ser536),	 STAT5A/B	 (Tyr694/699),	 y	 p38	 (Thr180/Tyr182)	 en	 lisados	 celulares	 utilizando	 el	 sistema	

A) Metodología experimental B) Analitos 

3 años fresco 
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Luminex®.	 Este	 ensayo	 de	 detección	 es	 una	 alternativa	 rápida	 y	 conveniente	 a	 los	 procedimientos	 de	

inmunoelectrotransferencia	(Western	blot)	e	inmunoprecipitación.	

Para	 la	puesta	a	punto,	se	utilizaron	PBMCs	de	donantes	sanos	tanto	 frescas	como	congeladas	en	un	

tiempo	de	3	años,	tiempo	máximo	al	que	están	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	función	de	las	células	T	reguladoras	(sección	3.3.3).	En	el	caso	de	las	PBMCs	criopreservadas,	

estas	se	descongelaron	en	baño	marı́a	a	37°C	y	se	lavaron	tres	veces	con	medio	de	cultivo	X-VIVO	mediante	

centrifugación	a	600	×	*g*	durante	10	minutos.	Finalmente,	se	realizó	un	último	lavado	con	PBS	1X	frı́o	para	

asegurar	la	eliminación	de	residuos.	

Para	el	inmunoensayo,	se	procedió	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	Na3VO4).	

Dado	que	este	buffer	no	incluye	inhibidores	de	proteasas,	se	añadió	adicionalmente	el	Protease	Inhibitor	

Cocktail	Set	 III,	Animal-Free	 (Calbiochem,	REF:	535140)	en	una	proporción	de	1	µL	por	cada	100	µL	de	

buffer.	El	volumen	total	de	buffer	de	lisis	se	ajustó	en	función	del	número	de	células,	empleando	1	mL	por	

cada	1	×	10⁷	células.	Tras	la	adición	de	los	reactivos,	los	lisados	se	incubaron	durante	10-15	minutos	a	4°C	

en	 agitación	 orbital	 suave	 y	 posteriormente	 se	 centrifugaron	 a	 5.000	 ×	*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).	Simultáneamente,	se	acondicionó	la	placa	añadiendo	50	µL	de	este	mismo	buffer	por	

pocillo,	seguido	de	una	incubación	con	agitación	orbital	(600-800	rpm)	durante	10	minutos	a	temperatura	

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

Reactivo	 Referencia	

Perlas	magnéticas	

MILLIPLEX®	9-plex	Multi-Pathway,		Magnetic	Beads	(20X)	 42-680MAG	

GAPDH	MAPmate™	 46-667MAG	

Lisados	celulares	lio6ilizados	

MILLIPLEX®	HeLa	Cell	Lysate:	Unstimulated	 47-205	

MILLIPLEX®	A431	Cell	Lysate:	EGF	 47-210	

MILLIPLEX®	HeLa	Cell	Lysate:		TNFα/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,	Gliceraldehído-3-
fosfato	 deshidrogenasa;	 EGF,	 factor	 de	 crecimiento	 epidérmico;	 TNFα,	 factor	 de	 necrosis	 tumoral	 α;	 IGF1,	 factor	 de	 crecimiento	
insulínico	1.	
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Las	perlas	magnéticas,	suministradas	como	solución	concentrada	20X	y	sensibles	a	la	luz,	requirieron	

un	proceso	de	homogeneización	previo	a	su	uso.	Para	el	kit	MILLIPLEX®	9-plex	Multi-Pathway,	esto	implicó	

una	sonicación	de	15	segundos	del	vial	seguida	de	vortex	durante	30	segundos.	La	dilución	a	concentración	

1X	se	realizó	mezclando	cuidadosamente	150	µL	de	la	suspensión	de	perlas	con	2,85	mL	de	MILLIPLEX®	

Assay	Buffer.	Cuando	se	optó	por	omitir	la	cuanti=icación	proteica	directa,	se	utilizó	GAPDH	como	control	

interno	 de	 normalización.	 Es	 importante	 destacar	 que	 este	 sistema	 permite	 incorporar	 hasta	 nueve	

MAPmates™	 adicionales	 especializados	 en	 fosforilación,	 los	 cuales	 siguen	 un	 idéntico	 protocolo	 de	

preparación	que	las	perlas	principales.	

Como	 controles	 de	 calidad,	 se	 emplearon	 lisados	 celulares	 lio=ilizados	 en	 diferentes	 condiciones	 de	

estimulación.	El	HeLa	Cell	Lysate:	Unstimulated	representó	la	lı́nea	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	 TNFα	 (15	 min).	 Todos	 estos	 lisados	 se	

prepararon	por	la	casa	comercial	utilizando	un	tampón	especial	de	lisis	MILLIPLEX®	con	inhibidores	de	

proteasas	y	se	conservaron	mediante	lio=ilización.	Para	su	reactivación,	cada	lio=ilizado	se	reconstituyó	en	

100	µL	de	agua	MilliQ,	obteniendo	una	concentración	proteica	=inal	de	2	mg/mL,	seguido	de	vortex	suave	e	

incubación	a	 temperatura	ambiente	durante	5	minutos.	La	adición	posterior	de	150	µL	de	MILLIPLEX®	

Assay	Buffer	completó	la	preparación	de	estas	muestras	de	control.	

El	protocolo	de	 inmunoensayo	comenzó	con	 la	eliminación	del	 lıq́uido	residual	de	 la	placa	mediante	

inversión	sobre	papel	absorbente.	Las	suspensiones	de	perlas	magnéticas,	previamente	homogeneizadas	

por	vortex	durante	10	segundos,	se	dispensaron	en	alıćuotas	de	25	µL	por	pocillo,	 incluyendo	tanto	 las	

perlas	MILLIPLEX®	9-plex	Multi-Pathway	1X	 como	 las	GAPDH	MAPmate™	1X.	La	placa	sellada	se	 incubó	

durante	16-20	horas	a	2-8°C	bajo	agitación	orbital	constante	(600-800	rpm),	manteniéndose	protegida	de	

la	luz	en	todo	momento.	

Para	 la	 etapa	 de	 detección,	 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	µL	de	cada	concentrado	20X	con	2,85	mL	de	buffer,	mientras	que	la	

estreptavidina-=icoeritrina	(SAPE)	(REF:	45-001H)	requirió	120	µL	del	concentrado	25X	en	2,88	mL	de	

buffer.	Tras	la	incubación	prolongada,	las	perlas	se	sedimentaron	mediante	separación	magnética	durante	

1	minuto	y	se	lavaron	exhaustivamente	con	100	µL	de	buffer	por	pocillo,	repitiendo	este	proceso	dos	veces.	

La	adición	de	25	µL	de	la	mezcla	de	anticuerpos	de	detección	marcó	el	inicio	de	una	incubación	de	1	hora	a	

temperatura	ambiente	con	agitación.	

El	protocolo	continuó	con	un	nuevo	ciclo	de	lavado	seguido	de	la	adición	de	25	µL	de	SAPE	por	pocillo,	

incubando	durante	15	minutos	en	condiciones	idénticas.	Sin	eliminar	este	reactivo,	se	incorporó	25	µL	de	
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MILLIPLEX®	AmpliPication	Buffer	por	pocillo	para	una	incubación	adicional	de	15	minutos.	La	etapa	=inal	

consistió	en	un	último	lavado	y	la	resuspensión	de	las	perlas	en	150	µL	de	buffer,	con	agitación	continua	

durante	10	minutos	para	garantizar	homogeneidad	antes	de	la	lectura	en	el	equipo	Luminex,	el	cual	debı́a	

haber	superado	los	controles	de	calidad	y	calibración	al	menos	24	horas	antes	de	su	uso.	El	resumen	del	

procedimiento	queda	re=lejado	en	la	Figura	16. 	

3.7	Análisis	de	datos	
	

3.7.1	Análisis	de	datos	de	citometría	de	pacientes	PIRD	
 

Para	el	procesamiento	y	análisis	de	los	datos	de	citometrı́a	de	los	pacientes	PIRD,	se	empleó	el	software	

de	análisis	celular	FlowJo	(BD	Life	Sciences),	que	permite	realizar	análisis	convencionales	mediante	gating	

manual.	Se	diseñaron	plantillas	de	análisis	especı=́icas	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	 precisión	 los	 umbrales	 entre	 poblaciones	 negativas	 y	 positivas,	 mejorando	 la	

caracterización	de	subpoblaciones	celulares.	Los	datos	fueron	analizados	con	herramientas	bioinformáticas	

avanzadas	haciendo	uso	del	programa	R	(versión	4.3.2)	(códigos	disponibles	en	el	Anexo	4).	

3.7.1.1	Análisis	bioinformático	del	per]il	inmunológico	de	pacientes	PIRD		
	

El	dataset	consistıá	en	51	pacientes,	6	controles	y	114	variables	inmunológicas	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	=ilas	representaban	individuos	y	las	columnas,	proporciones	celulares.	Previo	al	análisis,	se	evaluó	la	

existencia	de	valores	perdidos	(NA)	y	se	se	aplicó	un	proceso	de	imputación	múltiple	mediante	el	algoritmo	

MICE	(Multivariate	Imputation	by	Chained	Equations),	realizando	una	sola	imputación	(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	 imputación,	se	generó	un	nuevo	objeto	con	 los	datos	

clıńicos	completos	y	listos	para	ser	utilizados	en	modelos	supervisados.	

Como	paso	inicial	del	análisis	bioinformático,	se	evaluó	la	distribución	estadı́stica	de	cada	variable	en	

T0	 mediante	 el	 test	 de	 Shapiro-Wilk,	 con	 el	 =in	 de	 determinar	 la	 adecuación	 del	 uso	 de	 métodos	

paramétricos	o	no	paramétricos	en	los	análisis	posteriores.	Esta	prueba	se	aplicó	de	manera	individual	a	

cada	variable	tanto	antes	como	después	de	una	normalización	mediante	z-score.	La	transformación	z-score	

se	aplicó	a	todas	las	variables	inmunológicas	con	el	objetivo	de	estandarizar	las	escalas	de	medición,	centrar	

los	valores	alrededor	de	una	media	cero	y	escalar	la	varianza	a	uno.	Esta	normalización	fue	especialmente	
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importante	para	la	aplicación	de	técnicas	de	reducción	de	dimensionalidad	y	agrupamiento	multivariante.	

A	 continuación,	 se	 procedió	 a	 explorar	 la	 estructura	 latente	 de	 los	 datos	mediante	 el	 algoritmo	UMAP	

(Uniform	Manifold	 Approximation	 and	 Projection),	 una	 técnica	 no	 lineal	 de	 proyección	 que	 preserva	 la	

estructura	local	y	global	del	espacio	de	alta	dimensión	en	una	representación	bidimensional.	

Durante	la	fase	exploratoria	inicial,	se	evaluó	la	presencia	de	efectos	técnicos	asociados	a	la	procedencia	

geográ=ica	de	las	muestras	(efecto	de	lote),	utilizando	metadatos	de	origen.	Para	corregir	dicho	efecto,	se	

empleó	el	algoritmo	ComBat,	un	método	empıŕico	bayesiano	ampliamente	validado	para	la	corrección	de	

batch	effects	en	estudios	ómicos.	ComBat	se	aplicó	a	los	datos	normalizados	previamente	mediante	z-score,	

asegurando	 que	 se	 mantuviera	 la	 variabilidad	 biológica	 mientras	 se	 eliminaban	 sesgos	 sistemáticos	

debidos	a	diferencias	técnicas	entre	lotes.	

Una	 vez	 corregidos	 los	 datos,	 se	 aplicó	 nuevamente	 UMAP	 para	 obtener	 una	 representación	

bidimensional	corregida,	sobre	la	cual	se	implementó	un	análisis	de	clustering	no	supervisado	utilizando	

el	 algoritmo	 K-means.	 La	 determinación	 del	 número	 óptimo	 de	 clusters	 (k)	 se	 realizó	 mediante	 tres	

enfoques	 complementarios:	 el	método	 del	 codo	 (elbow	method),	 el	 coeBiciente	 de	 silueta	 promedio	

(average	 silhouette	 width)	 y	 la	 estadística	 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	

inmunofenotı́picos.	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	 inmunológicas	 como	 especı=́icamente	 para	 subconjuntos	 inmunorreguladores	

seleccionados	(como	células	Treg,	Breg	y	Tfr),	lo	que	facilitó	una	visualización	comprensiva	de	los	patrones	

celulares	a	nivel	de	grupo.	

Para	identi=icar	las	variables	con	mayor	capacidad	discriminativa	entre	grupos,	se	entrenó	un	modelo	

de	clasi=icación	Random	Forest	utilizando	las	variables	inmunológicas	como	predictores	y	los	grupos	como	

clases.	El	modelo	fue	entrenado	con	500	árboles	de	decisión	y	se	utilizó	la	métrica	de	Mean	Decrease	Gini	

para	 estimar	 la	 importancia	 relativa	 de	 cada	 variable	 en	 la	 clasi=icación.	 Las	 variables	 fueron	

posteriormente	ordenadas	en	función	de	su	peso	predictivo.	

A	nivel	estadı́stico,	se	aplicó	el	test	no	paramétrico	de	Kruskal-Wallis	para	comparar	la	distribución	

de	cada	variable	entre	los	grupos	de=inidos	por	clustering.	Dado	el	elevado	número	de	variables	evaluadas	

de	forma	simultánea,	se	aplicó	una	corrección	por	FDR	(False	Discovery	Rate)	utilizando	el	método	de	

Benjamini-Hochberg	para	controlar	la	proporción	de	falsos	positivos.	Para	las	variables	que	resultaron	

signi=icativas	 tras	 esta	 corrección,	 se	 realizó	 un	 análisis	 post	 hoc	 mediante	 el	 test	 de	 Dunn	 para	

comparaciones	múltiples	por	pares	entre	grupos,	aplicando	de	nuevo	una	corrección	por	FDR.	
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3.7.1.2	Análisis	bioinformático	de	la	funcionalidad	Treg		
	

Para	el	análisis	centrado	en	la	evaluación	funcional	de	las	células	Treg,	se	integraron	datos	derivados	

de	citometrı́a	multicolor	con	énfasis	en	la	expresión	de	marcadores	funcionales.	El	conjunto	de	variables	

funcionales	incluyó	cuanti=icaciones	relativas	de	proteı́nas	reguladoras	tales	como	CTLA-4,	PD-1,	TIGIT,	LAP	

e	IL-10,	evaluadas	en	distintas	poblaciones	linfoides	(Treg,	CD4⁺,	CD8⁺).	Como	paso	preliminar,	se	evaluó	la	

existencia	de	valores	perdidos	(NA)	y	se	se	aplicó	un	proceso	de	imputación	múltiple	mediante	el	algoritmo	

MICE	y	se	analizó	la	distribución	estadıśtica	de	las	variables	mediante	el	test	de	Shapiro-Wilk,	aplicado	

tanto	 sobre	 los	datos	originales	 como	sobre	 los	datos	 transformados	mediante	z-score.	Esta	evaluación	

permitió	 determinar	 la	 adecuación	 de	 métodos	 paramétricos	 o	 no	 paramétricos	 para	 los	 análisis	

posteriores.	

Posteriormente,	todas	las	variables	funcionales	fueron	sometidas	a	una	normalización	tipo	z-score,	con	

el	objetivo	de	homogeneizar	la	escala	de	las	mediciones	e	igualar	la	media	y	varianza,	condición	necesaria	

para	la	posterior	aplicación	de	técnicas	de	reducción	de	dimensionalidad.	Como	parte	del	control	de	calidad	

de	los	datos,	se	volvió	a	aplicar	el	test	de	Shapiro-Wilk	a	las	variables	normalizadas,	para	evaluar	la	mejora	

en	 la	aproximación	a	 la	normalidad	estadıśtica.	Dado	que	 la	distribución	de	muchas	variables	continuó	

siendo	no	gaussiana,	se	estableció	que	todos	los	análisis	estadıśticos	posteriores	emplearıán	enfoques	no	

paramétricos.	

Para	 caracterizar	 el	 per=il	 funcional	 inmunológico	 basal,	 se	 realizaron	 representaciones	 grá=icas	 de	

distribución	por	grupos	(pacientes	T0	y	controles)	mediante	grá=icos	tipo	violı́n,	que	permiten	visualizar	

tanto	la	dispersión	individual	como	la	densidad	relativa	de	expresión	por	variable.	Estas	visualizaciones	se	

realizaron	 sobre	 un	 subconjunto	 reducido	 de	 pacientes	 y	 controles	 con	 datos	 funcionales	 completos.	

Además,	 se	 desarrollaron	 redes	 de	 coexpresión	 funcional	 basadas	 en	 correlaciones	 de	 Spearman,	

construyendo	gra=icos	independientes	para	pacientes,	controles	y	una	red	combinada.	Estas	redes	fueron	

diseñadas	para	capturar	la	arquitectura	funcional	del	sistema	inmune	y	explorar	las	relaciones	coordinadas	

entre	 poblaciones	 celulares	 inmunorreguladoras.	 En	 cada	 red,	 los	 nodos	 representaron	 variables	

inmunológicas	y	las	aristas	se	de=inieron	en	función	del	coe=iciente	de	correlación,	visualizando	tanto	la	

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

Para	explorar	posibles	estructuras	latentes	en	el	espacio	funcional,	se	aplicó	la	técnica	de	reducción	de	

dimensionalidad	UMAP,	utilizando	exclusivamente	los	marcadores	funcionales	inmunorreguladores	como	

variables	 de	 entrada.	 Previo	 a	 este	 análisis,	 se	 realizó	 una	 corrección	 por	 efecto	 de	 lote	 utilizando	 el	

algoritmo	ComBat,	 para	 eliminar	posibles	 sesgos	 técnicos	 asociados	 a	 la	 procedencia	 geográ=ica	de	 las	

muestras.	Sobre	el	espacio	 latente	generado	por	UMAP,	 se	aplicó	el	algoritmo	K-means	para	 identi=icar	
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subgrupos	funcionales	entre	los	pacientes.	La	elección	del	número	óptimo	de	clusters	se	realizó	mediante	

el	método	del	codo,	el	coe=iciente	de	silueta	y	validaciones	empıŕicas	internas.	

Una	 vez	 de=inidos	 los	 clústeres	 funcionales,	 se	 generaron	 mapas	 de	 calor	 del	 per=il	 promedio	 de	

expresión	 funcional	 estandarizada	 por	 grupo	 (clusters	 de	 pacientes	 y	 controles).	 Estos	 heatmaps	

permitieron	una	visualización	global	del	patrón	 funcional	 inmunorregulador	de	cada	grupo,	y	sirvieron	

como	base	para	el	análisis	comparativo	posterior.	

Para	 identi=icar	 los	 marcadores	 funcionales	 con	 mayor	 capacidad	 discriminativa	 entre	 los	 grupos	

de=inidos,	 se	 entrenó	 un	modelo	 de	 clasi=icación	 basado	 en	Random	Forest.	 Este	modelo	 utilizó	 como	

predictores	 todas	 las	 variables	 funcionales	 inmunológicas,	 aplicando	 un	 ensemble	 de	 500	 árboles	 de	

decisión.	La	 importancia	de	cada	marcador	se	evaluó	mediante	 la	métrica	de	Mean	Decrease	Gini,	que	

cuanti=ica	la	reducción	en	la	impureza	del	modelo	atribuible	a	cada	variable.	

Posteriormente,	se	aplicaron	análisis	estadıśticos	no	paramétricos	mediante	el	test	de	Kruskal-Wallis	

para	detectar	diferencias	globales	entre	los	grupos	en	cada	variable	funcional.	Dado	el	número	elevado	de	

comparaciones	 simultáneas,	 se	 aplicó	 una	 corrección	 por	 FDR	 mediante	 el	método	 de	 Benjamini-

Hochberg	 para	 controlar	 la	 tasa	 de	 falsos	 descubrimientos.	 Para	 las	 variables	 signi=icativas	 tras	 esta	

corrección,	se	realizaron	comparaciones	múltiples	post	hoc	mediante	el	test	de	Dunn,	también	ajustado	

por	FDR,	con	el	objetivo	de	identi=icar	qué	pares	de	grupos	presentaban	diferencias	especı́=icas.		

3.7.1.3	Análisis	bioinformático	de	la	integración	clínica		
	

El	análisis	integrativo	se	diseñó	con	el	objetivo	de	combinar,	en	un	único	espacio	multidimensional,	los	

datos	obtenidos	a	partir	de	tres	fuentes	principales:	inmunofenotipado	multiparamétrico	por	citometrı́a	

convencional,	evaluación	funcional	inmunorreguladora	y	variables	clı́nicas	clave.	Estas	últimas	incluyeron	

edad,	grupo	clínico	(0	=	infecciones	aisladas	(incluidos	por	presentar	mutaciones	descritas	asociadas	a	

PIRD),	1	=	ALPID-ALPS,	2	=	defecto	tı́mico/AI	sistémica,	3	=	susceptibilidad	VEB/HLH,	4	=	VEOIBD),	tipo	

de	mutación	genética	(0	=	sin	mutación,	1	=	NFKB1,	2	=	FAS,	3	=	APDS,	4	=	otras)	uso	de	inmunosupresor	

basal	(T0)	(0	=	no,	1	=	sı́),	sexo	(0	=	hombre,	1	=	mujer)	y	uso	de	inmunomodulador	basal	(T0)	(0	=	no,	

1	=	sı́)	al	momento	de	la	inclusión.		

Como	paso	inicial,	se	consolidó	toda	la	información	en	un	único	archivo	estructurado	en	formato	CSV.	

Este	conjunto	de	datos	integró	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	transformación	z-score,	con	el	=in	de	

homogeneizar	 las	escalas	numéricas	y	permitir	un	análisis	conjunto	de	múltiples	 fuentes	heterogéneas.	
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Para	 controlar	 posibles	 efectos	 técnicos	 derivados	 de	 la	 procedencia	 geográ=ica,	 se	 aplicó	 el	 algoritmo	

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

Una	 vez	 completado	 el	 proceso	 de	 normalización	 y	 corrección,	 se	 aplicó	 la	 técnica	 de	 reducción	 de	

dimensionalidad	UMAP	sobre	el	conjunto	integrado.	Este	enfoque	permitió	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	(T0,	T1,	T2)	y	los	controles,	para	explorar	la	estructura	global	de	los	datos	en	el	tiempo.	Sobre	

el	 mismo	 espacio	 UMAP,	 se	 aplicó	 el	 algoritmo	 de	 clustering	 K-means,	 cuya	 (k)	 fue	 determinada	

empıŕicamente	mediante	los	tres	criterios	anteriormente	mencionados.	

Para	evaluar	la	consistencia	temporal	de	la	pertenencia	de	cada	paciente	a	un	determinado	clúster,	se	

analizó	su	trayectoria	longitudinal	entre	los	tres	puntos	de	recogida	(T0,	T1,	T2).	Se	comparó	su	asignación	

de	clúster	en	cada	uno	de	estos	momentos,	permitiendo	explorar	la	estabilidad	o	inestabilidad	fenotı́pica	

inmunológica	a	lo	largo	del	tiempo.	

Además,	 se	generaron	mapas	de	calor	complejos	(heatmaps)	para	visualizar	patrones	globales	de	

coexpresión	 y	 asociación	 entre	 las	 variables	 inmunológicas	 y	 clıńicas.	 Se	 utilizaron	 escalas	 cromáticas	

estándar	para	 representar	 la	abundancia	 relativa	o	 la	presencia/ausencia	de	 caracterıśticas	 clıńicas.	En	

algunos	 casos,	 se	 representaron	 exclusivamente	 las	 variables	 clı́nicas	 cualitativas	 para	 explorar	 la	

estructura	emergente	sin	el	sesgo	de	las	variables	cuantitativas.	

Finalmente,	 se	 evaluó	 la	 distribución	 diferencial	 de	 variables	 clínicas	 entre	 los	 clústeres	

identi=icados	mediante	K-means.	Para	ello,	 se	aplicaron	análisis	descriptivos	univariados	(proporciones,	

medianas)	y	representaciones	grá=icas	especı=́icas	para	comparar	la	edad,	sexo,	tipo	de	mutación	genética,	

uso	de	inmunosupresores	o	inmunomoduladores,	y	el	grupo	clı́nico	entre	clústeres.	Este	análisis	permitió	

explorar	 la	 posible	 asociación	 entre	 los	 patrones	 inmunofenotıṕicos	 y	 funcionales	 con	 caracterıśticas	

clıńicas	relevantes.	

3.7.2	Análisis	de	datos	de	citometría	de	inmunofarmacología	
	

Los	archivos	FCS	derivados	de	los	distintos	tratamientos	farmacológicos	fueron	procesados	mediante	el	

programa	 de	 análisis	 OMIQ	 (Dotmatics).	 La	 exploración	 de	 la	 estructura	 fenotı́pica	 global	 se	 realizó	

mediante	el	algoritmo	de	reducción	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	fármaco	y	visualizados	con	codi=icación	por	densidad	celular.	

Para	la	identi=icación	no	supervisada	de	subpoblaciones	celulares,	se	aplicó	el	algoritmo	FlowSOM	tras	

extracción	de	las	intensidades	transformadas	para	los	marcadores	incluidos	en	el	panel.	El	número	óptimo	
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de	 clústeres	 (k)	 fue	 determinado	 mediante	 el	 método	 del	 codo	 (elbow	 method)	 y	 por	 clusterización	

supervisada.	Posteriormente,	se	calcularon	 las	medianas	de	 =luorescencia	(MFI)	por	clúster	y	marcador,	

generándose	un	heatmap	de	expresión.	La	clasi=icación	semicuantitativa	de	las	MFI	como	baja,	intermedia	

o	 alta	 se	 aplicó	 para	 asignar	 per=iles	 funcionales	 a	 cada	 clúster,	 que	 luego	 fueron	 agrupados	 en	

subpoblaciones	inmunológicas	mayores	basadas	en	similitud	de	expresión.	

Para	cuanti=icar	el	impacto	de	cada	tratamiento,	se	calculó	el	porcentaje	relativo	de	cada	subpoblación	

inmunológica	respecto	al	total	de	eventos	CD4⁺	por	muestra	y	condición	experimental.	Estas	proporciones	

fueron	 sometidas	 a	 análisis	 estadı́stico	mediante	 pruebas	 no	 paramétricas,	 debido	 a	 la	 distribución	 no	

normal	de	los	datos.	Se	utilizó	la	prueba	de	Kruskal-Wallis	para	comparaciones	globales	entre	múltiples	

grupos,	seguida	de	un	análisis	post	hoc	mediante	la	prueba	de	Dunn	para	comparaciones	múltiples	entre	

condiciones	 especı=́icas.	 En	 ambos	 casos,	 se	 aplicó	 corrección	 de	 tasa	 de	 falsos	 descubrimientos	 (FDR)	

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

3.7.3	Análisis	de	datos	de	fosfoproteínas	
	

Para	la	evaluación	de	un	kit	proteómico	comercial	aplicado	sobre	PBMCs,	 los	datos	obtenidos	fueron	

primero	sometidos	a	un	proceso	de	normalización	interna.	Esta	se	realizó	dividiendo	la	señal	de	cada	

proteıńa	diana	entre	los	niveles	de	GAPDH,	utilizada	como	control	endógeno	de	carga	proteica.	Este	paso	

tuvo	como	objetivo	corregir	variaciones	técnicas	asociadas	a	diferencias	en	la	cantidad	total	de	proteıńa	o	

e=iciencia	 de	 detección	 entre	 condiciones	 o	 muestras.	 Posteriormente,	 se	 calcularon	 los	 estadıśticos	

descriptivos	fundamentales	para	cada	proteı́na	normalizada:	media	aritmética,	desviación	estándar	y	

coeBiciente	de	variación	(CV).	Este	último	parámetro	se	utilizó	como	métrica	de	robustez	y	estabilidad	

del	ensayo,	dada	su	utilidad	en	 la	comparación	de	dispersiones	relativas	entre	proteı́nas	con	diferentes	

escalas	 de	 expresión.	 Los	 valores	 derivados	 fueron	 representados	 mediante	 grá=icos	 tipo	 barras	 y	

diagramas	de	dispersión.		

No	se	aplicaron	contrastes	estadıśticos	en	esta	fase,	dado	que	el	objetivo	principal	fue	la	caracterización	

técnica	preliminar	del	rendimiento	del	ensayo	como	posible	herramienta	para	muestras	clı́nicas	de	alto	

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

3.7.4	Softwares	adicionales	
 

Algunas	de	las	=iguras	presentadas	en	introducción,	material	y	métodos	y	resultados	han	sido	creadas	

con	Biorender.com.	
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4. 
“La	investigación	no	se	trata	solo	de	encontrar	respuestas,	sino	de	formular	

mejores	preguntas.”	
	

— Jennifer	Doudna	
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4.	Resultados	
 

En	 el	 presente	 proyecto	 de	 Tesis	 Doctoral,	 se	 ha	 llevado	 a	 cabo	 un	 análisis	 integral	 del	 sistema	

inmunológico	 en	 pacientes	 pediátricos	 con	 EII	 y	 desregulación	 inmunológica,	 con	 el	 objetivo	 de	

comprender	el	papel	que	desempeñan	las	células	Treg	en	la	desregulación	inmunológica	observada	en	estos	

trastornos.	A	través	de	un	enfoque	multidimensional	que	han	combinado	técnicas	de	citometrı́a	de	=lujo	

multiparamétrica	 y	 caracterización	 funcional	 de	 subpoblaciones	 inmunológicas,	 se	 ha	 investigado	 de	

manera	especı=́ica	la	implicación	directa	o	indirecta	de	las	Treg	en	los	mecanismos	inmunopatológicos.	Esta	

investigación	ha	permitido	establecer	una	base	molecular	más	precisa	para	el	diagnóstico.	En	paralelo,	se	

ha	evaluado	el	impacto	de	inmunomoduladores	sobre	el	fenotipo	de	las	Treg,	abriendo	nuevas	posibilidades	

terapéuticas	adaptadas	a	las	alteraciones	inmunológicas	especı́=icas	de	cada	paciente.	

4.1	Población	de	estudio	
	

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	Marañón).	La	media	de	edad	de	la	cohorte	fue	de	11,1	

años	con	un	rango	entre	0,6	a	20,1	años,	y	con	una	distribución	entre	sexos	prácticamente	similar,	con	un	

56,9%	 (29/51)	 de	 sexo	masculino.	 La	mayorı́a	 eran	 caucásicos	 (68,6%,	 35/51),	 seguido	 de	hispanos	

(15,7%,	8/51),	árabes	(11,8%,	6/51)	y,	=inalmente,	asiáticos	y	africanos	(2%,	1/51	cada	uno).	Dos	de	los	

pacientes	 presentaban	ascendencia	mixta	 caucásica	 e	hispana.	 Up nicamente	 3	 pacientes	 presentaban	

antecedentes	de	consanguinidad	(5,9%),	pero	hasta	8/51	(15,7%)	tenı́an	antecedentes	familiares	de	EII.	

El	52,9%	(27/51)	de	los	pacientes	de	la	cohorte	a	estudio	tenıán	con=irmación	genética,	con	mutaciones	o	

variantes	en	genes	asociados	a	EII.	Sin	embargo,	el	porcentaje	aumenta	hasta	el	100%	(8/8)	en	aquellos	

pacientes	con	antecedentes	familiares.		

Dentro	 de	 los	 grupos	 clıńicos	 establecidos,	 el	 predominante	 fue	 el	 grupo	 de	 autoinmunidad	 con	

linfoproliferación	(Grupo	1)	(26/51,	51%),	seguido	del	grupo	de	autoinmunidad	sin	linfoproliferación	

(Grupo	2)	(15/51,	29,4%).	El	grupo	de	pacientes	sin	clínica,	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	últimos	representando	un	5,9%	cada	uno	(3/51).	El	Grupo	0	se	

reclutó	con	el	objetivo	de	estudiar	el	per=il	de	pacientes	con	afectación	de	vı́as	inmunes	concretas,	conocidas	

por	 la	 alteración	 genética	 de	 base	 pese	 a	 no	 presentar	 clıńica	 PIRD,	 y	 valorar	 posibles	 alteraciones	

intrı́nsecas	 al	 defecto	 inmune	 más	 que	 al	 fenotipo.	 Las	 caracterı́sticas	 de	 cada	 grupo	 clı́nico	 quedan	

recogidas	en	la	Tabla	9.		
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Grupo  n Edad (años) 
Media y rango 

Sexo (M:F) Confirmación genética (%) 

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	 |	Características	clínicas	de	cada	grupo	poblacional.	Grupo	0:	pacientes	asintomáticos	con	mutaciones	asociadas	a	PIRD;	
Grupo	1:	autoinmunidad	con	linfoproliferación;	Grupo	2:	autoinmunidad	sin	linfoproliferación;	Grupo	3:	susceptibilidad	a	VEB/HLH;	
Grupo	4:	VEOIBD.	

	

Asimismo,	se	estudió	una	cohorte	de	6	controles	sanos	reclutados	en	el	Hospital	Gregorio	Marañón,	

con	una	edad	media	de	1,77	años	(rango	de	0,24	a	8,55	años)	y	con	un	predominio	masculino	(4/6,	66,7%).		

	

Figura	17	 |	Distribución	global	de	 la	 sintomatología	en	pacientes	 con	 trastornos	primarios	de	 regulación	 inmunológica	
(PIRD).	 El	 gráCico	 muestra	 la	 frecuencia	 absoluta	 (barra	 azul)	 y	 relativa	 (barra	 naranja,	 en	 porcentaje)	 de	 las	 principales	
manifestaciones	 clínicas	 observadas	 en	 la	 cohorte	 de	 pacientes	 analizada.	 Las	 categorías	 incluyen	 infecciones	 recurrentes,	
linfoproliferación,	 autoinmunidad,	 enfermedad	 inClamatoria	 intestinal	 (EII),	 enfermedad	 granulomatosa,	 vasculitis,	 síndrome	
hemofagocítico	(HLH)	y	dermatitis.		

	

Dentro	de	los	pacientes	con	base	genética	conocida	(n=27),	las	mutaciones	en	genes	de	la	vía	NFKB	o	

FAS/FAS-L	 fueron	 las	 más	 frecuentes,	 representando	 un	 14,8%	 cada	 una	 (4/27),	 seguidas	 de	 la	 vía	

PI3KR1/PI3KCD	 con	 3	 pacientes	 que	 representaban	 un	 11,1%.	 El	 resto	 (16/27)	 de	 los	 pacientes	 con	

con=irmación	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	clı́nica	en	algún	momento	

de	su	evolución	compatible	con	los	criterios	clı́nicos	de	ESID	de	PIRD.	Los	cuatro	pacientes	restantes	habı́an	
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presentado	clıńica	infecciosa,	pero	presentaban	mutaciones	en	NFKβ1	o	PI3KR1/PI3KCD,	genes	asociados	

a	PIRD.	Las	frecuencias	absoluta	y	relativa	en	que	se	presentaron	los	sı́ntomas	de=initorios	de	PIRD,	junto	

con	la	presencia	de	infecciones,	quedan	representadas	en	la	Figura	17.	Cada	paciente	puede	tener	más	de	

una	de	las	manifestaciones.	

En	relación	con	la	clínica	presentada	en	el	histórico	de	la	evolución	de	la	cohorte,	un	51%	(26/51)	de	

los	pacientes	presentaron	 infecciones,	 siendo	 la	 combinación	de	 infecciones	virales	y	bacterianas	 la	

forma	más	habitual	 (10/26,	38,5%).	Un	80,4%	de	 la	 cohorte	 (41/51)	presentó	clínica	autoinmune	de	

algún	 tipo,	 representando	 las	 citopenias	 el	mayor	 porcentaje	 de	 esta	 (80,5%,	 33/41).	 En	 concreto,	 la	

trombocitopenia	 inmune	 la	 presentaron	prácticamente	 el	 total	 de	 los	pacientes	 con	 citopenias	 (97%,	

32/33),	ya	fuera	de	forma	aislada	u	asociada	a	la	afectación	de	otra	lı́nea.	La	neutropenia	se	presentó	en	

un	 45,5%	 (15/33),	 siempre	 en	 contexto	 de	 bicitopenia	 (Sı́ndrome	 de	 Evans)	 o	 de	 pancitopenia.	 La	

anemia	 hemolítica,	 fue	 la	 manifestación	 menos	 frecuente	 con	 solo	 9	 casos	 (27,3%).	 Un	 22%	 de	 los	

pacientes	 con	 autoinmunidad	 (AI)	 presentaban	 clínica	 organoespecíBica,	 con	 dos	 tercios	 (6/9)	

presentando	afectación	de	un	solo	órgano.	Up nicamente	un	7,3%	(3/41)	presentó	AI	sistémica.		

La	 segunda	manifestación	más	 frecuente	 fue	 la	 linfoproliferación,	 la	 cual	 se	presentó	 en	un	64,7%	

(33/51)	 de	 la	 cohorte.	 Tanto	 la	 esplenomegalia	 como	 la	 presencia	 de	 adenopatías	 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	presentó	malignidad.	Cabe	destacar	que	un	51%	(26/51)	de	la	cohorte	asoció	la	

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

Entre	las	manifestaciones	menos	frecuentes	encontramos	la	afectación	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	

inBlamatoria	intestinal	en	un	7,8%	(4/51).	La	dermatitis	grave	y	 la	HLH	se	dieron	en	un	paciente	en	

ambos	casos,	y	ningún	paciente	presentó	vasculitis.		

En	el	momento	de	entrada	al	estudio	(T0),	el	porcentaje	de	la	cohorte	con	clıńica	asociada	a	PIRD	era	de	

un	82,4%	(42/51),	con	solo	7	pacientes	(13,7%)	presentando	infecciones	aisladas.	De	nuevo,	la	clı́nica	más	

habitual	 fue	 la	 autoinmunidad	 (49%,	 25/51)	 siendo	 las	 citopenias	 la	 principal	 manifestación	 (68%,	

17/25),	y	representando	la	autoinmunidad	organoespecíBica	y	sistémica	un	24%	(6/25)	y	12%	(3/25)	

respectivamente.	La	linfoproliferación	estaba	presente	en	un	39,2%	(20/51)	de	la	cohorte,	siendo	en	este	

punto	de	corte	ligeramente	más	habitual	la	esplenomegalia	(76,2%,	16/21)	que	las	adenopatías	(52,4%,	

11/21).	Un	tercio	de	los	pacientes	con	linfoproliferación	asociaba	ambas	manifestaciones	en	T0.	Un	23,5%	

de	la	cohorte	(12/51)	presentó	fenotipo	ALPID	con	citopenias	y	linfoproliferación.		
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El	resto	de	manifestaciones	clıńicas	fueron	menos	frecuentes	en	T0,	con	la	enfermedad	inBlamatoria	

intestinal	dándose	en	un	5,9%	(3/51)	y	la	enfermedad	granulomatosa	representando	un	3,9%	(2/51).	

Como	en	el	análisis	histórico,	 la	dermatitis	grave	y	 la	HLH	 solo	se	dieron	cada	una	en	un	paciente.	La	

distribución	de	las	manifestaciones	entre	los	grupos	clı́nicos	queda	re=lejada	en	la	Figura	18.	

	

Figura	 18	 |	 Distribución	 porcentual	 de	 ocho	 manifestaciones	 clínicas	 (Infecciones,	 Autoinmunidad,	 Linfoproliferación,	
Dermatitis,	 EII,	 ILD,	 Vasculitis	 y	 HLH)	 comparadas	 entre	 cinco	 grupos	 clínicos	 (Grupos	 0-4).	 Las	 barras	 representan	 la	
proporción	de	pacientes	dentro	de	cada	grupo	que	presenta	la	manifestación	indicada;	los	colores	corresponden	a	cada	grupo	según	
la	leyenda.	Grupo	0:	pacientes	asintomáticos	con	mutaciones	asociadas	a	PIRD;	Grupo	1:	autoinmunidad	con	linfoproliferación;	Grupo	
2:	autoinmunidad	sin	linfoproliferación;	Grupo	3:	susceptibilidad	a	VEB/HLH;	Grupo	4:	VEOIBD.	

	

Por	 lo	que	 re=iere	 al	 tratamiento,	 el	 92,2%	 (47/51),	 prácticamente	 la	 totalidad	de	 la	 cohorte	habı́a	

recibido	algún	tipo	de	tratamiento	previo	a	su	inclusión	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	habı́an	recibido	múltiples	tipos	de	tratamiento,	incluyendo	también	

la	 proBilaxis	 antimicrobiana,	 inmunoglobulinas	 policlonales	 y	 los	 análogos.	 	 La	 diferencia	 en	 la	

clasi=icación	entre	 inmunosupresor	e	 inmunomodulador	es	poco	clara	y	variable	según	el	autor,	ya	que	

varios	de	los	fármacos	considerados	inmunomodulares	ejercen	su	efecto	al	suprimir	el	número	o	función	

de	células	inmunes.	Para	el	estudio,	se	consideró	fármaco	inmunosupresor	aquel	que	tiene	un	efecto	amplio	

sobre	 distintas	 células	 del	 sistema	 inmune	 como	 por	 ejemplo	 los	 corticoides,	 el	metotrexato,	 o	 los	

quimioterápicos,	como	el	etopósido.	Por	otro	lado,	se	consideró	inmunomoduladores	aquellos	fármacos	

dirigidos	a	regular	la	respuesta	inmune	con	efecto	sobre	una	población	inmune	más	de=inida,	como	serı́a	el	

micofenolato,	la	rapamicina	o	el	tacrolimus.	



 

69	
 

 Resultados	

En	T0,	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	 lı́neas	 de	 tratamiento	 en	 T0	 fue	 del	 45,2%	 (19/42).	 Las	

frecuencias	de	los	distintos	tratamientos	en	ambos	puntos	de	corte	quedan	representadas	en	la	Figura	19.		

 
Figura	19	|	Frecuencia	de	tratamientos	utilizados	en	pacientes	con	trastornos	primarios	de	regulación	inmunológica	(PIRD).	
El	gráCico	representa	la	distribución	de	diferentes	tipos	de	tratamientos	empleados	tanto	al	inicio	del	seguimiento	clínico	(T0)	como	
de	forma	global.	Se	muestran	los	valores	absolutos	(barras	grises	y	azules)	y	relativos	en	porcentaje	(barras	amarillas	y	naranjas)	para	
cada	categoría	terapéutica:	análogos,	inmunomoduladores,	inmunosupresores,	inmunoglobulinas	y	proCilaxis	antimicrobiana.		

	

4.2	Caracterización	inmunológica	de	pacientes	PIRD	
	

4.2.1	Per@il	inmunofenotípico	

4.2.1.1	Evaluación	de	la	naturaleza	de	los	datos		
	

Como	paso	preliminar	al	análisis	estadı́stico,	se	evaluó	la	distribución	de	normalidad	de	las	114	variables	

inmunológicas	antes	de	aplicar	cualquier	tipo	de	transformación.	Para	ello,	se	utilizó	el	 test	de	Shapiro-

Wilk,	una	prueba	ampliamente	aceptada	para	detectar	desviaciones	de	la	normalidad	en	conjuntos	de	datos	

de	 tamaño	moderado.	 Los	 resultados	 se	 visualizaron	mediante	 un	 heatmap	 que	 codi=ica	 los	 valores	 p	
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obtenidos	por	variable,	donde	el	espectro	de	color	varı́a	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,	

la	inmensa	mayorı́a	de	las	variables	presentan	valores	p	por	debajo	de	0.25,	lo	que	se	re=leja	en	la	dominante	

coloración	 amarilla	 del	 mapa.	 Esto	 indica	 que	 las	 distribuciones	 de	 estas	 variables	 se	 desvıán	

signi=icativamente	de	la	normalidad.	La	ausencia	de	tonalidades	verdes	en	la	mayorı́a	del	espectro	rea=irma	

que	muy	pocas	variables,	si	acaso	alguna,	cumplen	con	el	supuesto	de	normalidad.	Además,	la	con=irmación	

de	 una	 distribución	 no	 normal	 en	 el	 conjunto	 de	 datos	 original	 sustentó	 la	 decisión	 de	 aplicar	 una	

normalización	tipo	z-score	antes	de	procedimientos	multivariantes	sensibles	a	escala	y	distribución,	como	

UMAP	y	K-means.		

	

Figura	20	|	Mapa	de	normalidad	por	variable	antes	de	la	normalización	(test	de	Shapiro-Wilk).	Cada	columna	representa	una	
de	las	114	variables	inmunológicas	cuantiCicadas	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	distribución	normal)	hasta	amarillo	(p	<	
0.25,	indicativo	de	distribución	no	normal).	Se	observa	una	amplia	dominancia	de	valores	p	bajos	(colores	amarillos),	lo	cual	sugiere	
que	la	gran	mayoría	de	las	variables	presentan	distribuciones	signiCicativamente	alejadas	de	la	normalidad.	Este	resultado	justiCica	el	
uso	de	métodos	estadísticos	no	paramétricos	para	los	análisis	subsiguientes.	Para	ver	la	imagen	con	más	detalle	escanear	el	QR.	

	

Tras	aplicar	 la	 transformación	 z-score	a	 las	114	variables	 inmunológicas,	 se	 repitió	 la	 evaluación	de	

normalidad	mediante	el	test	de	Shapiro-Wilk	con	el	objetivo	de	veri=icar	si	la	estandarización	de	los	datos	

contribuıá	 a	 que	 sus	 distribuciones	 se	 aproximaran	 a	 una	 distribución	 normal.	 Los	 resultados	 se	

representaron	en	un	nuevo	heatmap	(Figura	21),	donde	al	igual	que	en	el	análisis	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	normalización,	la	mayorı́a	de	las	variables	
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continúan	presentando	valores	p	bajos,	mayoritariamente	por	debajo	del	umbral	de	0.25,	lo	cual	se	re=leja	

en	la	amplia	dominancia	del	color	amarillo	en	la	visualización.	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	 caracterıśticas	 intrıńsecas	 de	 sus	 distribuciones.	 Este	 hallazgo	 rea=irmó	 de	manera	 de=initiva	 la	

necesidad	de	emplear	herramientas	estadıśticas	no	paramétricas	en	todos	los	análisis	subsiguientes.	

	

Figura	 21	 |	Mapa	 de	 normalidad	 por	 variable	 después	 de	 la	 normalización	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	normalización	 fue	necesaria	para	estandarizar	 las	escalas	de	 los	datos,	especialmente	en	técnicas	multivariantes	como	
UMAP	 o	 clustering,	 no	 corrigió	 sustancialmente	 la	 no	 normalidad	 subyacente.	 La	 persistencia	 de	 valores	 p	 bajos	 (colores	
predominantemente	 amarillos)	 indica	 que	 la	 distribución	 de	 las	 variables	 continúa	 sin	 ser	 normal,	 reaCirmando	 la	 elección	 de	
procedimientos	estadísticos	no	paramétricos	en	esta	tesis.	Para	ver	la	imagen	con	mayor	detalle,	escanear	QR.	

	

4.2.1.2	Exploración	de	agrupamientos	inmunológicos	e	identi]icación	
	

Antes	 de	 realizar	 cualquier	 análisis	 multivariante	 con	 el	 objetivo	 de	 explorar	 agrupamientos	

inmunológicos,	 se	 construyó	 un	 primer	 modelo	 de	 reducción	 de	 dimensionalidad	 mediante	 UMAP	

utilizando	exclusivamente	las	muestras	basales	(T0)	de	pacientes	y	controles.	En	esta	etapa	inicial,	los	datos	

ya	habı́an	sido	previamente	transformados	mediante	z-score	para	estandarizar	la	escala	de	las	variables	

inmunológicas.	La	intención	era	evaluar	si	el	UMAP	podı́a	revelar	una	separación	natural	entre	grupos	de	

pacientes.	
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Sin	 embargo,	 como	 se	 muestra	 en	 la	 Figura	 22a,	 el	 resultado	 del	 UMAP	 reveló	 una	 agrupación	

inesperada:	los	pacientes	y	los	controles	no	se	distribuı́an	de	manera	diferenciada	en	función	de	su	estatus	

clıńico,	 sino	 que	más	 bien	 formaban	 dos	 conglomerados	 claramente	 separados	 en	 el	 eje	 vertical.	 Para	

investigar	 esta	 observación,	 se	 repitió	 la	 visualización	 del	 UMAP,	 pero	 coloreando	 ahora	 según	 la	

procedencia	 geográBica	 de	 la	 muestra	 (Figura	 22b).	 Esta	 segunda	 representación	 con=irmó	 que	 la	

separación	observada	en	el	espacio	UMAP	no	respondıá	a	diferencias	biológicas	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	sistemáticas	no	biológicas	

en	la	recogida,	procesamiento	o	análisis	de	las	muestras,	que	introducen	ruido	estructurado	en	los	datos.	

	

	

Figura	22	|	UMAP	inicial	de	pacientes	y	controles	coloreado	por	grupo	clínico	(T0).	a)	Representación	bidimensional	mediante	
UMAP	a	partir	de	los	datos	inmunológicos	basales	(T0),	tras	normalización	por	z-score	pero	antes	de	aplicar	correcciones	por	efecto	
de	lote.	Los	puntos	representan	individuos,	coloreados	según	su	pertenencia	al	grupo	Paciente	(celeste)	o	Control	(rojo).	Se	observa	
una	separación	vertical	marcada	entre	los	dos	grupos,	que	no	corresponde	a	diferencias	biológicas	esperadas,	sugiriendo	la	presencia	
de	un	artefacto	técnico	subyacente.	b)	UMAP	inicial	de	pacientes	coloreado	por	procedencia	geográCica.	Representación	equivalente	al	
panel	 anterior,	 pero	 con	 los	 pacientes	 coloreados	 según	 su	 población	 de	 origen:	 Barcelona	 (rojo)	 o	 Madrid	 (celeste).	 La	 clara	
segregación	 de	 los	 individuos	 en	 función	 de	 la	 ciudad	 evidencia	 un	 efecto	 de	 lote	 asociado	 a	 la	 procedencia,	 responsable	 de	 la	
separación	observada	previamente.	

	

Reconocer	y	corregir	este	efecto	fue	un	paso	metodológico	esencial	para	garantizar	la	validez	del	análisis	

posterior.	Para	ello,	se	aplicó	el	algoritmo	ComBat,	una	herramienta	estadı́stica	diseñada	especı́=icamente	

para	eliminar	efectos	de	lote	no	deseados	manteniendo	al	mismo	tiempo	la	variabilidad	biológica	real.	Tras	

la	 corrección,	 se	 generó	 un	 nuevo	 UMAP	 (Figura	 23)	 donde	 ya	 no	 se	 observó	 una	 separación	 por	

localización	geográ=ica.	La	=igura	muestra	el	resultado	de	esta	corrección	aplicada	a	los	datos	previamente	

normalizados	por	z-score,	donde	cada	punto	representa	a	un	individuo	y	está	coloreado	según	su	grupo	de	

pertenencia	(Control	en	rojo	y	Paciente	en	celeste).	La	visualización	sugiere	una	separación	parcial	pero	

relevante	 entre	 ambos	 grupos,	 especialmente	 visible	 en	 el	 cúmulo	 superior	 derecho,	 compuesto	

mayoritariamente	por	individuos	del	grupo	Control.	Esta	agregación	indica	que,	a	pesar	del	ruido	biológico	

y	 técnico	presente,	 la	 corrección	por	población	permitió	 revelar	diferencias	 estructurales	 en	 el	 espacio	

a)																																																																																											b)	
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latente	 que	 podrı́an	 asociarse	 con	 el	 estado	 clı́nico.	 Por	 otro	 lado,	 los	 individuos	 del	 grupo	 Paciente	

aparecen	distribuidos	de	manera	más	dispersa	a	 lo	 largo	del	 espacio	UMAP,	 lo	 cual	podrı́a	 re=lejar	una	

mayor	heterogeneidad	inmunológica	dentro	de	este	grupo.		

	

Figura	23	|	Proyección	bidimensional	mediante	UMAP	corregido	por	población	(ComBat).	Cada	punto	representa	a	un	individuo	
del	estudio,	coloreado	según	su	grupo	clínico	(rojo:	Controles;	celeste:	Pacientes).	La	reducción	de	dimensionalidad	se	realizó	tras	la	
normalización	z-score	de	las	variables	inmunológicas	y	la	corrección	del	efecto	de	lote	entre	las	poblaciones	de	Madrid	y	Barcelona	
mediante	el	algoritmo	ComBat.	Se	observa	una	agrupación	parcial	de	los	controles	en	el	cuadrante	superior	derecho,	mientras	que	los	
pacientes	 presentan	 una	 distribución	 más	 dispersa,	 lo	 que	 sugiere	 una	 mayor	 heterogeneidad	 inmunológica.	 Esta	 visualización	
evidencia	diferencias	latentes	entre	los	grupos	que	podrían	estar	relacionadas	con	el	estado	clínico,	y	proporciona	una	base	adecuada	
para	la	aplicación	de	técnicas	de	agrupamiento	como	K-means.	

	

Tras	esta	observación,	quisimos	explorar	 la	posible	existencia	de	subgrupos	 inmunológicos	distintos	

dentro	del	grupo	de	pacientes.	Para	determinar	el	número	óptimo	de	agrupamientos	(k)	en	el	análisis	de	

clustering	 sobre	 el	 espacio	 reducido	 por	 UMAP,	 se	 aplicaron	 tres	 metodologıás	 complementarias:	 el	

método	del	 codo	 (elbow	method),	 el	coeBiciente	de	 silueta	promedio	 (average	 silhouette	width)	 y	 la	

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

En	primer	lugar,	se	empleó	el	método	del	codo	para	evaluar	la	inercia	intra-cluster,	a	través	de	la	suma	

total	 de	 los	 errores	 cuadráticos	 dentro	 de	 cada	 grupo	 (Total	 Within	 Sum	 of	 Squares).	 El	 grá=ico	

correspondiente	(Figura	24a)	evidenció	una	reducción	marcada	de	la	inercia	hasta	k	=	3,	tras	lo	cual	la	

disminución	se	vuelve	más	paulatina.	Este	punto	de	in=lexión	sugiere	que	la	partición	en	tres	grupos	logra	

capturar	la	mayor	parte	de	la	estructura	subyacente.	Paralelamente,	el	análisis	del	coe=iciente	de	silueta	

(Figura	24b)	alcanzó	su	valor	máximo	con	k	=	2,	lo	que	indica	una	separación	clara	entre	dos	agrupaciones.	
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Sin	embargo,	a	partir	de	k	=	3,	aunque	dicho	valor	disminuye	levemente	(≈0.17),	se	mantiene	dentro	de	un	

rango	 aceptable.	 Dado	 que	 el	 coe=iciente	 de	 silueta	 tiende	 a	 favorecer	 agrupaciones	 más	 simples	 y	

compactas,	estos	resultados	fueron	interpretados	con	cautela	y	contextualizados	junto	con	los	obtenidos	

por	los	otros	métodos	de	validación	de	clustering.	Finalmente,	la	estadı́stica	de	la	brecha	(gap	statistic),	que	

compara	la	variabilidad	intracluster	con	un	modelo	de	referencia	aleatorio,	mostró	una	mejora	signi=icativa	

al	pasar	de	k	=	2	a	k	=	3,	tras	lo	cual	los	incrementos	fueron	más	moderados	y	estabilizados	(Figura	24c).	

Aunque	el	valor	más	alto	de	la	estadı́stica	de	brecha	se	observa	en	k	=	9,	los	errores	estándar	se	solapan	

ampliamente	a	partir	de	k	=	3,	lo	que	sugiere	que	aumentos	posteriores	no	ofrecen	ganancias	signi=icativas	

de	estructura	real	y	podrı́an	re=lejar	sobreajuste.	

Considerando	los	resultados	en	conjunto,	se	optó	por	seleccionar	k	=	3	como	número	óptimo	de	clusters.	

Esta	decisión	representa	un	equilibrio	razonable	entre	complejidad	del	modelo	y	capacidad	explicativa,	

capturando	la	heterogeneidad	biológica	esperada	sin	perder	interpretabilidad.	Además,	tres	grupos	ofrecen	

una	partición	su=icientemente	rica	como	para	explorar	subfenotipos	inmunológicos	dentro	del	conjunto	de	

pacientes	y	controles,	permitiendo	análisis	posteriores	más	re=inados.	

	

Figura	24	 |	Elección	del	número	de	agrupamientos	(k)	óptimo.	a)	Determinación	del	número	óptimo	de	clusters	mediante	el	
método	del	codo.	El	punto	de	inClexión	observado	en	k	=	3	indica	que	este	número	de	agrupamientos	captura	de	forma	eCiciente	la	
estructura	 interna	de	 los	datos,	minimizando	 la	 varianza	dentro	de	 los	clusters	 sin	 incurrir	 en	 sobreajuste.	b)	Determinación	del	
número	óptimo	de	clusters	mediante	el	coeCiciente	de	silueta	promedio.	Se	muestra	el	valor	promedio	del	índice	de	silueta	para	distintos	
valores	de	k.	c).	Determinación	del	número	óptimo	de	clusters	mediante	la	estadística	de	la	brecha	(Gap	statistic).	Se	representa	el	
valor	del	gap	(con	barras	de	error)	para	cada	valor	de	k.		

a)																																																																																											b)	

c)																																																																																				
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Una	vez	identi=icado	que	el	número	óptimo	de	agrupamientos	era	k	=	3,	se	aplicó	el	algoritmo	K-means	

exclusivamente	 sobre	 los	 individuos	 del	 grupo	 de	 pacientes,	 utilizando	 como	 espacio	 de	 entrada	 las	

coordenadas	 generadas	 por	 UMAP	 tras	 la	 normalización	 y	 corrección	 por	 efecto	 de	 lote	 (ComBat).	 El	

objetivo	era	identi=icar	posibles	subgrupos	inmunológicos	internamente	consistentes	dentro	del	conjunto	

de	 pacientes,	 que	 pudieran	 re=lejar	 patrones	 biológicamente	 relevantes.	 En	 la	Figura	25	 se	muestra	 el	

resultado	de	esta	clusterización,	donde	cada	paciente	aparece	representado	por	un	 triángulo	coloreado	

según	su	pertenencia	a	uno	de	los	tres	clusters	(rojo,	verde	y	azul),	mientras	que	los	sujetos	del	grupo	

control	 (no	 incluidos	 en	 la	 clusterización)	 se	 proyectan	 en	 el	mismo	 espacio	 como	puntos	grises	 para	

referencia	comparativa.	

	

	

Figura	25	|	UMAP	de	pacientes	clusterizados	(k	=	3)	y	controles	proyectados.	Visualización	bidimensional	obtenida	mediante	
UMAP	tras	normalización	z-score	y	corrección	por	efecto	de	 lote	 (ComBat),	aplicada	a	 las	variables	 inmunológicas.	Los	pacientes	
(triángulos)	 fueron	agrupados	mediante	K-means	 en	 tres	 clusters	diferenciados	 (Cluster	1:	 rojo,	Cluster	2:	 verde,	Cluster	3:	azul),	
mientras	que	los	controles	(círculos	grises)	se	proyectaron	en	el	mismo	espacio	sin	participar	en	el	proceso	de	agrupamiento.	Se	observa	
una	clara	separación	espacial	entre	los	tres	subgrupos	de	pacientes,	cada	uno	ocupando	regiones	especíCicas	del	espacio	UMAP,	lo	que	
sugiere	la	existencia	de	perCiles	inmunológicos	diferenciados.		

	

La	distribución	espacial	resultante	evidencia	una	partición	clara	y	no	arbitraria	entre	los	tres	clusters	de	

pacientes,	cada	uno	de	ellos	ocupando	regiones	bien	de=inidas	del	plano	UMAP.	El	Cluster	1	(rojo)	se	sitúa	

predominantemente	en	el	cuadrante	superior	izquierdo,	el	Cluster	2	(verde)	en	la	región	central	derecha,	
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y	 el	Cluster	3	 (azul)	 en	 la	 parte	 inferior	 central.	 Esta	 estructura	 sugiere	 la	 existencia	 de	 subfenotipos	

inmunológicos	distintivos	dentro	del	grupo	de	pacientes.	Por	otro	 lado,	 la	proyección	de	 los	 individuos	

control	permite	visualizar	su	posición	relativa	respecto	a	los	pacientes	y	a	sus	subgrupos.	Este	patrón	de	

distribución	también	sugiere	que	los	pacientes	de	cada	cluster	podrı́an	estar	respondiendo	a	mecanismos	

inmunopatológicos	 distintos,	 lo	 cual	 justi=ica	 análisis	 posteriores	 orientados	 a	 caracterizar	

diferencialmente	sus	per=iles	inmunológicos.		

4.2.1.3	Determinación	de	per]iles	inmunológicos	y	búsqueda	de	biomarcadores	
	

Por	ello,	 con	el	objetivo	de	explorar	diferencias	 inmunofenotı́picas	a	gran	escala	entre	 los	grupos	de	

pacientes	 identi=icados	por	clustering,	 se	representó	un	heatmap	del	per=il	 inmunológico	promedio	por	

clúster,	incluyendo	también	al	grupo	de	controles.	En	la	Figura	26a	se	visualizan	patrones	de	expresión	

media	de	múltiples	subpoblaciones	inmunes	tras	la	normalización	de	los	datos.	A	nivel	visual,	el	heatmap	

revela	una	estructura	diferenciada	entre	los	tres	clústeres	de	pacientes	(Cluster_1,	Cluster_2	y	Cluster_3)	

y	los	controles	sanos	(Cluster_Control).	Cada	uno	de	estos	clústeres	presenta	un	patrón	caracterı́stico	de	

expresión	 en	 distintas	 poblaciones	 inmunes,	 lo	 que	 sugiere	 que	 el	modelo	 de	 agrupación	 basado	 en	 el	

análisis	no	supervisado	captura	de	forma	efectiva	per=iles	inmunológicos	distintos	entre	los	pacientes,	ası́	

como	con	los	controles.		

Dado	el	especial	interés	en	el	brazo	regulador	y	con	el	=in	de	enriquecer	el	per=il	inmunológico	global,	se	

llevó	a	cabo	un	análisis	enfocado	especı́=icamente	en	las	poblaciones	reguladoras	del	sistema	inmunitario,	

dado	su	papel	central	en	el	mantenimiento	de	la	homeostasis	inmunológica,	la	inducción	de	tolerancia	y	la	

resolución	de	la	in=lamación	(Figura	26b).	A	nivel	visual,	se	aprecian	patrones	de	distribución	claramente	

divergentes	entre	los	grupos	de	pacientes	y	los	controles.	El	grupo	Control	(=ila	inferior)	presenta	de	forma	

general	valores	bajos	(tonos	azulados)	en	muchas	de	las	poblaciones	representadas,	lo	que	es	coherente	

con	un	estado	de	equilibrio	inmunológico	en	ausencia	de	in=lamación	sistémica	activa.	En	contraste,	los	tres	

grupos	 de	 pacientes	 (=ilas	 1,	 2	 y	 3)	 presentan	múltiples	 poblaciones	 con	 valores	 aumentados	 (tonos	

naranjas	 y	 rojizos),	 lo	 cual	 re=leja	 una	 activación	 o	 expansión	 diferencial	 de	 subpoblaciones	

inmunorreguladoras	en	el	contexto	de	la	enfermedad.	

El	análisis	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	identi=icados.	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	caracterıśticas	cualitativas	de	sus	circuitos	de	control	inmunológico,	que	se	mostrarán	más	adelante.	
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Figura	26	|	Per@il	inmunológico	promedio	por	grupo	(clusters	de	pacientes	y	controles).	a)	Heatmap	que	representa	los	valores	
promedio	estandarizados	(z-score)	de	las	114	variables	inmunológicas	para	cada	uno	de	los	grupos:	controles	sanos	(Cluster_Control)	
y	los	tres	subgrupos	de	pacientes	identiCicados	mediante	K-means	(Cluster_1,	Cluster_2	y	Cluster_3).	b)	Heatmap	que	representa	los	
valores	promedio	estandarizados	(z-score)	de	múltiples	subpoblaciones	inmunorreguladoras	(incluyendo	células	T	reguladoras	(Treg),	
B	reguladoras	(Breg)	y	T	foliculares	reguladores)	en	los	tres	clusters	de	pacientes	y	el	grupo	control.	Cada	columna	corresponde	a	una	
variable	inmunológica,	y	cada	Cila	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	
organización	 jerárquica	 de	 las	 variables	 en	 el	 eje	 horizontal	 permite	 identiCicar	 bloques	 funcionales	 inmunológicos	 con	
comportamientos	similares	entre	grupos.	Para	ver	la	imagen	con	mayor	detalle,	escanear	QR.	

	

A	 continuación,	 para	 identi=icar	 los	 marcadores	 inmunológicos	 más	 relevantes	 que	 discriminan	 los	

distintos	grupos	inmunológicos	del	estudio	(tanto	los	subgrupos	de	pacientes	previamente	de=inidos	por	

a)																																																																																				

b)																																																																																				
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K-means	como	el	grupo	control),	se	entrenó	un	modelo	de	clasi=icación	basado	en	Random	Forest.	Este	

modelo	 incluyó	 a	 todos	 los	 individuos	del	 estudio,	 integrando	 tanto	pacientes	 como	controles,	 y	utilizó	

como	 variables	 predictoras	 las	 114	 proporciones	 celulares	 previamente	 normalizadas	 por	 z-score	 y	

corregidas	 por	 efecto	 de	 lote.	 Se	 entrenó	 con	 500	 árboles	 para	 garantizar	 estabilidad,	 y	 se	 evaluó	 la	

importancia	relativa	de	cada	variable	mediante	la	métrica	de	Mean	Decrease	Gini,	que	cuanti=ica	cuánto	

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

El	análisis	de	importancia	reveló	que	los	subconjuntos	CD4+	naive,	CD4+	memoria,	y	CD4+	EM	fueron	

los	marcadores	más	in=luyentes	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	 diferenciación	 y	 renovación	 celular,	 representa	 un	 eje	 clave	 de	 separación	 tanto	 entre	

pacientes	y	controles	como	entre	los	subgrupos	de	pacientes.	Asimismo,	se	identi=icaron	otras	poblaciones	

relevantes	 como	 las	 células	NK	CD56+	CD16+,	Tregs	 de	memoria	 efectora	 y	 central,	eosinóBilos	 y	

monocitos	clásicos,	 lo	que	 re=leja	que	 también	existen	alteraciones	en	 componentes	de	 la	 inmunidad	

innata	y	regulación	inmunológica	(Figura	27).	Esta	variedad	de	tipos	celulares	implicados	indica	que	la	

distinción	entre	los	grupos	no	está	mediada	únicamente	por	un	desequilibrio	en	una	rama	especı́=ica	del	

sistema	inmune,	sino	por	un	patrón	complejo	de	cambios	funcionales	y	fenotıṕicos	múltiples.	

	

Figura	27	|	Importancia	de	variables	inmunológicas	en	la	clasi@icación	de	pacientes	y	controles	mediante	Random	Forest.	Se	
muestra	la	métrica	de	Mean	Decrease	Gini	para	las	15	variables	inmunológicas	más	relevantes	del	modelo,	entrenado	con	500	árboles	
de	decisión	e	incluyendo	tanto	pacientes	como	controles.		Los	subconjuntos	de	células	T	CD4+	(naive,	memoria,	efectoras	de	memoria)	
fueron	los	más	informativos,	seguidos	por	CD8+	naive,	CD4+	RTE	y	poblaciones	innatas	como	NK	CD56+CD16+	y	eosinóCilos.	Estos	
resultados	destacan	que	tanto	el	compartimento	adaptativo	como	el	innato	participan	en	la	separación	inmunológica	entre	los	grupos,	
proporcionando	una	jerarquía	objetiva	de	marcadores	clave	para	la	caracterización	de	estados	inmunológicos	alterados.	
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Tras	 identi=icar	 los	 marcadores	 inmunológicos	 con	 alta	 capacidad	 discriminativa	 entre	 grupos,	 se	

procedió	 a	 validar	 estadıśticamente	 las	 diferencias	 en	 dichos	 marcadores	 entre	 los	 tres	 clusters	 de	

pacientes	y	el	grupo	control.	Para	ello,	se	aplicó	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	distribución	signi=icativamente	diferente	

respecto	 a	 los	demás	para	 cada	marcador	 inmunológico	 considerado.	Dado	que	 se	 evaluaron	múltiples	

variables	de	forma	simultánea,	se	aplicó	una	corrección	de	tipo	FDR	(False	Discovery	Rate)	mediante	el	

método	de	Benjamini-Hochberg.	Esta	corrección	controla	 la	proporción	de	 falsos	positivos	esperados	

entre	los	resultados	considerados	signi=icativos,	lo	cual	es	especialmente	importante	en	contextos	con	gran	

número	de	comparaciones	(como	es	el	caso	con	más	de	100	poblaciones),	donde	la	probabilidad	de	obtener	

resultados	estadı́sticamente	signi=icativos	por	azar	aumenta	considerablemente.		

Figura	 28	 |	Marcadores	 con	 alta	 capacidad	 discriminativa	 entre	 grupos.	PerCil	 inmunológico	 promedio	 por	 grupo	 para	 los	
marcadores	signiCicativamente	diferenciadores	tras	corrección	FDR.	El	heatmap	reducido	muestra	los	valores	z-score	promedio	de	
cuatro	marcadores	inmunológicos	(CD4+	RTE,	NK	CD56+CD16+,	CD4+	EM	y	CD4+	CM)	que	resultaron	estadísticamente	signiCicativos	
entre	los	grupos	tras	aplicar	el	test	de	Kruskal-Wallis	seguido	de	corrección	por	FDR.	Los	datos	están	organizados	por	grupo	(Clusters	
1,	2,	3	y	Controles),	permitiendo	visualizar	patrones	diferenciadores	claros.		

	

La	Figura	28	de	heatmap	simpli=icado	presenta	los	valores	promedio	estandarizados	(z-score)	de	los	

cuatro	marcadores	que	resultaron	estadı́sticamente	signi=icativos	tras	la	aplicación	del	test	de	Kruskal-

Wallis	y	la	corrección	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	reducción	signi=icativa	

en	CD4+	RTE,	 lo	que	 sugiere	una	expansión	de	 células	T	diferenciadas	a	expensas	de	poblaciones	más	
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recientes	del	timo.	Este	patrón	contrasta	fuertemente	con	el	de	los	controles,	quienes	presentan	niveles	

más	altos	de	CD4+	RTE	y	menores	de	CD4	activados	o	de	memoria,	re=lejando	un	estado	inmunológico	más	

equilibrado	o	homeostático.		

Luego	de	identi=icar	diferencias	globales	estadı́sticamente	signi=icativas	entre	grupos	mediante	el	test	

de	Kruskal-Wallis,	se	procedió	a	realizar	comparaciones	pareadas	utilizando	el	test	de	Dunn	post	hoc,	

con	 el	 objetivo	 de	 determinar	 entre	 qué	 grupos	 especíBicos	 (clusters	 de	 pacientes	 y	 controles)	 se	

encuentran	 las	 diferencias	 que	 explican	 las	 variaciones	 observadas.	 Este	 análisis	 es	 esencial	 para	

descomponer	los	resultados	globales	del	test	no	paramétrico	en	comparaciones	individuales,	revelando	qué	

grupos	 se	 distinguen	 entre	 sı́	 en	 cuanto	 a	 los	 niveles	 de	 cada	marcador	 inmunológico.	 Dado	 que	 este	

procedimiento	genera	múltiples	comparaciones	por	cada	marcador	(en	este	caso,	seis	pares	posibles	por	

marcador	entre	los	cuatro	grupos),	se	aplicó	nuevamente	una	corrección	por	FDR.	

Los	resultados	se	resumen	visualmente	en	los	diagramas	de	caja	anotados	con	las	comparaciones	post	

hoc	signi=icativas	(Figura	29).	Los	marcadores	que	presentaron	diferencias	ajustadas	fueron:	CD4+	CM,	

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

• Para	CD4+	CM,	el	Cluster	1	muestra	niveles	signi=icativamente	más	altos	que	los	clusters	2,	3	y	los	

controles	(p	<	0.001),	lo	que	refuerza	la	idea	de	una	expansión	especı=́ica	de	la	memoria	T	en	ese	

subgrupo.	

• En	CD4+	EM,	se	observaron	diferencias	altamente	signi=icativas	entre	el	Cluster	1	y	todos	los	demás	

grupos	 (p	 <	 1e-7),	 indicando	 que	 este	 marcador	 es	 uno	 de	 los	 más	 diferenciadores	 del	 per=il	

inmunológico	del	Cluster	1.	

• Por	 el	 contrario,	 CD4+	 RTE	 mostró	 un	 patrón	 opuesto:	 los	 controles	 presentaron	 niveles	

signi=icativamente	mayores	en	comparación	con	todos	los	clusters,	mientras	que	el	Cluster	1	tuvo	

los	 niveles	 más	 bajos.	 Este	 hallazgo	 es	 coherente	 con	 una	 reducción	 en	 la	 renovación	 tı́mica	

funcional	en	los	pacientes,	particularmente	en	aquellos	con	per=il	in=lamatorio	más	avanzado.	

• En	cuanto	a	NK	CD56+	CD16+,	el	Cluster	2	presentó	valores	signi=icativamente	más	bajos	que	el	

Cluster	1	y	los	controles,	con	p-valores	corregidos	<	0.01,	lo	cual	podrı́a	re=lejar	una	supresión	o	

redistribución	de	las	células	NK	citotóxicas	en	ese	subgrupo.	

Aunque	las	subpoblaciones	Treg	CM	y	Treg	EM	no	alcanzaron	signi=icación	estadıśtica,	su	contribución	

al	modelo	de	clasi=icación	mediante	Random	Forest	fue	destacada,	situándose	entre	las	variables	con	mayor	

importancia	 según	 el	 criterio	 de	 mean	 decrease	 Gini	 en	 un	 modelo	 de	 500	 árboles.	 Esta	 aparente	

discrepancia	puede	explicarse	por	la	baja	frecuencia	de	estas	subpoblaciones	(poblaciones	raras),	lo	cual	

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

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

pacientes	 diBieren	 entre	 sí	 de	 manera	 signiBicativa	 en	 marcadores	 clave,	 y	 que	 estas	 diferencias	
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también	 los	 separan	 claramente	 del	 grupo	 control.	 La	 aplicación	 del	 test	 de	 Dunn	 permitió	 establecer	

comparaciones	 robustas	 y	 estadísticamente	 controladas	 entre	 todos	 los	 grupos,	 reforzando	 las	

observaciones	previas	del	modelo	Random	Forest	y	del	clustering	multivariado.	Estos	marcadores	podrı́an	

considerarse	 Birmas	 inmunológicas	 distintivas	 de	 cada	 subfenotipo,	 con	 potencial	 valor	 clı́nico	 o	

terapéutico	si	se	validan	en	futuras	cohortes.	

	

Figura	 29	 |	 Comparación	 post	 hoc	 de	 marcadores	 inmunológicos	 signi@icativos	 entre	 clusters	 de	 pacientes	 y	 controles	
mediante	el	test	de	Dunn	con	corrección	FDR.	Se	muestran	diagramas	de	caja	(boxplots)	para	los	cuatro	marcadores	inmunológicos	
que	resultaron	estadísticamente	signiCicativos	en	el	test	de	Kruskal-Wallis,	seguido	de	comparaciones	múltiples	corregidas	por	FDR	
entre	los	grupos	(Clusters	1,	2,	3	y	Controles).	Las	líneas	horizontales	indican	comparaciones	entre	pares	con	diferencias	signiCicativas,	
junto	con	sus	respectivos	valores	de	p	ajustados	(p*	<	0.05,	p**	<	0.01,	p***	<	0.001,	p****	<	0.0001).	

	

Para	 facilitar	 la	 interpretación	clı́nica	de	 los	resultados	obtenidos,	se	elaboró	una	tabla	resumen	que	

sintetiza	el	comportamiento	relativo	de	los	principales	marcadores	inmunológicos	diferenciadores	entre	

los	grupos	estudiados:	 los	 tres	clusters	de	pacientes	 identi=icados	mediante	K-means	y	el	grupo	control	

(Tabla	 10).	 Los	marcadores	 incluidos	 en	 esta	 tabla	 fueron	 seleccionados	 con	 base	 en	 su	 signi=icancia	

estadıśtica	tras	la	aplicación	secuencial	del	test	de	Kruskal-Wallis,	corrección	por	FDR,	y	comparaciones	

post	hoc	mediante	el	test	de	Dunn.	Esta	selección	permite	concentrarse	en	aquellos	parámetros	con	mayor	

robustez	analı́tica	y	relevancia	biológica.	

a)	 b)	

c)	 d)	
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La	tabla	emplea	un	sistema	de	=lechas	para	representar	visualmente	si	cada	marcador	está	aumentado	

(↑),	muy	aumentado	(↑↑),	disminuido	(↓),	muy	disminuido	(↓↓)	o	sin	cambios	relevantes	(≈)	respecto	al	

promedio	global,	tomando	al	grupo	control	como	referencia.	Este	enfoque	grá=ico	y	sintético	facilita	una	

lectura	 rápida	 y	 una	 comparación	 directa	 entre	 los	 subgrupos,	 lo	 que	 resulta	 especialmente	 útil	 para	

audiencias	clı́nicas	o	multidisciplinarias.	

Población	 Cluster	1	 Cluster	2	 Cluster	3	 Controles	
CD4+	CM	 ↑↑	 ↑	 ↑	 (referencia)	
CD4+	EM	 ↑↑	 ↑	 ↑	 (referencia)	
CD4+	RTE	 ↓	 ≈	 ≈	 (referencia)	

NK	CD56+	CD16+	 ≈	 ↓↓	 ↓	 (referencia)	
	

	

Tabla	10	|	Tabla	resumen	del	perCil	inmunofenotípico	de	los	clusters	de	pacientes	tomando	los	controles	como	referencia.	

	

4.2.2	Inmunofenotipado	de	función	Treg	

4.2.2.1	Evaluación	de	la	naturaleza	de	los	datos		
	

Como	paso	inicial	en	el	análisis	del	siguiente	bloque,	orientado	a	caracterizar	el	per=il	funcional	de	las	

células	 Treg,	 se	 procedió	 a	 evaluar	 la	 distribución	 estadı́stica	 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	estadı́sticas	paramétricas,	o	si,	por	el	contrario,	es	necesario	emplear	

enfoques	no	paramétricos	más	robustos	frente	a	desviaciones	de	normalidad.	Para	esta	evaluación	se	aplicó	

nuevamente	el	test	de	Shapiro-Wilk.	Los	resultados	del	test	se	representaron	visualmente	mediante	un	

heatmap,	donde	el	color	de	cada	celda	re=leja	el	valor	p	obtenido	por	variable:	tonalidades	verdes	indican	

una	distribución	compatible	con	la	normalidad	(p	>	0.75),	mientras	que	colores	rojos	intensos	re=lejan	un	

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

La	Figura	30a,	correspondiente	al	análisis	de	los	datos	sin	transformar,	revela	un	patrón	generalizado	

de	no	normalidad	en	las	variables	Treg,	representado	por	la	dominante	coloración	roja.	Prácticamente	

todas	las	variables	evaluadas	presentan	valores	de	p	signi=icativamente	bajos,	lo	que	indica	la	presencia	de	

asimetrı́as	marcadas.	Ante	este	hallazgo,	y	siguiendo	el	mismo	pipeline	aplicado	en	el	bloque	anterior,	se	

procedió	a	normalizar	los	datos	mediante	transformación	z-score.	Una	vez	transformados	los	datos,	se	

repitió	el	test	de	Shapiro-Wilk,	cuyos	resultados	se	resumen	en	la	Figura	30b.	En	este	nuevo	heatmap,	se	

observa	una	mejora	general	en	la	distribución	de	los	valores	p.	Aunque	la	mayorı́a	de	las	variables	aún	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	disminución	

≈ 
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parcial	de	la	desviación	respecto	a	la	distribución	normal.	No	obstante,	esta	corrección	fue	insu=iciente	

para	transformar	el	conjunto	de	datos	en	un	sistema	completamente	gaussiano.	

	

Figura	30	|	Evaluación	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	transformación.	La	escala	de	colores	varía	desde	verde	(p	>	0.75,	compatible	con	normalidad)	hasta	rojo	(p	<	
0.05,	 indicativo	de	distribución	no	normal).	La	marcada	presencia	de	tonos	rojos	indica	que	la	mayoría	de	las	variables	presentan	
distribuciones	 signiCicativamente	 desviadas	 de	 la	 normalidad.	 b)	 Evaluación	 de	 normalidad	 tras	 normalización	 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	transformación	z-score.	Se	observa	una	mejora	generalizada	en	la	distribución,	reClejada	por	el	cambio	de	rojo	a	tonos	amarillos	
y	verdes	en	varias	variables.	Sin	embargo,	muchas	de	ellas	aún	no	alcanzan	el	umbral	necesario	para	asumir	normalidad	estadística	
plena,	lo	que	motivó	la	adopción	de	métodos	no	paramétricos	en	los	análisis	posteriores.	

	

En	consecuencia,	se	concluyó	que,	pese	a	la	mejora	derivada	de	la	normalización,	la	distribución	de	las	

variables	 funcionales	 Treg	 sigue	 sin	 ajustarse	 plenamente	 al	 modelo	 normal.	 Este	 resultado	 justi=icó	

nuevamente	la	elección	de	métodos	no	paramétricos	para	todos	los	análisis	estadıśticos	posteriores	de	

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

4.2.2.2	Aproximación	funcional		
	

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

celulares	 implicadas	 en	 la	 inmunorregulación,	 se	 representaron	 grá=icamente	 las	 distribuciones	 de	

múltiples	variables	inmunológicas	en	pacientes	en	el	momento	basal	(T0)	y	en	controles	sanos.		

a)																																																																																																															b)	
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Continuación	
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Figura	 31	 |	 Comparación	 de	 la	 distribución	 de	marcadores	 inmunológicos	 entre	 controles	 y	 pacientes	 en	 T0	mediante	
grá@icos	de	violín.	Representación	conjunta	de	múltiples	variables	inmunológicas	funcionales	y	fenotípicas	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	más	elevados	y	mayor	
dispersión	en	la	expresión	de	estos	marcadores,	reClejando	un	perCil	inmunológico	caracterizado	por	hiperactivación	y	heterogeneidad	
funcional.	Por	el	contrario,	los	controles	presentan	distribuciones	más	compactas	y	homogéneas.	

	

En	este	análisis	se	incluyeron	tanto	marcadores	funcionales	en	células	Treg	como	en	linfocitos	CD4⁺	

y	CD8⁺.	A	pesar	del	tamaño	limitado	del	grupo	control	(n=6),	se	observa	un	patrón	claro	y	consistente:	los	

pacientes	 T0	 presentan,	 en	 términos	 generales,	 niveles	 más	 elevados	 de	 expresión	 de	 múltiples	

marcadores	 inmunorreguladores,	 tanto	en	células	Treg	como	en	 linfocitos	CD4⁺	y	CD8⁺	 (Figura	31).	

Destaca	particularmente	la	sobreexpresión	de	CTLA-4,	PD-1,	LAP,	TIGIT	e	IL-10	en	el	grupo	de	pacientes,	

lo	 que	 sugiere	 un	 entorno	 inmunológico	 caracterizado	 por	 una	 hiperactivación	 del	 eje	 regulador,	

posiblemente	en	respuesta	a	un	proceso	in=lamatorio	subyacente.	Además	de	las	diferencias	funcionales,	

también	se	observaron	variaciones	en	proporciones	celulares	generales,	como	una	ligera	disminución	

en	 linfocitos	CD4⁺	y	 linfocitos	T	en	algunos	pacientes,	acompañadas	de	 incrementos	en	subpoblaciones	

activadas.	En	conjunto,	estos	resultados	describen	un	paisaje	inmunológico	alterado	en	pacientes	desde	

el	inicio	del	estudio,	marcado	por	la	activación	simultánea	de	mecanismos	efectores	y	reguladores.		

Para	enriquecer	la	información	sobre	las	relaciones	funcionales	entre	poblaciones	inmunológicas	más	

allá	de	sus	niveles,	se	llevó	a	cabo	un	análisis	de	coexpresión	basado	en	correlaciones	de	Spearman,	

construyendo	redes	independientes	para	los	pacientes	en	el	momento	basal	(T0),	los	controles	sanos	y	una	

red	combinada.	Esta	aproximación	permite	identi=icar	agrupamientos	funcionales	de	poblaciones	inmunes	

que	 se	 comportan	 de	 forma	 coordinada,	 revelando	 posibles	 disrupciones	 bajo	 condiciones	 patológicas.	
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Cada	nodo	representa	una	población	celular	o	un	marcador	funcional,	mientras	que	las	aristas	codi=ican	la	

fuerza	y	dirección	de	la	correlación	(positiva	o	negativa),	facilitando	una	visualización	integrada	del	sistema	

inmune	(Figura	32).		

La	 red	 de	 los	 controles	 sanos	 presenta	 una	 arquitectura	densa,	 bien	 estructurada	 y	 altamente	

funcional.	 Se	 destacan	 múltiples	 módulos	 robustos	 de	 coexpresión	 que	 re=lejan	 la	 homeostasis	

inmunológica	 en	 condiciones	 =isiológicas.	 Se	 identi=ican	 clústeres	 de	 nodos	 que	 agrupan	marcadores	

reguladores	clásicos,	como	CTLA-4,	LAP,	TIGIT	e	IL-10,	tanto	en	células	Treg	como	en	subpoblaciones	

CD4⁺,	con	correlaciones	positivas	sólidas.	Además,	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	

activación	 funcional	 conjunta	 de	 los	 mecanismos	 inmunosupresores	 mediados	 por	 IL-10.	 Estas	

asociaciones	re=lejan	un	sistema	 inmunológico	robustamente	 integrado,	donde	 las	vı́as	de	control	están	

funcionalmente	 entrelazadas.	 Se	 detectan	 incluso	 correlaciones	 negativas	 =isiológicas	 entre	 células	

efectoras	como	CD4.Activadas	y	marcadores	reguladores	como	CD4.TIGIT,	señalando	la	existencia	de	un	

equilibrio	dinámico	entre	activación	y	regulación	inmunitaria	en	condiciones	normales.	

En	cambio,	la	red	generada	para	los	pacientes	en	el	momento	basal	(T0)	reveló	un	panorama	muy	

distinto.	 Aquı	́ se	 observa	 una	 arquitectura	 notablemente	 más	 fragmentada	 en	 comparación	 con	 los	

controles.	Si	bien	persisten	algunos	módulos	funcionales	coherentes,	 la	red	global	aparece	dispersa,	con	

menor	 densidad	 de	 conexiones	 y	 una	 organización	 más	 laxa.	 Se	 identi=ican	 asociaciones	 entre	

subpoblaciones	reguladoras,	como	la	correlación	positiva	entre	Treg_TIGIT,	CD4_TIGIT.LAP.	y	CD4.LAP.	

Asimismo,	se	conserva	la	correlación	entre	CD4.CTLA.4	y	Treg_CTLA.4,	re=lejando	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	 re=leja	 una	 alteración	 del	 control	

inmunológico,	en	la	que	algunos	mecanismos	continúan	activos,	pero	de	forma	probablemente	ine=icaz	o	

descoordinada.	

La	red	fusionada,	que	combina	a	pacientes	y	controles,	sirve	para	identi=icar	correlaciones	conservadas	

frente	a	especíBicas	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	

patológico.	Sin	embargo,	la	pérdida	de	densidad	en	muchas	conexiones,	ası	́como	la	disolución	de	algunos	

módulos	completos	observados	en	los	controles,	evidencian	una	alteración	signi=icativa	de	la	coordinación	

funcional	del	sistema	inmunológico	en	pacientes.		
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Figura	32	|	Redes	de	coexpresión	inmunológica.	a)	Representación	de	las	correlaciones	de	Spearman	entre	marcadores	funcionales	
y	 subpoblaciones	 inmunológicas	 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	inmunológico	coordinado	y	equilibrado	en	
condiciones	 Cisiológicas.	b)	Red	de	coexpresión	 inmunológica	en	pacientes	 (T0).	A	diferencia	de	 los	 controles,	 la	 red	presenta	una	
estructura	más	fragmentada	y	menor	densidad	de	conexiones,	reClejando	una	pérdida	de	coordinación	funcional	entre	marcadores.	Se	
mantienen	algunos	módulos	relacionados	con	regulación	inmunológica,	pero	se	pierden	relaciones	clave	observadas	en	sujetos	sanos.	
c)	 Red	de	 coexpresión	 inmunológica	 fusionada	 (controles	 +	 pacientes).	 La	 fusión	 revela	una	arquitectura	mixta	 que	 reCleja	 tanto	
estabilidad	de	ciertas	relaciones	como	disrupciones	funcionales	propias	del	entorno	inmunológico	alterado	de	los	pacientes.	El	grosor	
indica	la	magnitud	(|r|)	y	el	color	la	dirección:	rojo	para	asociaciones	positivas,	azul	para	negativas. 	

a)	

	

	

	

	

	

	

	

b)	

	

	

	

	

	

	

	

c)																																																																																	
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4.2.2.3	Exploración	de	agrupamientos	funcionales	
	

Tras	realizar	el	análisis	de	correlación	mediante	redes	de	coexpresión,	se	procedió	a	una	reducción	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	existı́a	una	

estructura	latente	capaz	de	discriminar	subgrupos	funcionales	entre	los	pacientes	al	igual	que	los	hallazgos	

encontrados	sobre	la	heterogeneidad	inmunofenotıṕica	en	la	sección	4.2.1.2.	Previamente,	y	con	el	=in	de	

mitigar	 posibles	 sesgos	 derivados	 de	 la	 procedencia	 geográ=ica	 (Barcelona	 vs	 Madrid),	 se	 aplicó	 una	

corrección	por	batch	effect	utilizando	el	método	ComBat,	asegurando	que	las	diferencias	observadas	en	el	

espacio	 UMAP	 fuesen	 atribuibles	 a	 la	 biologı́a	 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	 población),	 se	 observa	 una	 separación	 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.	 Además,	 dentro	 del	

grupo	 de	 pacientes,	 no	 se	 aprecia	 una	 distribución	 homogénea	 sino	 más	 bien	 la	 presencia	 de	 una	

variabilidad	que	sugiere	la	existencia	de	subgrupos	funcionalmente	distintos.	

	

Figura	33	|	UMAP	de	funcionalidad	inmunorreguladora	en	pacientes	y	controles	(corregido	por	población).	Representación	
bidimensional	mediante	UMAP	basada	exclusivamente	en	marcadores	funcionales	inmunorreguladores,	tras	aplicar	normalización	
tipo	z-score	y	corrección	por	efecto	 lote	 (batch	effect)	utilizando	el	método	ComBat.	Los	pacientes	 (círculos	y	 triángulos	rojos)	 se	
distribuyen	de	forma	agrupada,	mientras	que	los	controles	(círculos	y	triángulos	en	azul	turquesa)	se	proyectan	en	regiones	periféricas	
del	 espacio,	 indicando	 una	 clara	 separación	 funcional.	 La	 forma	 de	 los	 puntos	 representa	 la	 procedencia	 geográCica	 (círculo:	
Barcelona;	 triángulo:	 Madrid),	 mostrando	 una	 distribución	 equilibrada	 tras	 la	 corrección.	 Esta	 representación	 sugiere	 una	
organización	latente	entre	los	pacientes	que	motiva	la	posterior	aplicación	de	técnicas	de	clustering.	
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Para	con=irmar	esta	sospecha,	se	procedió	a	la	aplicación	del	algoritmo	de	clustering	K-means	sobre	el	

espacio	UMAP	de	los	pacientes,	seleccionando	k	=	2	como	número	óptimo	de	clusters	tras	evaluar	distintos	

criterios	de	robustez	(curva	del	codo,	ıńdice	de	silueta	y	validación	empıŕica).	El	resultado,	mostrado	en	la	

segunda	 =igura,	 revela	 dos	 clústeres	 de	 pacientes	 bien	 de=inidos,	 representados	 en	 rojo	 (Cluster	 1)	 y	

púrpura	(Cluster	2)	(Figura	34).	Cabe	destacar	que	la	proyección	de	los	controles	en	el	mismo	espacio	

con=irma	 que	 ambos	 clústeres	 de	 pacientes	 se	 alejan	 signi=icativamente	 de	 la	 =isiologıá	 inmunológica	

representada	por	los	controles,	lo	que	refuerza	la	noción	de	que	esta	clasi=icación	no	responde	a	un	patrón	

normal	de	variabilidad	sino	a	diferencias	inmunológicas	relevantes.	Además,	la	distribución	balanceada	de	

los	pacientes	en	ambos	clústeres,	sin	una	clara	agrupación	por	centro	de	procedencia	ni	por	sesgo	técnico,	

sugiere	que	estas	diferencias	son	intrıńsecas	al	estado	inmunológico	funcional	de	cada	paciente.		

	

Figura	34	|	UMAP	de	funcionalidad	Treg	en	pacientes	clusterizados	(k=2)	y	controles	proyectados.	Agrupación	de	pacientes	en	
dos	clústeres	funcionales	(Cluster	1	en	rojo	y	Cluster	2	en	púrpura)	mediante	la	técnica	de	K-means	aplicada	sobre	las	componentes	
UMAP	 de	 marcadores	 funcionales.	 La	 clasiCicación	 se	 realizó	 exclusivamente	 con	 pacientes,	 y	 posteriormente	 se	 proyectaron	 los	
controles	(círculos	grises)	en	el	mismo	espacio	para	su	comparación.	La	separación	entre	clústeres	sugiere	diferencias	 funcionales	
inmunorreguladoras	 relevantes	 dentro	 de	 la	 cohorte	 de	 pacientes,	 independientes	 de	 factores	 técnicos	 o	 geográCicos.	 La	 posición	
periférica	de	los	controles	refuerza	la	hipótesis	de	que	ambos	subgrupos	de	pacientes	se	alejan	del	perCil	inmunológico	Cisiológico.	

	

4.2.2.4	Determinación	de	per]iles	funcionales	y	búsqueda	de	biomarcadores	
	

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

procedió	a	caracterizar	el	per=il	 inmunológico	 funcional	promedio	de	cada	grupo,	 integrando	además	el	
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per=il	 correspondiente	 al	 grupo	 control.	 Para	 ello,	 se	 generó	 un	 heatmap	 que	 representa	 la	 media	

estandarizada	 (z-score)	 de	 los	 marcadores	 funcionales	 inmunorreguladores	 por	 grupo,	 con	 el	 =in	 de	

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

A	nivel	visual,	 se	observa	una	clara	separación	entre	 los	dos	clústeres	de	pacientes	(Cluster_1	y	

Cluster_2),	 con	 patrones	 de	 expresión	 notablemente	 diferenciados	 en	 la	 mayorı́a	 de	 las	 variables	

funcionales	representadas.	Esta	divergencia	sugiere	que	los	grupos	identi=icados	mediante	K-means	re=lejan	

perBiles	 inmunológicos	 funcionales	 distintos,	 consistentes	 y	 reproducibles	 tras	 la	 reducción	

dimensional.	 Asimismo,	 el	 grupo	 de	 controles	 (Cluster_Control)	 muestra	 predominantemente	 valores	

negativos	 (azules)	 en	 la	 mayorı́a	 de	 las	 funciones	 evaluadas,	 lo	 que	 sugiere	 una	 menor	 activación	 o	

expresión	funcional	en	comparación	con	los	otros	clusters.	Esto	es	consistente	con	un	per=il	inmunológico	

basal,	donde	 la	activación	de	marcadores	como	CTLA4,	PD1,	LAP	y	TIGIT	suele	ser	baja	en	ausencia	de	

estimulación	o	en	condiciones	=isiológicas	normales.	Esto	refuerza	la	hipótesis	de	que	tanto	Clúster	1	como	

Clúster	2	representan	estados	inmunológicos	alterados	o	desviados	de	la	homeostasis	=isiológica,	cada	uno	

con	un	patrón	funcional	distintivo.	

	

Figura	35	 |	Heatmap	del	 per@il	 funcional	 promedio	por	 clúster	 de	 pacientes	 y	 controles.	 Se	 representa	 la	 expresión	media	
estandarizada	(Z-score)	de	diversos	marcadores	de	funcionalidad	inmunológica,	particularmente	asociados	a	células	Treg,	en	los	dos	
grupos	 de	 pacientes	 identiCicados	 mediante	 clustering	 no	 supervisado	 (Cluster_1	 y	 Cluster_2)	 y	 el	 grupo	 de	 controles	 sanos	
(Cluster_Control).	Los	colores	reClejan	la	abundancia	relativa	respecto	a	 la	media	global:	rojo	 indica	mayor	expresión	(valores	por	
encima	 del	 promedio),	 azul	menor	 expresión	 (valores	 por	 debajo	 del	 promedio)	 y	 amarillo	 valores	 intermedios.	 El	 dendrograma	
superior	muestra	la	agrupación	jerárquica	de	individuos	basada	en	la	similitud	de	sus	perCiles	funcionales.	Escanear	QR.	
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Para	comprender	en	mayor	profundidad	los	determinantes	inmunológicos	que	subyacen	a	la	separación	

entre	 los	 dos	 clústeres	 funcionales	 identi=icados	 previamente,	 se	 aplicó	 un	modelo	 de	 Random	 Forest	

utilizando	como	input	los	marcadores	funcionales	evaluados.	Los	resultados	del	modelo,	entrenado	con	500	

árboles,	revelan	un	ranking	claro	de	los	marcadores	más	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),	 citotóxicos	

(CD8.IL.10)	 y	 reguladores	 (Treg_IL.10,	Treg_CTLA.4.PD.1.),	 apuntando	 a	 un	 fenómeno	 de	 regulación	

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.	

	

Figura	36	 |	 Importancia	de	 las	variables	 funcionales	en	 la	clasi@icación	de	pacientes	según	el	modelo	Random	Forest.	El	
gráCico	muestra	el	ranking	de	los	15	marcadores	con	mayor	capacidad	discriminativa	entre	los	dos	clústeres	funcionales	identiCicados	
previamente,	según	el	índice	Mean	Decrease	Gini.	Este	valor	reCleja	la	contribución	de	cada	variable	a	la	reducción	de	la	impureza	del	
modelo	 en	 cada	 árbol	 de	 decisión.	 Los	 marcadores	 más	 relevantes	 incluyen	 CD8.CTLA.4,	 CD4.IL.10	 y	 Treg_TIGIT,	 todos	 ellos	
relacionados	con	mecanismos	de	inmunorregulación,	lo	que	sugiere	que	las	diferencias	entre	clústeres	están	fuertemente	inCluenciadas	
por	la	funcionalidad	supresora	de	las	células	T.	

	

Tras	la	identi=icación	de	las	variables	con	mayor	capacidad	discriminativa	mediante	Random	Forest,	se	

aplicó	un	análisis	estadı́stico	no	paramétrico	usando	el	test	de	Kruskal-Wallis,	seguido	de	una	corrección	

por	 FDR	 para	 controlar	 el	 riesgo	 de	 falsos	 positivos	 en	 el	 contexto	 de	 comparaciones	 múltiples.	 Esta	
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estrategia	 permitió	 determinar	 qué	 marcadores	 funcionales	 mostraban	 diferencias	 estadıśticamente	

signi=icativas	entre	los	dos	clústeres	funcionales	de	pacientes	previamente	de=inidos,	ası	́como	en	relación	

con	el	grupo	control.	

La	 Figura	 37	 presenta	 un	 conjunto	 de	 diagramas	 de	 caja	 para	 los	 principales	 marcadores	

inmunosupresores	 cuya	 expresión	 fue	 signi=icativamente	 diferente	 entre	 los	 grupos.	 En	 general,	 se	

observan	patrones	diferenciados	entre	los	clústeres:	por	ejemplo,	el	Cluster	1	(verde)	se	caracteriza	por	

una	marcada	sobreexpresión	de	múltiples	moléculas	reguladoras	como	CD4.IL.10,	CD4.PD.1,	Treg_IL.10	

o	Treg_TIGIT.LAP,	 lo	 que	 sugiere	 un	 per=il	 inmunológico	 altamente	 regulador	 o	 compensatorio.	 Por	 el	

contrario,	el	Cluster	2	(azul)	muestra	en	general	valores	más	bajos	para	la	mayorıá	de	estos	marcadores,	

con	una	excepción	notable	en	CD4.TIGIT.LAP	y	Treg_TIGIT,	donde	presenta	una	elevación	relativa	frente	

a	los	otros	grupos.	El	grupo	control	(rojo)	por	su	parte,	presenta	un	per=il	intermedio	o	bajo	en	la	mayorı́a	

de	 los	 marcadores,	 lo	 que	 sugiere	 un	 estado	 homeostático	 más	 equilibrado	 en	 comparación	 con	 los	

pacientes.	

	

Figura	 37	 |	 Comparación	 de	 la	 expresión	 de	 las	 principales	 moléculas	 inmunorreguladoras	 identi@icadas	 como	
signi@icativamente	diferentes	entre	grupos	mediante	el	 test	de	Kruskal-Wallis	con	corrección	FDR.	Se	muestran	 los	valores	
escalados	(z-score)	de	los	marcadores	funcionales	que	mejor	discriminan	entre	los	dos	clústeres	de	pacientes	(Cluster	1	y	Cluster	2)	y	
el	grupo	control.	Cada	diagrama	de	caja	representa	la	distribución	de	la	expresión	de	una	variable	especíCica	dentro	de	cada	grupo.	El	
Cluster	1	(verde)	destaca	por	una	mayor	expresión	relativa	en	la	mayoría	de	marcadores	supresores,	mientras	que	el	Cluster	2	(azul)	
muestra	niveles	más	bajos,	y	los	controles	(rojo)	presentan	perCiles	generalmente	intermedios	o	basales.	Estos	hallazgos	refuerzan	la	
existencia	de	fenotipos	funcionales	inmunorreguladores	distintos	dentro	de	la	cohorte	de	pacientes.	

	



 

93	
 

 Resultados	

Después	 de	 identi=icar	 un	 conjunto	 de	 marcadores	 supresores	 relevantes	 para	 la	 estrati=icación	 de	

pacientes,	se	aplicó	un	test	de	Dunn	con	corrección	por	FDR	para	comparaciones	múltiples	entre	los	tres	

grupos	 de=inidos:	 Control,	 Cluster	 1	 y	 Cluster	 2.	 Este	 análisis	 permitió	 detectar	 con	 precisión	 qué	

comparaciones	entre	grupos	mostraban	diferencias	estadıśticamente	signi=icativas	en	la	expresión	de	estos	

marcadores	inmunológicos	funcionales	(Figura	38).	

En	el	caso	de	CD4.TIGIT.LAP.,	se	observó	una	expresión	signi=icativamente	más	alta	en	el	Cluster	2	en	

comparación	tanto	con	el	Cluster	1	como	con	los	Controles,	lo	que	sugiere	una	mayor	activación	del	eje	

TIGIT-LAP	en	células	T	CD4+	de	este	subgrupo.	Este	marcador	se	asocia	con	mecanismos	de	regulación	

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

Para	CD8.CTLA.4.,	en	cambio,	la	expresión	fue	signi=icativamente	más	alta	en	el	grupo	Control	que	en	

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

En	cuanto	a	CD4.PD.1.,	se	detectó	una	expresión	signiBicativamente	mayor	en	el	Cluster	1	frente	al	

Cluster	2	y	los	Controles,	lo	cual	podrı́a	re=lejar	una	activación	sostenida	o	una	tendencia	al	agotamiento	

funcional	de	células	T	CD4+	en	este	grupo	especı́=ico.	El	hecho	de	que	el	grupo	control	presentara	niveles	

bajos	sugiere	que	este	marcador	es	más	representativo	de	una	alteración	funcional	en	pacientes.		

En	el	análisis	de	CD4.LAP.IL.10.,	el	Cluster	2	mostró	niveles	más	altos	que	los	Controles,	y	también	

signi=icativamente	superiores	a	los	de	Cluster	1,	reforzando	el	per=il	altamente	regulador	de	este	subgrupo.	

Esta	combinación	de	LAP	e	IL-10	es	tı́pica	de	células	con	funciones	inmunosupresoras	robustas.		

Para	CD4.TIGIT.,	 los	resultados	mostraron	diferencias	signi=icativas	entre	Cluster	2	y	Controles,	con	

niveles	más	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	evidenció	diferencias	signi=icativas	entre	

Cluster	1	y	los	Controles,	con	mayor	expresión	en	pacientes,	mientras	que	las	diferencias	con	el	Cluster	2	

no	fueron	signi=icativas.	

En	cuanto	a	CD4.IL.10.,	el	marcador	mostró	diferencias	altamente	signi=icativas	entre	Cluster	2	y	los	

otros	dos	grupos,	con	una	expresión	marcadamente	más	alta	en	el	Cluster	2.	Este	hallazgo	es	consistente	

con	una	mayor	capacidad	de	producción	de	citoquinas	inmunorreguladoras	en	este	subgrupo	de	pacientes,	

y	refuerza	su	per=il	funcional	supresor.		

Finalmente,	CD4.LAP.	presentó	un	patrón	similar	al	de	IL-10,	con	expresión	signi=icativamente	mayor	

en	Cluster	2	respecto	a	Cluster	1	y	Controles,	lo	que	rea=irma	la	activación	de	mecanismos	reguladores	en	

este	subgrupo.	
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Figura	38	|	Comparación	post	hoc	mediante	test	de	Dunn	con	corrección	FDR	entre	grupos	(Control,	Cluster	1	y	Cluster	2)	
para	 los	 principales	marcadores	 supresores.	Cada	 panel	muestra	 los	 niveles	 de	 expresión	 escalada	 de	 una	 variable	 funcional	
inmunitaria	asociada	con	mecanismos	reguladores,	en	función	del	grupo	asignado.	Los	valores	se	presentan	como	diagramas	de	caja	
(boxplots),	e	incluyen	signiCicancia	estadística	para	las	comparaciones	múltiples	entre	grupos	(p*	<	0.05,	p**	<	0.01,	p***	<	0.001,	p****	
<	0.0001).	
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Con	el	 =in	de	 facilitar	 la	 interpretación	clı́nica	de	 los	resultados	derivados	del	análisis	de	expresión	de	

marcadores	inmunológicos,	se	construyó	una	tabla	resumen	que	sintetiza	el	comportamiento	relativo	de	

los	principales	parámetros	diferenciales	entre	los	grupos	evaluados.	

La	Tabla	 11	 utiliza	 un	 sistema	 de	 =lechas	 para	 representar	 visualmente	 los	 cambios	 relativos	 en	 la	

expresión	 de	 cada	marcador:	 =lechas	 hacia	 arriba	 (↑	 o	 ↑↑)	 indican	 un	 aumento	 o	 aumento	marcado	 en	

comparación	con	los	controles,	mientras	que	=lechas	hacia	abajo	(↓	o	↓↓)	re=lejan	una	disminución	relativa.	

El	sıḿbolo	≈	se	emplea	para	denotar	ausencia	de	cambios	relevantes.	Esta	representación	grá=ica	permite	

una	 rápida	 visualización	 del	 patrón	 inmunológico	 caracterıśtico	 de	 cada	 subgrupo,	 facilitando	 ası	́ su	

interpretación	 por	 parte	 de	 equipos	 clı́nicos,	 investigadores	 traslacionales	 y	 otros	 profesionales	

multidisciplinarios.	

Marcador	 Cluster	1	 Cluster	2	 Controles	
CD4⁺	TIGIT⁺	LAP⁺	 ↑	 ↑↑	 (referencia)	

CD8⁺	CTLA-4⁺	 ≈	 ↓	 (referencia)	
CD4⁺	PD-1⁺	 ↑	 ≈	 (referencia)	

CD4⁺	LAP⁺	IL-10⁺	 ↑	 ↑	 (referencia)	
CD4⁺	TIGIT⁺	 ↑	 ↑	 (referencia)	

CD4⁺	CTLA-4⁺	PD-1⁺	 ≈	 ≈	 (referencia)	
CD4⁺	IL-10⁺	 ↑	 ≈	 (referencia)	
CD4⁺	LAP⁺	 ↑	 ↑↑	 (referencia)	

	

	

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

	

4.2.3	Integración	clínica	
	 	

Para	abordar	de	manera	integral	la	complejidad	inmunológica	subyacente	en	la	enfermedad	de	EII	por	

desregulación	 inmune,	 el	 Bloque	 III	 del	 estudio	 se	 centró	 en	 la	 integración	 exhaustiva	 de	 tres	

dimensiones	 de	 datos	 complementarios:	 inmunofenotipado	 avanzado,	 funcionalidad	 reguladora	 y	

parámetros	clıńicos	clave	(edad,	sexo,	per=il	genético,	tratamiento	inmunomodulador	o	inmunosupresor,	y	

clasi=icación	 fenotıṕica	 según	criterios	ESID).	Esta	 integración	 se	diseñó	 con	el	objetivo	de	generar	una	

visión	holística	y	transversal	del	estado	inmunológico	de	los	pacientes,	superando	las	limitaciones	de	los	

análisis	parciales	realizados	por	separado	en	los	bloques	anteriores.	

4.2.3.1	Determinación	de	la	distribución	de	los	datos	
	

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

bloques	previos,	se	procedió	a	la	normalización	de	los	datos	mediante	el	algoritmo	de	estandarización	z-

≈ 
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score.	Esta	transformación	estadıśtica	fue	aplicada	a	un	archivo	consolidado	en	formato	CSV	que	integraba	

las	 tres	 dimensiones	 clave	 de	 información	 previamente	 descritas.	 Con	 el	 =in	 de	 explorar	 la	 posible	

persistencia	 de	 un	 efecto	 de	 lote	 derivado	 de	 la	 procedencia	 geográ=ica	 de	 las	 muestras,	 se	 utilizó	

nuevamente	la	variable	clıńica	“clasi=icación	fenotıṕica”	como	marcador	de	referencia.	Tal	como	se	muestra	

en	la	Figura	39	(panel	izquierdo),	la	representación	UMAP	de	los	datos	antes	de	la	corrección	revela	una	

agrupación	de	los	pacientes	según	el	lote	de	origen.	Sin	embargo,	también	se	observa	que	la	distribución	de	

los	individuos	no	sigue	un	patrón	de=inido	según	el	grupo	clı́nico,	dispersándose	de	forma	heterogénea	a	lo	

largo	 del	 espacio	 UMAP.	 Dada	 esta	 evidencia,	 y	 en	 coherencia	 con	 los	 análisis	 anteriores,	 se	 aplicó	 el	

algoritmo	de	 corrección	 por	 efecto	 lote	 ComBat	 sobre	 la	 variable	 de	 procedencia.	 Tras	 esta	 corrección	

(Figura	 38,	 panel	 derecho),	 se	 constató	 una	 desaparición	 de	 las	 agrupaciones	 espurias	 por	 lote,	

permitiendo	una	integración	más	adecuada	y	libre	de	sesgos	técnicos	para	los	análisis	posteriores.		

	

Figura	39	|	Visualización	UMAP	de	los	datos	integrados	antes	y	después	de	la	corrección	por	efecto	lote.	Proyección	UMAP	de	
las	muestras	consolidadas	en	el	análisis	integrativo,	coloreadas	según	el	grupo	fenotípico	asignado,	donde	0	=	no	clínica	PIRD,	1	=	
ALPID/ALPS,	2	=	defecto	tímico,	autoinmunidad	organoespecíCica	o	sistémica,	Tregopatías,	3	=	susceptibilidad	VEB/HLH,	4	=	VEO-IBD.	
En	el	panel	izquierdo	se	observa	la	distribución	de	las	muestras	tras	la	normalización	z-score	pero	antes	de	la	corrección	por	lote,	
evidenciando	una	agrupación	asociada	a	la	procedencia	geográCica.	En	el	panel	derecho,	tras	aplicar	 la	corrección	por	efecto	lote	
mediante	el	algoritmo	ComBat,	se	elimina	dicha	agrupación	artiCicial,	permitiendo	una	distribución	más	homogénea	e	independiente	
del	centro	de	origen. 	
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4.2.3.2	Per]il	tridimensional	(inmunológico,	funcional	y	clínico)	
	

Una	vez	corregido	el	efecto	lote,	se	procedió	a	visualizar	la	estructura	global	de	los	datos	mediante	un	

heatmap	 complejo,	 incorporando	 simultáneamente	 variables	 clı́nicas	 y	 parámetros	 inmunológicos	

relevantes.	Esta	estrategia	permite	evaluar	relaciones	multidimensionales	entre	pacientes	y	caracterı́sticas,	

y	explorar	patrones	emergentes	de	agrupación	no	evidentes	en	análisis	univariantes.	

A	 nivel	 visual,	 el	 heatmap	 revela	 una	 notable	 heterogeneidad	 entre	 los	 pacientes,	 con	 per=iles	

diferenciados	que	no	se	alinean	estrictamente	con	los	grupos	fenotı́picos	de=inidos	(Figura	40a).	Si	bien	se	

observan	ciertas	agrupaciones	locales	de	pacientes	con	patrones	similares	(lo	cual	sugiere	la	existencia	de	

subper=iles	inmunológicos	consistentes),	también	se	constata	una	importante	variabilidad	interindividual	

incluso	 dentro	 de	 un	 mismo	 grupo	 diagnóstico.	 En	 cuanto	 a	 la	 distribución	 de	 las	 variables,	 algunas	

caracterıśticas	 inmunológicas	 muestran	 una	 clara	 segmentación	 vertical	 con	 bloques	 de	 alta	 o	 baja	

expresión	que	coinciden	con	subconjuntos	de	pacientes,	lo	que	podrıá	apuntar	a	=irmas	inmunofenotıṕicas	

especı=́icas.	 Otras	 variables,	 en	 cambio,	 presentan	 patrones	 difusos	 o	 sin	 correlación	 aparente	 con	 la	

clasi=icación	clıńica,	lo	que	subraya	la	complejidad	del	fenotipo	inmunológico	y	la	posibilidad	de	fenótipos	

clıńicos	solapados	o	mal	de=inidos	bajo	los	criterios	actuales.	

Con	 el	 =in	 de	 examinar	 de	 manera	 más	 focalizada	 el	 comportamiento	 de	 las	 variables	 clı́nicas	

fundamentales,	 se	 generó	 un	 segundo	 heatmap	 complejo	 en	 el	 que	 se	 incluyeron	 exclusivamente	 las	

variables	 cualitativas:	 mutación	 genética	 identiBicada,	 grupo	 clínico,	 y	 tratamiento	

inmunomodulador	e	inmunosupresor.	Esta	visualización	tuvo	como	objetivo	explorar	posibles	patrones	

clıńicos	 emergentes	 sin	 la	 interferencia	 de	 la	 variabilidad	 introducida	 por	 las	 variables	 inmunológicas	

cuantitativas.	

Sin	embargo,	el	análisis	visual	reveló	que	la	distribución	de	los	pacientes	se	mantuvo	prácticamente	

inalterada	con	respecto	al	heatmap	original	que	incluı́a	todas	las	dimensiones	clı́nicas	e	inmunológicas.	

No	se	evidenciaron	cambios	signi=icativos	en	la	estructura	de	agrupación	ni	en	la	organización	general	de	

los	 pacientes,	 lo	 que	 sugiere	 que	 estas	 variables	 clı́nicas,	 si	 bien	 relevantes,	 no	 son	 las	 principales	

responsables	 de	 la	 heterogeneidad	 observada	 en	 el	 conjunto	 de	 datos.	 Tampoco	 se	 identi=icaron	

agrupaciones	robustas	asociadas	a	combinaciones	especı=́icas	de	grupo	clıńico,	genética	o	tratamiento.	

Este	 resultado	 refuerza	 la	 interpretación	 previa	 de	 que	 la	 variabilidad	 en	 el	 per=il	 inmunológico	

individual	es	más	determinante	para	la	organización	global	de	los	pacientes	que	las	variables	clı́nicas	per	

se.	 En	 conjunto,	 ambos	 heatmaps	 indican	 que	 los	 pacientes	 PIRD	 presentan	 una	dispersión	 clínica	 e	

inmunológica	 elevada,	 sin	 una	 estrati=icación	 clara	 basada	 exclusivamente	 en	 los	 parámetros	 clı́nicos	

tradicionales.	
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Figura	40	|	Heatmaps	complejos	para	la	exploración	de	patrones	clínico-inmunológicos	en	pacientes	con	inmunode@iciencias	
primarias.	a)	Heatmap	 integrador	que	combina	variables	 inmunológicas	cuantitativas	y	clínicas	cualitativas	 tras	corrección	por	
efecto	lote	con	ComBat.	Se	observa	una	alta	heterogeneidad	entre	los	pacientes,	sin	una	agrupación	clara	según	el	grupo	fenotípico	
deCinido,	 lo	 que	 sugiere	 una	 distribución	 inmunológica	 dispersa	 e	 individualizada.	 b)	 Heatmap	 centrado	 exclusivamente	 en	 las	
variables	 clínicas	 cualitativas:	grupo	clínico,	presencia	de	mutación	genética	 conocida,	 y	uso	de	 tratamiento	 inmunomodulador	 e	
inmunosupresor.	La	estructura	de	agrupación	observada	es	muy	similar	a	la	del	heatmap	anterior,	sin	evidencias	de	estratiCicación	
clara	o	patrones	consistentes	entre	grupos,	lo	que	indica	que	estas	variables	clínicas,	consideradas	de	forma	aislada,	no	explican	la	
heterogeneidad	observada.	Ambos	análisis	refuerzan	la	necesidad	de	enfoques	integrativos	para	comprender	la	complejidad	fenotípica	
de	esta	cohorte.	Grupo	clínico	(0	=	infecciones	aisladas,	1	=	ALPID-ALPS,	2	=	defecto	tímico/AI	sistémica,	3	=	susceptibilidad	VEB/HLH,	
4	=	VEOIBD);	tipo	de	mutación	genética	(0	=	sin	mutación,	1	=	NFKB1,	2	=	FAS,	3	=	APDS,	4	=	otras);	uso	de	inmunosupresor	basal	(T0)	
(0	=	no,	1	=	sí);	proporción	de	sexo	(0	=	hombre,	1	=	mujer);	uso	de	inmunomodulador	basal	(T0)	(0	=	no,	1	=	sí).	Para	visualizar	las	
imágenes	con	mayor	detalle,	escanear	QR.	

a)																																																																																					b)	

clínico 

clínico 

clínico 
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4.2.3.3	Exploración	y	estabilidad	temporal	de	subgrupos	inmunológicos	
	

Para	armonizar	globalmente	la	información	de	los	pacientes,	se	construyó	un	modelo	de	reducción	de	

dimensionalidad	 mediante	 UMAP	 a	 partir	 de	 la	 concatenación	 de	 los	 tres	 ejes	 de	 información	 clave:	

inmunofenotipo	por	citometría	convencional,	pruebas	funcionales	y	datos	clínicos	relevantes.	Este	

análisis	incluyó	todas	las	muestras	correspondientes	a	los	distintos	puntos	temporales	(T0,	T1	y	T2),	tanto	

de	pacientes	como	de	controles.	El	objetivo	era	observar	si	existı́a	una	estructura	subyacente	en	el	conjunto	

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

Como	 se	 observa	 en	 la	 Figura	 41a,	 la	 proyección	 UMAP	 muestra	 una	 distribución	 continua	 pero	

estructurada	de	las	muestras,	sin	una	agrupación	clara	por	condición	(control,	T0,	T1,	T2),	lo	cual	sugiere	

que	el	estado	clı́nico	o	temporal	per	se	no	determina	completamente	la	posición	en	el	espacio	multivariado.	

Para	profundizar	en	la	organización	latente	de	estos	datos,	se	aplicó	el	algoritmo	K-means,	con	una	solución	

de	k	=	3	clusters,	valor	seleccionado	en	base	a	la	convergencia	de	tres	criterios	complementarios:	la	grá=ica	

del	codo,	el	coe=iciente	de	silueta	y	 la	estadı́stica	de	gap.	Como	se	representa	en	 la	Figura	40b,	 los	tres	

clusters	resultantes	(C1,	C2	y	C3)	se	distribuyen	de	forma	bien	de=inida	en	el	espacio	UMAP,	indicando	que	

existen	patrones	fenotípicos	integradores	y	reproducibles	que	agrupan	a	las	muestras	más	allá	de	la	

condición	clıńica	aislada	o	el	momento	temporal.	

Una	vez	identi=icados	estos	tres	clusters	robustos,	se	abordó	una	cuestión	crı́tica	desde	el	punto	de	vista	

clıńico	e	inmunológico:	¿permanecen	los	pacientes	estables	en	el	mismo	clúster	a	lo	largo	del	tiempo,	

o	existen	transiciones	entre	clusters?	Para	responder	a	esta	pregunta,	se	analizó	la	trayectoria	de	cada	

paciente	a	través	de	los	tres	puntos	temporales	disponibles	(T0,	T1	y	T2),	clasi=icando	su	pertenencia	a	los	

clusters	y	evaluando	su	consistencia	temporal	(Figura	40c).	Los	resultados	revelan	que	una	proporción	

signi=icativa	de	pacientes	muestra	consistencia	fenotípica	a	lo	largo	del	tiempo,	manteniéndose	dentro	

del	mismo	clúster	 en	 todos	 los	puntos	 temporales.	Esto	podrı́a	 re=lejar	una	estabilidad	 inmunológica	

subyacente,	independiente	de	la	evolución	clı́nica	o	cambios	en	el	tratamiento	sugestivo	de	un	defecto	o	

caracterıśtica	intrıńseca	del	paciente.	

Sin	embargo,	también	se	identi=icó	un	subconjunto	relevante	de	pacientes	con	inestabilidad	temporal,	

es	decir,	que	cambiaron	de	clúster	entre	puntos	de	seguimiento.	Este	comportamiento	es	especialmente	

evidente	en	pacientes	como	PIRD_G1,	PIRD_G2,	o	PIRD_06,	cuya	clasi=icación	=luctúa	entre	C1,	C2	y	C3.	Este	

hallazgo	sugiere	que	algunos	pacientes	atraviesan	transiciones	dinámicas,	posiblemente	relacionadas	

con	brotes	clıńicos,	respuesta	a	inmunomodulación,	progresión	subclıńica	o	mecanismos	compensatorios	

del	 sistema	 inmune.	 Interesantemente,	 se	 observó	 que	 los	 controles	 sanos	 tienden	 a	 agruparse	
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mayoritariamente	 en	 el	 clúster	 C3,	 lo	 que	 permite	 inferir	 que	 este	 podrı́a	 representar	 un	 per=il	

inmunológico	de	referencia	o	equilibrado.	

	

Figura	 41	 |	 UMAP	 tras	 corrección	 por	 ComBat	 con	 todos	 los	 puntos	 temporales	 de	 los	 pacientes.	 a)	 Representación	
bidimensional	mediante	UMAP	de	 todas	 las	muestras	 de	 pacientes	 (T0,	 T1	 y	 T2)	 junto	 con	 los	 controles.	 Los	 puntos	 representan	
individuos	y	están	coloreados	según	el	tiempo	de	recolección:	T0	(verde),	T1	(azul),	T2	(violeta)	y	controles	(rojo).	b)	Mapa	UMAP	
obtenido	en	el	apartado	a)	sobre	el	cual	se	aplicó	la	clusterización	(C1,	C2,	C3),	coloreados	en	rosa,	verde	y	azul	respectivamente.	Los	
controles	 (triángulos	 violetas)	 se	 proyectaron	 sobre	 el	mismo	 espacio	 sin	 participar	 en	 el	 clustering,	 y	 se	 posicionaron	 en	 zonas	
adyacentes	 pero	 diferenciadas,	 reforzando	 la	 validez	 biológica	 de	 la	 segmentación	multivariada.	 c)	 Consistencia	 temporal	 en	 la	
asignación	de	clusters	inmunológicos	en	pacientes.	Matriz	de	seguimiento	longitudinal	que	representa	la	pertenencia	de	cada	paciente	
a	los	clusters	C1,	C2	o	C3	en	tres	momentos	del	estudio:	T0	(inicio),	T1	(3	meses)	y	T2	(6	meses).	Cada	celda	corresponde	a	una	muestra	
individual,	y	su	color	indica	si	la	asignación	del	paciente	se	mantuvo	consistente	con	la	clasiCicación	original	de	T0	(verde	claro)	o	si	
cambió	a	un	cluster	distinto	(rojo).	La	mayoría	de	los	pacientes	presentan	una	asignación	estable	a	lo	largo	del	tiempo,	lo	que	sugiere	
que	 los	 subgrupos	 inmunológicos	 identiCicados	mediante	clustering	reClejan	perCiles	 fenotípicos	 intrínsecos	y	persistentes,	más	que	
estados	inmunológicos	transitorios.	

	

Los	 resultados	obtenidos	 respecto	a	 la	estabilidad	 temporal	de	 los	pacientes	dentro	de	 los	 clústeres	

fenotı́picos	son	coherentes	y	encuentran	respaldo	en	 los	análisis	previos	realizados	mediante	heatmaps	

complejos	centrados	en	variables	clıńicas.	Tal	como	se	observó	en	dichos	heatmaps,	tanto	en	el	integrador	

como	en	el	enfocado	exclusivamente	en	las	variables	clı́nicas	de	genética,	grupo	fenotı́pico	y	tratamientos	

inmunomoduladores/inmunosupresores,	la	estructura	de	agrupación	clínica	se	mantenía	estable,	sin	

a)	

b)	

c)	
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evidencia	 de	 cambios	marcados	 entre	 los	 distintos	 timepoints.	 Esta	 estabilidad	 visual	 re=lejaba	 que	 la	

mayorıá	de	los	pacientes	no	experimentaban	modi=icaciones	sustanciales	en	su	per=il	clıńico	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	clıńicos,	una	proporción	considerable	

de	pacientes	mantuviera	su	pertenencia	al	mismo	clúster	(C1,	C2	o	C3)	en	los	tres	puntos	temporales.	Esta	

consistencia	 longitudinal	 sugiere	 que	 los	 clústeres	 obtenidos	 mediante	 K-means	 re=lejan	 estados	

inmunológicos	robustos	intrínsecos	al	paciente	y	sostenidos	en	el	tiempo,	probablemente	modulados	

por	caracterıśticas	clıńicas	estables,	como	el	tipo	de	tratamiento,	la	presencia	de	variantes	genéticas	o	el	

fenotipo	clı́nico	de	base.	Los	pocos	casos	de	pacientes	con	transiciones	entre	clústeres	representan,	por	el	

contrario,	situaciones	dinámicas	o	inestables,	posiblemente	in=luenciadas	por	eventos	no	capturados	en	

las	variables	clı́nicas	analizadas,	como	variabilidad	funcional,	respuesta	terapéutica	diferencial	o	cambios	

inmunológicos	subclı́nicos.		

4.2.3.4	Distribución	de	variables	clínicas	por	cluster:	repercusiones	clínicas	
	

Tras	la	identi=icación	de	tres	clústeres	inmunofenotı́picos	bien	de=inidos	mediante	el	algoritmo	K-means	

aplicados	al	espacio	UMAP	multidimensional	(integrando	datos	inmunológicos,	funcionales	y	clı́nicos),	se	

llevó	a	cabo	una	fase	crı́tica	de	interpretación	biológica:	examinar	cómo	se	reparten	las	variables	clínicas	

relevantes	dentro	de	cada	uno	de	estos	clústeres.	Esta	evaluación	permitió	determinar	si	alguno	de	los	

clústeres	presentaba	una	sobrerrepresentación	de	características	clínicas	especíBicas,	lo	cual	aportarı́a	

contenido	clínico	funcional	a	la	segmentación	algorı́tmica.	Los	resultados	revelaron	una	estrati=icación	

robusta	 en	 tres	 clusters	 diferenciados,	 cada	 uno	 con	 implicaciones	 clı́nicas	 y	 terapéuticas	 especı́=icas	

(Figura	42).		

• El	cluster	C1	agrupa	predominantemente	a	pacientes	jóvenes	(de	entre	5	y	12	años)	sin	mutaciones	

genéticas	 identi=icadas	 (código	 0)	 y	mutaciones	 clasi=icadas	 como	 “otras”	 (código	 4),	 ası́	 como	

algunos	casos	con	NFKB1.	Clı́nicamente,	estos	pacientes	presentan	fenotipos	menos	graves	y	menor	

complejidad	 inmunológica,	 lo	 que	 se	 re=leja	 en	 el	 bajo	 uso	 de	 inmunosupresores	 al	 inicio	 del	

seguimiento	(T0),	con	solo	una	minorıá	recibiendo	este	tipo	de	tratamiento.	Este	grupo	representa	

un	per=il	de	bajo	riesgo,	donde	la	vigilancia	clıńica	y	el	cribado	genético	ampliado	ante	progresión	

clıńica	son	prioritarios.	

• El	cluster	C2	se	caracteriza	por	una	mayor	edad	(entre	los	13	y	18	años)	al	diagnóstico	y	una	clara	

predominancia	 del	 subtipo	 ALPID-ALPS	 (grupo	 interno	 1),	 acompañado	 de	 una	 proporción	

signi=icativa	de	mutaciones	FAS	(código	2)	y	NFKB1	(código	1).	Este	per=il	genético	se	traduce	en	

una	=isiopatologıá	dominada	por	la	disfunción	apoptótica	y	la	desregulación	de	NF-κB,	lo	que	explica	

la	 linfoproliferación	 crónica	 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	clıńica,	
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la	 estrategia	 terapéutica	 inicial	 se	 orienta	 más	 hacia	 inmunomodulación	 especı́=ica	 (como	

rapamicina)	 que	 hacia	 inmunosupresión	 convencional.	 Este	 hallazgo	 subraya	 la	 importancia	 de	

adaptar	el	tratamiento	a	la	biologı́a	subyacente	y	no	solo	a	la	gravedad	clı́nica	aparente.	

• El	cluster	C3	representa	el	grupo	de	mayor	complejidad	clı́nica	y	genética.	Aquı́	se	observa	una	

distribución	diversa	de	mutaciones,	incluyendo	NFKB1,	FAS,	APDS	(código	3),	con	solo	una	minorı́a	

sin	mutación	identi=icada.	Este	grupo	presenta	una	alta	carga	de	autoinmunidad	multiorgánica	y	

una	 necesidad	 signi=icativa	 de	 inmunomodulación	 intensiva.	 El	 dato	 más	 relevante	 es	 que	

aproximadamente	una	cuarta	parte	de	los	pacientes	de	C3	ya	reciben	inmunosupresores	al	inicio	

del	seguimiento	(T0),	la	proporción	más	alta	entre	los	tres	clusters.	Esto	re=leja	el	reconocimiento	

clıńico	 de	 la	 gravedad	 de	 este	 subgrupo,	 ası	́ como	 la	 necesidad	 de	 estrategias	 terapéuticas	

combinadas	y	personalizadas,	incluyendo	terapias	dirigidas	según	el	defecto	molecular	(leniolisib	

en	APDS,	rapamicina	en	FAS,	anti-IL-6	en	NFKB1).	

	

Figura	42	|	Distribución	comparativa	de	las	principales	variables	clínicas-biológicas	en	los	tres	clusters	obtenidos	mediante	
análisis	no	supervisado	de	los	pacientes	PIRD.	a)	edad	al	diagnóstico	(años);	b)	Grupo	IDP	(interno)”	(0	=	infecciones	aisladas,	1	=	
ALPID-ALPS,	 2	 =	 defecto	 tímico/AI	 sistémica,	 3	 =	 susceptibilidad	 VEB/HLH,	 4	 =	 VEOIBD);	 c)	 tipo	 de	mutación	 genética	 (0	 =	 sin	
mutación,	1	=	NFKB1,	2	=	FAS,	3	=	APDS,	4	=	otras);	d)	uso	de	inmunosupresor	basal	(T0)	(0	=	no,	1	=	sí);	e)	proporción	de	sexo	(0	=	
hombre,	1	=	mujer);	f)	uso	de	inmunomodulador	basal	(T0)	(0	=	no,	1	=	sí).	

a)																																																																																					b)	

c)																																																																																				d)	

e)																																																																																				f)	
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En	conjunto,	la	integración	de	los	datos	clıńicos,	genéticos	y	de	tratamiento	inmunosupresor	permite	

una	 estrati=icación	 precisa	 de	 los	 pacientes	 con	 PIRD,	 facilitando	 la	 toma	 de	 decisiones	 terapéuticas	

individualizadas	y	la	identi=icación	de	subgrupos	candidatos	a	intervenciones	avanzadas	o	ensayos	clı́nicos	

especı=́icos.	

	

	

En	 conjunto,	 la	 estrategia	 analıt́ica	 multidimensional	 llevada	 a	 cabo	 en	 esta	 tesis	 ha	 permitido	

descomponer	y	reinterpretar	la	complejidad	inmunológica	de	los	pacientes	con	enfermedades	relacionadas	

con	 disregulación	 inmune	 primaria	 a	 través	 de	 una	 integración	 progresiva	 en	 tres	 bloques	 analıt́icos	

sucesivos.	En	el	Bloque	I,	se	caracterizó	de	forma	exhaustiva	el	inmunofenotipo	de	base,	identi=icando	

alteraciones	 en	 subpoblaciones	 celulares	 clave	 y	 detectando	 patrones	 inmunológicos	 aberrantes	 ya	

presentes	en	el	momento	basal	(T0).	La	aplicación	de	técnicas	de	reducción	de	dimensionalidad	y	análisis	

de	conglomerados	permitió	una	estrati=icación	preliminar	de	los	pacientes	basada	exclusivamente	en	su	

per=il	inmunológico.	En	el	Bloque	II,	se	incorporó	la	dimensión	de	funcionalidad	inmunorreguladora,	

centrada	particularmente	en	la	actividad	supresora	de	las	células	T	reguladoras	y	otras	poblaciones	con	

expresión	 de	marcadores	 como	 CTLA-4,	 PD-1,	 IL-10,	 TIGIT	 y	 LAP.	 Esta	 segunda	 capa	 analı́tica	 no	 solo	

con=irmó	 la	 heterogeneidad	 previamente	 observada,	 sino	 que	 permitió	 identi=icar	 subgrupos	

funcionalmente	 distintos	 con	per=iles	 de	 expresión	molecular	 divergentes,	 revelando	 la	 coexistencia	 de	

fenotipos	inmunorreguladores	activos,	disfuncionales	o	silentes	dentro	de	una	misma	categorı́a	clı́nica.	En	

el	Bloque	III,	 se	 llevó	a	cabo	una	 integración	total	de	datos	 inmunofenotı́picos,	 funcionales	y	clı́nicos,	

incorporando	además	variables	genéticas,	demográ=icas	y	de	tratamiento.	Esta	aproximación	integradora,	

reforzada	 por	 metodologı́as	 de	 corrección	 por	 lote	 (ComBat),	 clustering	 no	 supervisado	 (K-means)	 y	

análisis	de	estabilidad	temporal,	permitió	identi=icar	clústeres	inmunofenotıṕicos	robustos,	clıńicamente	

interpretables	 y	 estables	 en	 el	 tiempo.	 Los	 tres	 clústeres	 emergentes	 mostraron	 per=iles	 moleculares,	

clıńicos	y	terapéuticos	diferenciados,	evidenciando	la	utilidad	de	los	enfoques	multidimensionales	para	la	

estratiBicación	 de	 precisión	 en	 PIRD.	 De	 este	 modo	 se	 proporciona	 no	 solo	 un	 marco	 metodológico	

reproducible	para	 la	 integración	de	datos	de	 inmunologı́a	 avanzada,	 sino	 también	 evidencia	de	que	 los	

criterios	 clıńicos	 actuales	 resultan	 insu=icientes	 para	 capturar	 la	 verdadera	 complejidad	 del	 sistema	

inmunológico	en	estos	pacientes,	abriendo	la	puerta	a	una	medicina	de	precisión	inmunológica	basada	en	

datos.	

	

	

	



 

104	
 

 Resultados	

4.3	Inmunofarmacología	
	

En	este	segundo	capıt́ulo	se	presenta	un	análisis	exhaustivo	del	 impacto	 inmunomodulador	de	cinco	

fármacos	 seleccionados	 por	 su	 uso	 en	 la	 práctica	 clıńica	 sobre	 PBMCs	 humanas,	 tratadas	 con	 tres	

concentraciones	distintas.	El	objetivo	central	de	esta	fase	experimental	fue	caracterizar	con	alta	resolución	

los	efectos	especı́=icos	de	cada	fármaco	sobre	distintas	poblaciones	de	células	reguladoras	del	sistema	

inmunitario,	haciendo	especial	 énfasis	en	 los	cambios	fenotı́picos	y	 funcionales	 inducidos.	Para	ello,	se	

emplearon	 cuatro	 paneles	 de	 citometría	multicolor	 de	 alta	 complejidad,	 diseñados	 para	 cubrir	 de	

manera	 complementaria	 la	 diversidad	 de	 subtipos	 reguladores	 (CD4	 Tregs,	 CD8	 y	 Tr1).	 Todas	 las	

condiciones	experimentales	 se	 realizaron	 tanto	en	ausencia	 como	en	presencia	de	un	potente	estıḿulo	

policlonal	 con	 PMA	 e	 ionomicina,	 lo	 que	 permitió	 explorar	 tanto	 el	 estado	 basal	 como	 el	 potencial	

funcional	inducible	de	las	células	frente	a	diferentes	contextos	de	activación.	Las	muestras	no	tratadas	con	

fármaco	fueron	utilizadas	como	controles	internos,	permitiendo	comparar	de	forma	sistemática	los	efectos	

farmacológicos	con	el	estado	inmunológico	=isiológico.	Este	diseño	multifactorial	y	de	alta	dimensionalidad	

ofrece	un	marco	robusto	para	el	estudio	comparado	de	per=iles	inmunorreguladores	y	para	la	identi=icación	

de	=irmas	inmunofenotı́picas	especı́=icas	moduladas	por	cada	intervención	terapéutica.	

4.3.1	Impacto	sobre	células	CD4	(I)	

4.3.1.1	Topogra]ía	inmunofarmacológica	
	

Para	 explorar	 las	 alteraciones	 inducidas	 por	 los	 distintos	 tratamientos	 farmacológicos	 en	 las	

subpoblaciones	 de	 células	 T	 CD4⁺,	 se	 generaron	 proyecciones	 UMAP	 especı=́icas	 para	 cada	 fármaco,	

incluyendo	 una	 condición	 control	 sin	 tratamiento.	 Esta	 visualización	 integrativa	 permite	 evaluar	 la	

distribución	global	de	los	eventos	en	el	espacio	fenotı́pico,	facilitando	una	comparación	cualitativa	de	los	

per=iles	celulares	modulados	por	cada	compuesto	(Figura	43).	

En	la	condición	control,	las	células	CD4⁺	presentan	una	organización	bien	de=inida	en	varias	regiones	

de	 alta	 densidad	 distribuidas	 a	 lo	 largo	 del	 eje	 central	 del	 UMAP.	 El	mapa	 actúa	 como	 referencia	 para	

detectar	desviaciones	inducidas	por	los	tratamientos.	El	tratamiento	con	Leniolisib,	provoca	una	reducción	

visible	 en	 la	 densidad	 de	 eventos	 en	 varias	 regiones	 del	 UMAP,	 especialmente	 en	 zonas	 centrales	 y	

superiores.	Esta	redistribución	sugiere	un	efecto	supresor	sobre	determinadas	subpoblaciones	CD4⁺.	El	

per=il	 inducido	por	ácido	micofenólico	muestra	una	 topografıá	 fenotıṕica	 globalmente	 similar	 a	 la	del	

control,	aunque	con	un	aumento	de	la	densidad	celular	en	regiones	especı́=icas.	Por	su	parte,	rapamicina,	

mantiene	una	estructura	comparable	al	control,	pero	con	una	redistribución	notable	de	eventos	hacia	áreas	

periféricas	del	UMAP.	El	tratamiento	con	ruxolitinib,	induce	una	organización	fenotı́pica	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	 exposición	 a	 tacrólimus,	 muestra	 una	 estructura	 conservada,	 pero	 con	 un	

desplazamiento	de	la	densidad	hacia	las	regiones	periféricas	del	UMAP	en	similitud	a	los	otros	fármacos.	

	

Figura	43	|	Distribución	de	células	T	CD4+	tras	tratamiento	con	diferentes	fármacos	inmunomoduladores.	Proyecciones	UMAP	
generadas	a	partir	de	muestras	de	PBMCs	tratadas	con	cinco	fármacos	distintos	a	concentración	intermedia	(30)	durante	24	horas,	
comparadas	con	una	condición	control	sin	tratamiento.	Cada	mapa	representa	la	agregación	de	eventos	correspondientes	a	las	células	
CD4⁺	identiCicadas	mediante	citometría	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),	ácido	micofenólico	(n	=	29),	rapamicina	
(n	=	30),	ruxolitinib	(n	=	30)	y	tacrólimus	(n	=	30).	La	organización	espacial	revela	la	estructura	global	de	subpoblaciones	CD4⁺	y	
permite	visualizar	diferencias	inducidas	por	cada	fármaco	sobre	el	paisaje	inmunológico.	

	

En	conjunto,	esta	exploración	visual	revela	que	cada	fármaco	ejerce	un	efecto	distintivo	sobre	el	paisaje	

fenotı́pico	de	las	células	CD4⁺,	alterando	de	forma	especı́=ica	la	abundancia	y	disposición	espacial	de	sus	

subpoblaciones.		

4.3.1.2	Clusterización	y	de]inición	fenotípica	
	

Tras	la	exploración	inicial	de	la	topografı́a	inmunológica	global	inducida	por	los	distintos	fármacos,	se	

procedió	 a	 realizar	 una	 clusterización	no	 supervisada	 con	 el	 objetivo	 de	 identi=icar	 las	poblaciones	

inmunológicas	 latentes	 embebidas	 en	 el	 espacio	 reducido	 generado	 por	 UMAP.	 Para	 determinar	 el	

fármaco: Micofenólico (29) 
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número	óptimo	de	clústeres	(k),	se	aplicó	el	método	del	codo	(elbow	method),	evaluando	la	inercia	dentro	

de	clústeres	en	función	del	número	de	particiones.	Este	análisis	reveló	un	punto	de	in=lexión	claro	en	k	=	

15,	valor	que	fue	adoptado	como	parámetro	para	la	partición	=inal	utilizando	el	algoritmo	K-means.	Una	

vez	de=inido	el	número	 óptimo	de	clústeres	mediante	métodos	no	supervisados	(K	=	15),	se	procedió	a	

caracterizar	fenotıṕicamente	cada	uno	de	los	subconjuntos	celulares	derivados	del	modelo	de	clustering	

(Figura	 44a).	 Para	 ello,	 se	 construyó	 un	 heatmap	 de	 intensidades	 Bluorescentes	 medias	 (MFI)	

correspondientes	a	los	principales	marcadores	incluidos	en	el	panel	CD4.	Cada	=ila	representaba	un	clúster	

identi=icado,	y	cada	columna,	un	marcador,	permitiendo	una	visualización	cuantitativa	y	comparativa	de	los	

per=iles	de	expresión	(Figura	44b).	Este	enfoque	facilitó	la	asignación	manual	de	identidades	celulares	

a	cada	clúster,	tomando	como	base	el	conocimiento	inmunológico	actual	sobre	la	expresión	diferencial	de	

marcadores	en	subtipos	de	células	T	reguladoras	y	efectoras.	Para	garantizar	una	nomenclatura	precisa	y	

biológicamente	fundamentada,	se	establecieron	umbrales	de	MFI	relativos	basados	en	tres	niveles:	bajo	

(<1),	 intermedio	 (1–2),	 y	 alto	 (>2),	 lo	 cual	 permitió	 diferenciar	 poblaciones	 incluso	 en	 contextos	 de	

gradientes	continuos	de	expresión.		

	

Figura	44	|	Identi@icación	fenotípica	y	consolidación	de	poblaciones	inmunológicas	tras	la	clusterización	del	panel	CD4	(I).	
a)	Representación	UMAP	de	las	159	condiciones	experimentales,	coloreadas	según	los	15	clústeres	obtenidos	mediante	K-means	(k	=	
15),	tras	estimación	óptima	con	el	método	del	codo.	Cada	color	representa	una	partición	independiente	en	el	espacio	multivariado	
generado	 a	 partir	 de	 marcadores	 de	 superCicie	 y	 nucleares.	 b)	 Heatmap	 de	 intensidades	 Cluorescentes	 medias	 (MFI)	 para	 cada	
marcador	incluido	en	el	panel,	calculadas	por	clúster.	Este	análisis	permitió	una	caracterización	fenotípica	precisa	basada	en	umbrales	
de	expresión	relativa:	bajo	(<1),	 intermedio	(1–2),	y	alto	(>2).	Las	Cirmas	de	expresión	especíCicas	permitieron	asignar	identidades	
celulares	conocidas	como	T	vírgenes,	T	memoria,	T	reguladoras	naturales	(nTreg),	T	reguladoras	periféricas	(pTreg),	T	activadas,	T	
efectoras	o	células	T	exhaustas.		c)	Mapa	UMAP	con	los	clústeres	renombrados	según	su	identidad	inmunológica	y	fusionados	en	grupos	
funcionales	equivalentes,	reduciendo	el	total	a	11	poblaciones.		

Helios					CD25						TIM3							GITR						TIGIT					CD127				FoxP3			CD45RA				ICOS	

a)																																																																															c)	

b)																																																											
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Con	 base	 en	 esta	 caracterización	 fenotı́pica,	 se	 procedió	 a	 fusionar	 clústeres	 con	 perBiles	

inmunofenotípicos	equivalentes	o	superponibles,	reduciendo	el	número	total	de	grupos	funcionales	de	

13	a	11	(Figura	44c).	El	resultado	=inal	fue	un	mapa	inmunológico	compuesto	por	subconjuntos	celulares	

sobre	 el	 cual	 se	 realizaron	 los	 análisis	 de	 redistribución	 y	modulación	 farmacológica	 en	 las	 siguientes	

secciones.	

4.3.1.3	Cuanti]icación	del	impacto	inmunofenotípico	por	fármaco	
	

Con	 el	 objetivo	 de	 evaluar	 el	 impacto	 fenotı́pico	 de	 cada	 intervención	 farmacológica	 sobre	 las	

poblaciones	 inmunológicas	 de=inidas	 previamente,	 se	 procedió	 a	 cuanti=icar	 de	 manera	 sistemática	 la	

distribución	relativa	de	los	subconjuntos	celulares	en	el	espacio	UMAP	curado.	Este	análisis	se	centró	en	

determinar	cómo	varı́a	la	composición	inmunológica	global	en	función	del	tipo	de	fármaco	administrado,	

su	 concentración	 y	 la	 presencia	 o	 ausencia	 de	 estímulo	 con	 PMA	 e	 ionomicina.	 Este	 enfoque	

proporciona	 una	 medida	 funcional	 integrada	 del	 efecto	 inmunomodulador	 de	 cada	 compuesto,	 y	

permite	identi=icar	per=iles	de	expansión,	contracción	o	estabilidad	en	subpoblaciones	celulares	clave	bajo	

condiciones	de	estıḿulo	o	reposo.	

4.3.1.3.1	Leniolisib	
	

A	nivel	visual,	la	comparación	de	los	mapas	UMAP	entre	las	distintas	condiciones	tratadas	con	Leniolisib	

sugiere	 diferencias	 topológicas	 apreciables	 en	 la	 distribución	 de	 las	 subpoblaciones	 inmunológicas	

CD4+,	tanto	en	ausencia	como	en	presencia	de	estı́mulo	(Figura	45).	Estos	cambios	afectan	a	la	densidad	y	

extensión	relativa	de	varios	clústeres,	lo	que	indica	una	posible	modulación	fenotıṕica	dependiente	de	la	

dosis	y	del	contexto	de	activación.		

Para	 con=irmar	 las	 diferencias	 observadas	 a	 nivel	 fenotı́pico	 entre	 condiciones,	 se	 procedió	 a	 una	

evaluación	estadística	rigurosa.	En	primer	lugar,	se	analizó	la	distribución	de	los	datos	mediante	pruebas	

de	normalidad,	las	cuales	indicaron	una	deviación	signi=icativa	del	supuesto	de	normalidad	en	múltiples	

poblaciones	celulares.	En	consecuencia,	se	optó	por	emplear	un	enfoque	no	paramétrico	más	robusto.	Se	

aplicó	el	test	de	Kruskal-Wallis	para	detectar	diferencias	globales	entre	condiciones	experimentales	en	la	

proporción	 relativa	 de	 cada	 clúster	 identi=icado.	 Posteriormente,	 los	 valores	 de	 p	 obtenidos	 fueron	

ajustados	mediante	corrección	FDR	para	controlar	el	error	de	tipo	I	asociado	a	comparaciones	múltiples.	

Finalmente,	 sobre	 los	 clústeres	 que	 alcanzaron	 signi=icación	 estadı́stica,	 se	 realizó	 un	 análisis	 post	 hoc	

utilizando	el	test	de	Dunn,	también	seguido	de	corrección	FDR,	con	el	=in	de	identi=icar	las	comparaciones	

especı=́icas	entre	grupos	que	explicaban	la	diferencia	global	observada.		
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Figura	 45	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD4+	 bajo	 tratamiento	 con	 leniolisib	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	11	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	leniolisib	a	tres	concentraciones	(1.9,	3.79	y	18.95	μM),	tanto	en	
reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	
una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	

	

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

diferencias	estadísticamente	signiBicativas	tras	el	

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

mediana	 o	 dispersión	 en	 algunas	 subpoblaciones	 (como	 en	 nTreg,	 pTreg,	 T	 vıŕgenes	 o	 Th),	 estas	 no	

alcanzaron	umbrales	de	signi=icación	tras	el	análisis	con	Kruskal-Wallis	seguido	de	corrección	FDR	y	Dunn	

post	hoc.	La	ausencia	de	signi=icación	sugiere	que	Leniolisib	no	induce	una	remodelación	fenotípica	

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

de	su	frecuencia	relativa	dentro	del	conjunto	celular.	Es	importante	destacar	que	la	única	condición	que	

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

lo	cual	valida	la	sensibilidad	del	modelo	para	detectar	activaciones	inmunológicas	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	 signi=icativamente	 la	 arquitectura	 inmunológica	 general	 de	 la	

población	CD4+	en	los	subconjuntos	aquı	́analizados.	

	

Figura	 46	 |	 Distribución	 porcentual	 de	 once	 subpoblaciones	 T	 bajo	 ocho	 condiciones	 DFE	 (combinaciones	 de	 dosis	 de	
leniolisib	±	estimulación	PMA-ionomicina).	Cada	recuadro	muestra	la	mediana	(línea	central),	el	rango	intercuartílico	(caja)	y	los	
valores	 individuales	 (puntos).	 Las	 medianas	 se	 superponen	 ampliamente,	 reClejando	 la	 ausencia	 de	 diferencias	 estadísticamente	
signiCicativas	tras	Kruskal-Wallis	y	corrección	FDR.	No	obstante,	se	aprecian	tendencias:	(i)	ligera	expansión	de	Th	activadas	tras	la	
estimulación	P/I,	(ii)	descenso	modesto	de	T	vírgen	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	
maniCiestan	más	en	activación	funcional	que	en	redistribución	fenotípica	bruta.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	

	

En	conjunto,	los	datos	con=irman	que,	dentro	de	las	72	horas	de	experimento,	leniolisib	no	recon=igura	

drásticamente	 el	 paisaje	 porcentual	 de	 las	 subpoblaciones	 T;	 las	 variaciones	 detectadas	 son	 tenues	 y	

mayoritariamente	asociadas	al	estıḿulo	P/I	más	que	al	fármaco	en	sı.́		



 

110	
 

 Resultados	

4.3.1.3.2	Tacrólimus	
	

A	nivel	visual,	la	administración	de	tacrólimus	no	mostró	un	impacto	claro	en	la	topograBía	global	del	

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

Tacrólimus	si	que	parece	alterar	ligeramente	el	panorama	inmunofenotı́pico	global.	

	

Figura	 47	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD4+	 bajo	 tratamiento	 con	 tacrólimus	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	11	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	tacrólimus	a	tres	concentraciones	(5,	10	y	15	ng/mL),	tanto	en	
reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	
una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	

	

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

de	Dunn	también	ajustado	por	FDR,	no	se	detectaron	diferencias	estadísticamente	signiBicativas	en	

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

modestas	entre	condiciones,	la	alta	dispersión	interindividual	y	la	solapación	entre	los	grupos	impidieron	

alcanzar	signi=icancia	tras	el	ajuste	por	comparaciones	múltiples. 	
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Estos	resultados	indican	que,	en	las	condiciones	ensayadas,	tacrólimus	no	altera	de	forma	signiBicativa	

la	frecuencia	relativa	de	las	principales	poblaciones	CD4+	fenotípicamente	deBinidas,	lo	cual	sugiere	

un	efecto	limitado	sobre	la	arquitectura	inmunológica	global	evaluada	en	este	modelo	in	vitro.	Al	igual	que	

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

estıḿulo.	

	

Figura	 48	 |	 Distribución	 porcentual	 de	 once	 subpoblaciones	 T	 tras	 incubación	 con	 tacrolimus	 (5,	 10	 y	 15	 ng/ml)	 ±	
estimulación	PMA-ionomicina.	Cada	caja	representa	mediana	y	rango	intercuartílico;	los	puntos	individuales	muestran	la	dispersión	
muestral.	Las	pruebas	de	Kruskal-Wallis	y	Dunn	con	corrección	FDR	no	evidenciaron	diferencias	signiCicativas	entre	condiciones.		DFE:	
Dósis-Fármaco-Estímulo.	
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4.3.1.3.3	Ácido	micofenólico	
	

A	nivel	visual,	el	tratamiento	con	ácido	micofenólico	tampoco	provocó	alteraciones	notables	en	la	

arquitectura	del	espacio	UMAP	en	la	proporción	relativa	de	las	subpoblaciones	inmunológicas	CD4+	en	

comparación	con	los	controles	(Figura	49).		

	

Figura	49	 |	Representación	 topológica	de	 las	subpoblaciones	CD4+	bajo	 tratamiento	con	ácido	micofenólico	a	diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	11	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	ácido	micofenólico	a	tres	concentraciones	(5,	10	y	15	ng/mL),	tanto	
en	reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	
a	una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	

	

Tras	aplicar	el	test	de	Kruskal-Wallis	seguido	de	corrección	FDR,	y	posteriormente	el	análisis	post	hoc	

de	Dunn	también	corregido	por	FDR,	no	se	identiBicaron	dif	erencias	estadísticamente	signiBicativas	

en	ninguna	de	las	subpoblaciones	evaluadas	(Figura	50).	

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

algunos	clústeres	como	nTreg,	T	vı́rgenes	o	Th.	Sin	embargo,	estas	diferencias	no	muestran	un	patrón	
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claro	ni	consistente	a	lo	largo	de	las	dosis	ni	con	respecto	al	estı́mulo,	y	los	intervalos	intercuartı́licos	entre	

grupos	 tienden	 a	 solaparse.	 Por	 tanto,	 no	 se	 puede	 concluir	 que	 el	 ácido	micofenólico	 tenga	 un	 efecto	

marcado	sobre	la	composición	fenotıṕica	de	las	subpoblaciones	CD4+	en	este	modelo	experimental.	

	

Figura	50	|	Distribución	porcentual	de	once	subpoblaciones	T	tras	incubación	con	ácido	micofenólico	(5,	10	y	15	ng	ml⁻¹)	±	
estimulación	PMA-ionomicina	durante	72h.	Las	cajas	muestran	mediana	y	rango	intercuartílico;	los	puntos	representan	valores	
individuales.	Los	tests	de	Kruskal-Wallis	y	Dunn	(FDR)	no	revelaron	diferencias	signiCicativas	entre	condiciones.	DFE:	Dósis-Fármaco-
Estímulo.	

	

En	 conjunto,	 estos	 resultados	 sugieren	 que,	 al	menos	 en	 términos	 de	 proporción	 relativa	 y	 sin	

estimulación	 prolongada,	 el	 ácido	 micofenólico	 no	 modiBica	 de	 forma	 signiBicativa	 el	 equilibrio	

fenotípico	del	compartimento	CD4+,	lo	cual	podrı́a	deberse	a	una	acción	más	funcional	que	fenotı́pica,	o	
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a	 la	 necesidad	 de	 un	 contexto	 biológico	 más	 prolongado	 o	 especı́=ico	 para	 evidenciar	 su	 efecto	

inmunomodulador.	

4.3.1.3.4	Rapamicina	
	

La	 exposición	 de	 las	 PBMCs	 a	 rapamicina	 no	 provocó	 cambios	 claramente	 apreciables	 en	 la	

con=iguración	general	del	espacio	UMAP,	frente	a	las	condiciones	de	control	(Figura	51).	Bajo	estimulación	

con	 PMA/ionomicina,	 Rapamicina	 pareció	 levemente	 preservar	 el	 cluster	 Th	 en	 comparación	 con	 la	

condición	control	estimulada.			

	

	

	

	

	

	

	

Figura	 51	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD4+	 bajo	 tratamiento	 con	 rapamicina	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	11	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	rapamicina	a	tres	concentraciones	(20,	100	y	500	ng/mL),	tanto	en	
reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	
una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	

	

Tras	 los	 análisis	 estadı́sticos	 posteriores,	 no	 se	 detectaron	 diferencias	 estadísticamente	

signiBicativas	entre	condiciones	para	ninguna	de	las	subpoblaciones	evaluadas	(Figura	52).	
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Desde	 un	 punto	 de	 vista	 visual,	 se	 observan	 Bluctuaciones	 leves	 en	 la	mediana	 y	 dispersión	 de	

algunas	poblaciones,	como	nTreg,	Th	y	T	vı́rgenes,	particularmente	a	dosis	elevadas	o	bajo	estı́mulo.	Sin	

embargo,	no	se	identi=ica	un	patrón	claro,	consistente	ni	dependiente	de	la	dosis	que	permita	atribuir	

un	efecto	especı=́ico	a	la	rapamicina	dentro	de	las	condiciones	experimentales	probadas.	La	variabilidad	

interindividual	sigue	siendo	notable	en	la	mayorı́a	de	los	clústeres.	

	

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	 signiCicativas	 entre	 condiciones.	 La	 estabilidad	 de	 las	 medianas	 sugiere	 que	 la	
inhibición	mTOR	no	altera	la	distribución	porcentual	de	los	linfocitos	T	en	las	primeras	72	h,	apuntando	a	que	los	efectos	de	rapamicina	
son	esencialmente	funcionales	y	se	maniCiestan	a	tiempos	más	prolongados	o	en	endpoints	metabólicos.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	
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4.3.1.3.5	Ruxolitinib	
	

La	 visualización	 UMAP	 de	 las	 muestras	 tratadas	 con	 ruxolitinib	 muestra	 un	 perBil	 topográBico	

inmunológico	que	se	mantiene	relativamente	conservado	en	comparación	con	los	controles,	tanto	en	

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

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

CD4+	previamente	de=inidas	por	clústeres	fenotı́picos	(Figura	53).	

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

las	 de	 los	 controles	 no	 tratados,	 re=lejando	una	 topograBía	 altamente	 estable.	 De	 forma	 similar,	 bajo	

estimulación	 (condiciones	 “S”),	 la	 organización	 espacial	 no	 parece	 alterarse	 visiblemente	 por	 la	

presencia	de	ruxolitinib.	Estos	hallazgos	visuales	indican	que,	al	menos	a	nivel	de	distribución	fenotıṕica	en	

el	espacio	UMAP,	ruxolitinib	no	induce	un	remodelado	sustancial	del	paisaje	inmunológico	CD4+	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figura	 53	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD4+	 bajo	 tratamiento	 con	 ruxolitinib	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	11	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	ruxolitinib	a	tres	concentraciones	(0.1,	0.3	y	1	ng/mL),	tanto	en	
reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	
una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	
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Tras	analizar	los	datos	con	el	test	no	paramétrico	de	Kruskal-Wallis,	seguido	de	una	corrección	por	

FDR,	y	realizar	un	análisis	post	hoc	con	Dunn	+	FDR,	no	se	identi=icaron	diferencias	signiBicativas	en	la	

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

algunas	 Bluctuaciones	en	 la	mediana	y	dispersión	 de	 ciertas	 subpoblaciones	 (como	Th,	T	vı́rgenes	o	

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

condiciones	tiende	a	mantenerse	dentro	de	márgenes	comparables,	re=lejando	una	estructura	fenotípica	

global	conservada	a	lo	largo	del	experimento.	

	

Figura	54	|	Efecto	de	ruxolitinib	(0.1	–	1	µM)	±	PMA-ionomicina	sobre	subpoblaciones	T.	Los	tests	de	Kruskal-Wallis	y	Dunn,	
ajustados	por	FDR,	no	revelan	diferencias	signiCicativas	entre	condiciones.	Cada	caja	representa	mediana	y	rango	intercuartílico;	los	
puntos	 individuales	muestran	 la	 dispersión	muestral.	 Las	 pruebas	 de	Kruskal-Wallis	 y	Dunn	 con	 corrección	 FDR	 no	 evidenciaron	
diferencias	signiCicativas	entre	condiciones.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	
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En	 conjunto,	 estos	 hallazgos	 apuntan	 a	 que	 Ruxolitinib	 no	 genera	 modiBicaciones	 fenotípicas	

detectables	 en	 la	 composición	 del	 compartimento	 CD4+,	 al	menos	 en	 términos	 proporcionales.	 Su	

mecanismo	de	acción	probablemente	se	mani=ieste	más	a	nivel	funcional	o	transcripcional	que	mediante	

cambios	evidentes	en	marcadores	de	super=icie	en	el	contexto	 in	vitro	y	a	corto	plazo	empleado	en	este	

modelo.	

En	 resumen,	 el	 estudio	 del	 impacto	 inmunofenotı́pico	 de	 cinco	 fármacos	 inmunomoduladores	

(Leniolisib,	Tacrólimus,	Micofenolato	mofetilo,	Rapamicina	y	Ruxolitinib)	sobre	PBMCs	humanas	in	vitro,	

evaluado	mediante	citometrıá	de	=lujo	multiparamétrica	en	un	panel	CD4⁺	y	representado	en	el	espacio	

UMAP,	no	reveló	diferencias	estadı́sticamente	signi=icativas	en	la	proporción	relativa	de	las	subpoblaciones	

CD4⁺	entre	condiciones	(n = 5	por	grupo).	Aunque	se	observaron	ligeras	variaciones	topográ=icas	y	visuales	

en	ciertas	poblaciones	según	 la	dosis	y	el	estıḿulo,	estas	no	 fueron	consistentes	ni	dependientes	de	un	

patrón	 farmacológico	 común.	 En	 conjunto,	 estos	 resultados	 indican	 que,	 bajo	 las	 condiciones	

experimentales	ensayadas,	ninguno	de	los	fármacos	evaluados	produjo	una	remodelación	fenotípica	

signiBicativa	o	reproducible	del	compartimento	CD4⁺,	sugiriendo	que	sus	efectos	principales	podrı́an	

depender	de	mecanismos	funcionales	no	re=lejados	exclusivamente	en	la	arquitectura	super=icial	de	estas	

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

4.3.2	Impacto	sobre	células	CD4	(II)	

4.3.2.1	Topogra]ía	inmunofarmacológica	
	

Con	el	objetivo	de	validar	y	ampliar	los	hallazgos	obtenidos	en	el	primer	análisis,	se	procedió	a	estudiar	

una	segunda	cohorte	independiente	de	células	T	CD4⁺	sometidas	a	las	mismas	condiciones	farmacológicas.	

Se	 generaron	 nuevas	 proyecciones	 UMAP	 especı=́icas	 para	 cada	 fármaco,	 incluyendo	 nuevamente	 una	

condición	control	sin	tratamiento,	con	el	=in	de	visualizar	de	forma	integradora	la	organización	fenotıṕica	

de	las	distintas	subpoblaciones	celulares.	

Desde	 un	 análisis	 visual	 preliminar	 basado	 en	 las	 proyecciones	 UMAP,	 se	 identi=ican	 diferencias	

topográ=icas	 sutiles	 pero	 apreciables	 entre	 las	 distintas	 condiciones	 farmacológicas	 en	 esta	 segunda	

cohorte	de	células	T	CD4⁺	(Figura	55).	Tomando	como	referencia	el	per=il	del	control,	que	muestra	una	

organización	homogénea	con	alta	densidad	celular	en	múltiples	regiones	centrales	y	periféricas,	se	aprecia	

cómo	el	tratamiento	con	Leniolisib	induce	una	redistribución	notoria	de	la	densidad	celular	hacia	la	

zona	central	derecha	del	mapa,	acompañada	de	una	disminución	considerable	en	las	áreas	periféricas,	

lo	que	sugiere	una	posible	contracción	o	represión	de	ciertos	subconjuntos	celulares	marginales.	En	el	caso	

de	Tacrólimus,	 la	silueta	topográBica	general	del	control	se	conserva	en	gran	medida,	sin	pérdidas	

aparentes	 de	 estructura	 espacial,	 aunque	 se	 observa	 una	 reorientación	 de	 la	 densidad	 hacia	 el	 eje	

central,	posiblemente	indicando	una	consolidación	fenotı́pica	de	ciertas	subpoblaciones.	
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Por	 otro	 lado,	 Micofenolato,	 Rapamicina	 y	 Ruxolitinib	 presentan	 entre	 sı	́ un	 patrón	 visual	

relativamente	similar.	En	estas	tres	condiciones,	se	observa	una	distribución	predominante	de	eventos	

en	la	región	central	e	inferior	del	mapa,	con	una	menor	densidad	en	las	zonas	laterales,	lo	que	sugiere	

una	convergencia	fenotípica	hacia	compartimentos	más	uniformes	o	conservados	del	repertorio	CD4⁺.	

Aunque	los	cambios	no	son	abruptos,	la	morfologı́a	general	del	espacio	UMAP	en	estas	condiciones	re=leja	

un	 posible	 sesgo	 hacia	 poblaciones	más	 centradas	 o	menos	 heterogéneas	 en	 términos	 de	 localización	

fenotı́pica.	

	

Figura	 55	 |	 Proyección	 UMAP	 de	 células	 T	 CD4⁺(II)	 tras	 tratamiento	 con	 diferentes	 fármacos	 inmunomoduladores.	 Se	
representa	la	densidad	de	eventos	celulares	en	el	espacio	UMAP	para	la	condición	control	(sin	tratamiento)	y	para	las	condiciones	
tratadas	con	leniolisib,	tacrólimus,	micofenolato	mofetilo,	rapamicina	y	ruxolitinib.	Cada	mapa	muestra	la	distribución	fenotípica	de	
las	células,	coloreada	según	densidad	(azul:	baja,	rojo:	alta).		

	

4.3.2.2	Clusterización	y	de]inición	fenotípica	
	

Para	caracterizar	fenotı́picamente	el	compartimento	CD4⁺	en	esta	segunda	tanda	experimental,	se	llevó	

a	 cabo	 una	 clusterización	 no	 supervisada	 de	 los	 eventos	 celulares	mediante	 el	 método	 elbow,	 el	 cual	

determinó	un	número	óptimo	de	agrupamientos	de	k	=	18.	Cada	clúster	fue	visualizado	en	el	espacio	UMAP	
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(Figura	 56a),	 evidenciando	 una	 distribución	 diversa	 y	 estructurada	 de	 los	 subconjuntos	 celulares.	

Posteriormente,	se	calculó	la	mediana	de	la	intensidad	Bluorescente	(MFI)	de	cada	marcador	para	cada	

uno	de	los	18	clústeres,	lo	que	permitió	construir	un	heatmap	comparativo	(Figura	56b).	En	base	a	este	

per=il	 de	 expresión,	 y	 siguiendo	 los	mismos	 criterios	 semicuantitativos	 previamente	 establecidos	 para	

clasi=icar	la	MFI	como	baja,	intermedia	o	alta,	se	procedió	a	la	asignación	fenotípica	de	cada	clúster.	

Esta	caracterización	funcional	reveló	patrones	de	expresión	coherentes	que	permitieron	identi=icar	y	

reagrupar	los	clústeres	en	cuatro	grandes	poblaciones	biológicamente	relevantes:	(1)	T	activadas	con	

expresión	elevada	de	CTLA-4,	(2)	T	helper	clásicas	(Th),	(3)	T	activadas	con	fenotipo	parcialmente	

exhausto,	y	(4)	nTreg,	con	alta	expresión	de	CD25	y	FOXP3.	Esta	fusión	redujo	el	número	de	clústeres	de	

18	a	4,	optimizando	la	interpretación	biológica	del	mapa	inmunológico	(Figura	55c).	

	

Figura	56	 |	 Identi@icación	y	consolidación	 fenotípica	de	subpoblaciones	CD4⁺	mediante	clusterización	no	supervisada.	a)	
Proyección	UMAP	con	la	asignación	de	clústeres	generados	mediante	el	algoritmo	de	agrupamiento	tipo	elbow,	con	un	valor	óptimo	
de	k = 18.	Cada	color	representa	un	clúster	distinto.	b)	Heatmap	de	la	mediana	de	Cluorescencia	(MFI)	para	cada	marcador	por	clúster.	
La	 intensidad	 del	 color	 reCleja	 el	 nivel	 de	 expresión	 relativa	 (baja,	 intermedia	 o	 alta),	 lo	 que	 permitió	 una	 aproximación	
semicuantitativa	para	la	clasiCicación	funcional	de	cada	agrupamiento.	c)	Reasignación	fenotípica	de	los	18	clústeres	originales	en	6	
poblaciones	inmunológicas	mayores:	células	T	activadas	CTLA-4⁺,	células	Th,	células	T	activadas	parcialmente	exhaustas,	células	T	
activadas	y	nTreg.	Esta	consolidación	se	realizó	en	base	a	la	similitud	en	los	perCiles	de	expresión,	permitiendo	una	interpretación	más	
robusta	del	paisaje	inmunológico	CD4⁺.	

		

	

	Helios						CD25										PD-1									CD73							CD39							CD127						FoxP3						CTLA-4							ICOS	

a)																																																																																					c)	

b)																																																											
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 4.3.2.3	Cuanti]icación	del	impacto	inmunofenotípico	por	fármaco	
	

A	continuación,	y	al	igual	que	en	el	bloque	anterior,	se	evaluó	de	forma	cuantitativa	el	efecto	de	cada	

tratamiento	 farmacológico	 sobre	 las	 principales	 subpoblaciones	 inmunológicas	 previamente	 de=inidas,	

considerando	la	variación	en	concentración	y	 la	presencia	o	ausencia	de	estıḿulo.	Este	análisis	permite	

inferir	de	manera	integrada	los	patrones	de	respuesta	fenotı́pica	inducidos	por	cada	fármaco.	

4.3.2.3.1	Leniolisib	
	

A	 nivel	 visual,	 los	 UMAP	 correspondientes	 al	 tratamiento	 con	 leniolisib	 muestran	 alteraciones	

fenotı́picas	detectables	en	la	distribución	espacial	de	las	subpoblaciones	T	CD4⁺	en	comparación	con	las	

condiciones	control.	En	las	muestras	controles	sin	estıḿulo	(NA-Control-N)	y	con	estıḿulo	(NA-Control-S),	

se	observa	una	organización	bastante	equilibrada	de	 las	principales	poblaciones	 inmunológicas,	 con	un	

dominio	de	las	células	Th	(verde)	distribuidas	en	el	centro	del	mapa	y	una	presencia	estructurada	de	nTreg	

(marrón),	células	activadas	(lila)	y	células	activadas	exhaustas	(rojo)	en	zonas	periféricas	bien	delimitadas. 	

	

Figura	 57	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD4+	 (II)	 bajo	 tratamiento	 con	 leniolisib	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	6	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	leniolisib	a	tres	concentraciones	(1.9,	3.79	y	18.95	µM),	tanto	en	
reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	
una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	
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Sin	embargo,	tras	la	exposición	a	Leniolisib,	independientemente	de	la	dosis	y	la	condición	de	estıḿulo,	se	

aprecia	 una	 contracción	 del	 área	 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	más	pobladas.	Además,	se	percibe	una	mayor	difusión	de	

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

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

Tras	 la	aplicación	de	 los	 tes	estadıśticos	con	sus	respectivas	correcciones,	ninguna	de	 las	diferencias	

observadas	 alcanzó	 signi=icación	 estadı́stica,	 lo	 cual	 sugiere	 que	 los	 cambios	 fenotı́picos	 detectados	 no	

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

por	condición)	(Figura	58).	

	

Figura	 58	 |	 Distribución	 porcentual	 de	 seis	 subpoblaciones	 T	 tras	 incubación	 con	 leniolisib	 (1.9,	 3.79	 y	 18.95	 µM)	 ±	
estimulación	PMA-ionomicina.	Cada	caja	representa	mediana	y	rango	intercuartílico;	los	puntos	individuales	muestran	la	dispersión	
muestral.	Las	pruebas	de	Kruskal-Wallis	y	Dunn	con	corrección	FDR	no	evidenciaron	diferencias	signiCicativas	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	 condición	 estimulada	 (NA-Control-S),	 en	

comparación	 con	 las	 condiciones	 expuestas	 a	 Leniolisib.	 Este	 patrón	 re=leja	 una	 posible	 inhibición	 del	

mantenimiento	o	expansión	de	células	T	reguladoras	naturales	por	el	fármaco,	en	lıńea	con	lo	observado	

previamente	en	el	primer	panel	CD4	(I).	

En	contraste,	las	células	Th	tienden	a	mostrar	proporciones	más	elevadas	en	las	condiciones	tratadas	

con	 Leniolisib,	 lo	 que	 podrıá	 sugerir	 una	 expansión	 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.	

4.3.2.3.2	Tacrólimus	
	

En	las	proyecciones	UMAP	correspondientes	a	las	distintas	condiciones	del	tratamiento	con	tacrolimus,	

no	se	aprecian	alteraciones	topográ=icas	marcadas	en	la	distribución	global	de	las	subpoblaciones	T	CD4⁺	

con	 respecto	 a	 los	 controles.	 La	 organización	 espacial	 de	 las	 principales	 poblaciones	 se	 mantiene	

relativamente	constante,	preservando	la	arquitectura	fenotı́pica	general. 	

	

Figura	 59	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD4+	 (II)	 bajo	 tratamiento	 con	 tacrólimus	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	6	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	tacrólimus	a	tres	concentraciones	(5,	10	y	15	ng/mL),	tanto	en	
reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	
una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	
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No	 obstante,	 se	 observa	 de	 forma	 recurrente	 un	 leve	 incremento	 en	 la	 densidad	 y	 expansión	 de	 la	

población	 de	 células	 T	 activadas	 exhaustas	 (rojo)	 en	 múltiples	 condiciones	 con	 tacrolimus,	 tanto	 en	

presencia	como	en	ausencia	de	estıḿulo	(Figura	59).	Esta	expansión,	aunque	no	dramática	en	términos	de	

distribución,	podrı́a	re=lejar	una	tendencia	sutil	hacia	un	estado	de	activación	sostenida	y	disfuncionalidad	

en	ciertas	subpoblaciones,	posiblemente	relacionada	con	el	mecanismo	 inmunosupresor	del	 fármaco.	A	

pesar	de	ello,	los	cambios	observados	no	alteran	de	manera	signi=icativa	la	topografıá	global,	lo	que	sugiere	

un	impacto	más	moderado	del	tacrolimus	sobre	la	reprogramación	fenotıṕica	global	de	las	células	T	CD4⁺	

bajo	estas	condiciones.	

Al	 igual	 que	 en	 los	 resultados	 anteriores,	 ninguna	 de	 las	 comparaciones	 alcanzó	 signiBicación	

estadística.	Como	único	a	destacar	es	la	presencia	de	algunos	valores	atı́picos	(outliers)	en	la	población	T	

activadas	CTLA-4⁺,	que	alcanzan	niveles	muy	elevados	en	una	de	las	condiciones,	pero	que	no	representan	

una	tendencia	general	(Figura	60).	

	

Figura	 60	 |	 Distribución	 porcentual	 de	 seis	 subpoblaciones	 T	 tras	 incubación	 con	 tacrolimus	 (5,	 10	 y	 15	 ng/ml)	 ±	
estimulación	PMA-ionomicina.	Cada	caja	representa	mediana	y	rango	intercuartílico;	los	puntos	individuales	muestran	la	dispersión	
muestral.	Las	pruebas	de	Kruskal-Wallis	y	Dunn	con	corrección	FDR	no	evidenciaron	diferencias	signiCicativas	entre	condiciones.	DFE:	
Dósis-Fármaco-Estímulo.	
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4.3.2.3.3	Ácido	micofenólico	
	

En	 las	 representaciones	 UMAP	 correspondientes	 al	 tratamiento	 con	 ácido	 micofenólico,	 tanto	 en	

condiciones	 estimuladas	 como	 en	 reposo,	 se	 observa	 una	 conservación	 sustancial	 de	 la	 topografıá	

fenotı́pica	general	 respecto	a	 los	 controles	 (Figura	61).	 Las	principales	 subpoblaciones	mantienen	una	

distribución	 espacial	 estable,	 sin	 evidencias	 visuales	 de	 expansión,	 desplazamiento	 o	 desaparición	

signi=icativas.	Este	patrón	sugiere	que,	bajo	las	condiciones	experimentales	utilizadas,	el	ácido	micofenólico	

no	 induce	 modi=icaciones	 fenotıṕicas	 notorias	 en	 las	 células	 T	 CD4⁺,	 al	 menos	 no	 lo	 su=icientemente	

marcadas	como	para	alterar	la	estructura	del	espacio	UMAP.		

	

Figura	61	|	Representación	topológica	de	las	subpoblaciones	CD4+(II)	bajo	tratamiento	con	ácido	micofenólico	a	diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	6	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	ácido	micofenólico	a	tres	concentraciones	(5,	10	y	15	ng/mL),	tanto	
en	reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	
a	una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	

	

Tras	aplicar	 los	métodos	estadı́sticos,	 los	 resultados	cuantitativos	 re=lejados	en	el	grá=ico	no	 revelan	

diferencias	 estadı́sticamente	 signi=icativas	 entre	 condiciones.	 A	 nivel	 descriptivo,	 las	 subpoblaciones	
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analizadas	mantienen	 una	 distribución	 relativamente	 homogénea	 entre	 las	 distintas	 concentraciones	 y	

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

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

umbrales	 de	 signi=icancia.	 En	 conjunto,	 los	 datos	 sugieren	 que,	 bajo	 las	 condiciones	 experimentales	

evaluadas,	 el	 ácido	 micofenólico	 no	 ejerce	 un	 impacto	 fenotıṕico	 relevante	 sobre	 las	 principales	

subpoblaciones	T	CD4⁺.	

	

Figura	62	|	Distribución	porcentual	de	seis	subpoblaciones	T	tras	incubación	con	ácido	micofenólico	(5,	10	y	15	ng	ml⁻¹)	±	
estimulación	PMA-ionomicina	durante	72h.	Las	cajas	muestran	mediana	y	rango	intercuartílico;	los	puntos	representan	valores	
individuales.	Los	tests	de	Kruskal-Wallis	y	Dunn	(FDR)	no	revelaron	diferencias	signiCicativas	entre	condiciones.	DFE:	Dósis-Fármaco-
Estímulo.	

	

4.3.2.3.4	Rapamicina	
	

En	 relación	 con	 el	 tratamiento	 con	 rapamicina,	 el	 análisis	 visual	 de	 los	 mapas	 UMAP	 no	 revela	

alteraciones	 sustanciales	 en	 la	 topografı́a	 fenotı́pica	 global	 respecto	 al	 control,	 tanto	 en	 condiciones	
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estimuladas	como	no	estimuladas.	La	distribución	espacial	de	 las	principales	subpoblaciones	T	CD4⁺	se	

conserva	de	manera	generalizada,	sin	observarse	desplazamientos	evidentes	ni	expansión	o	contracción	

destacable	de	 clústeres	 especı́=icos	 (Figura	63).	 Las	poblaciones	Th,	nTreg	y	T	 activadas	mantienen	 su	

localización	y	densidad	relativas	a	lo	largo	de	las	diferentes	concentraciones	del	fármaco,	lo	que	sugiere	una	

estabilidad	fenotı́pica	bajo	las	condiciones	evaluadas. 	

	

Figura	 63	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD4+	 (II)	 bajo	 tratamiento	 con	 rapamicina	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	11	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	rapamicina	a	tres	concentraciones	(20,	100	y	500	ng/mL),	tanto	en	
reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	
una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	

	

En	 el	 análisis	 cuantitativo	 de	 las	 subpoblaciones	 T	 CD4⁺	 bajo	 tratamiento	 con	 rapamicina,	 no	 se	

identi=icaron	 diferencias	 estadı́sticamente	 signi=icativas	 entre	 condiciones,	 como	 se	 con=irmó	mediante	

pruebas	de	Kruskal-Wallis	con	corrección	FDR	y	análisis	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	fármaco,	con	per=iles	superponibles	a	los	observados	en	los	controles.	



 

128	
 

 Resultados	

	

Figura	 64	 |	 Distribución	 porcentual	 de	 seis	 subpoblaciones	 T	 tras	 incubación	 con	 rapamicina	 (20,	 100	 y	 500	 ng/ml)	 ±	
estimulación	PMA-ionomicina.	Cada	caja	representa	mediana	y	rango	intercuartílico;	los	puntos	individuales	muestran	la	dispersión	
muestral.	Las	pruebas	de	Kruskal-Wallis	y	Dunn	con	corrección	FDR	no	evidenciaron	diferencias	signiCicativas	entre	condiciones.	DFE:	
Dósis-Fármaco-Estímulo.	

	

4.3.2.3.5	Ruxolitinib	
	 	

En	 las	proyecciones	UMAP	de	 las	 condiciones	 tratadas	 con	ruxolitinib,	 tanto	 en	presencia	 como	en	

ausencia	 de	 estı́mulo,	 no	 se	 observaron	 alteraciones	 notables	 en	 la	 topografı́a	 fenotı́pica	 global	 en	

comparación	con	los	controles	(Figura	65).	Las	principales	subpoblaciones	inmunológicas,	incluyendo	las	

células	Th,	T	 activadas,	T	 activadas	 exhaustas	 y	nTreg,	 conservaron	 su	 localización	 espacial	 y	densidad	

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

sugiriendo	un	impacto	fenotıṕico	limitado	o	ausente	del	ruxolitinib	en	esta	con=iguración	experimental. 	

	

Figura	65	|	Distribución	fenotípica	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	µM),	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	subpoblación	inmunológica	previamente	deCinida	tras	el	proceso	de	clusterización	y	anotación	
fenotípica	 (ver	 métodos).	 En	 términos	 generales,	 no	 se	 observaron	 alteraciones	 relevantes	 en	 la	 topograCía	 ni	 redistribuciones	
signiCicativas	de	las	principales	poblaciones	celulares	tras	el	tratamiento,	lo	que	sugiere	un	impacto	fenotípico	mínimo	de	ruxolitinib	
sobre	el	compartimento	T	CD4⁺	en	este	modelo.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	

	

	

De	 igual	modo	que	 los	 casos	 anteriores,	 no	 se	 detectaron	diferencias	 estadıśticamente	 signi=icativas	

entre	condiciones,	ni	en	presencia	ni	en	ausencia	de	estıḿulo.	Aunque	se	observaron	ligeras	variaciones	en	

la	mediana	 de	 algunas	 poblaciones,	 como	 nTreg,	 células	 activadas	 o	 Th,	 estas	 =luctuaciones	 no	 fueron	

consistentes	 ni	 relevantes	 a	 nivel	 estadıśtico	 (Figura	 66).	 En	 conjunto,	 los	 resultados	 sugieren	 que	

ruxolitinib	 no	 ejerce	 un	 impacto	 fenotıṕico	 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	 exposición	 a	 distintas	 condiciones	 de	
tratamiento	con	ruxolitinib,	en	presencia	(S)	o	ausencia	(N)	de	estímulo	con	PMA	e	ionomicina.	Se	representan	las	medianas	y	
rangos	intercuartílicos	del	porcentaje	relativo	de	cada	subpoblación	respecto	al	total	de	eventos,	para	cada	condición	experimental	(n	
=	5	por	grupo).	No	se	observaron	diferencias	estadísticamente	signiCicativas	mediante	prueba	de	Kruskal-Wallis	con	corrección	por	
FDR,	ni	en	el	análisis	post	hoc	de	Dunn	para	comparaciones	múltiples.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	

	

	

En	resumen,	el	análisis	inmunofenotıṕico	de	las	células	T	CD4⁺	reveló	que	ninguno	de	los	cinco	fármacos	

evaluados	 (leniolisib,	 tacrolimus,	 micofenolato,	 rapamicina	 y	 ruxolitinib),	 ni	 sus	 respectivas	 dosis	 y	

condiciones	 de	 estimulación,	 produjo	 alteraciones	 estadıśticamente	 signi=icativas	 en	 la	 distribución	

proporcional	de	las	principales	subpoblaciones	celulares	de=inidas	en	el	espacio	UMAP.	A	pesar	de	ciertas	

variaciones	visuales	entre	condiciones,	como	la	tendencia	a	una	mayor	proporción	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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signi=icancia	tras	los	análisis	no	paramétricos	(Kruskal-Wallis	seguido	de	Dunn	con	corrección	FDR).	Estos	

hallazgos	 sugieren	 que,	 en	 las	 condiciones	 experimentales	 evaluadas,	 los	 fármacos	 no	 generan	 una	

remodelación	 fenotı́pica	 robusta	 y	 reproducible	 sobre	 las	 subpoblaciones	 T	 CD4⁺,	 lo	 que	 resalta	 la	

estabilidad	relativa	del	 compartimento	celular	analizado	o	 la	necesidad	de	modelos	más	 sensibles	para	

detectar	efectos	sutiles.	

4.3.3	Impacto	sobre	células	CD8	

4.3.3.1	Topogra]ía	inmunofarmacológica	
	

En	 el	 análisis	 topográ=ico	 de	 las	 poblaciones	 CD8⁺	 representadas	mediante	 proyecciones	UMAP	por	

condición	farmacológica,	se	observó	que	la	mayorıá	de	los	tratamientos	preservaron	de	forma	general	la	

arquitectura	 fenotı́pica	del	 control,	manteniendo	 las	 regiones	estructurales	principales	y	con	una	 ligera	

redistribución	de	la	densidad	hacia	áreas	centrales	del	mapa	(Figura	67).	Esta	reorganización	sugiere	una	

modulación	 sutil	 sin	 pérdida	 evidente	de	 subpoblaciones	 celulares.	 Sin	 embargo,	 el	 caso	del	 leniolisib	

destacó	por	mostrar	una	reducción	marcada	en	la	densidad	celular	global	y	la	pérdida	parcial	de	estructuras	

periféricas,	particularmente	una	rama	prominente	en	el	cuadrante	superior	derecho,	lo	que	podrıá	indicar	

una	contracción	de	subtipos	especı=́icos	o	una	reprogramación	fenotıṕica	más	profunda	inducida	por	este	

fármaco.	

	

Figura	67	|	Proyección	UMAP	de	células	T	CD8⁺	tras	tratamiento	con	diferentes	fármacos	inmunomoduladores.	Se	representa	
la	densidad	de	eventos	celulares	en	el	espacio	UMAP	para	la	condición	control	(sin	tratamiento)	y	para	las	condiciones	tratadas	con	
leniolisib,	tacrólimus,	micofenolato	mofetilo,	rapamicina	y	ruxolitinib.	Cada	mapa	muestra	la	distribución	fenotípica	de	las	células,	
coloreada	según	densidad	(azul:	baja,	rojo:	alta).		

fármaco: Micofenólico (29) 
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4.3.3.2	Clusterización	y	de]inición	fenotípica	
	

Para	caracterizar	fenotı́picamente	el	compartimento	CD8⁺	en	esta	tercera	tanda	experimental,	se	aplicó	

una	 clusterización	 no	 supervisada	 de	 los	 eventos	 celulares	 utilizando	 el	 método	 elbow,	 que	 indicó	 un	

número	óptimo	de	agrupamientos	de	k	=	18.	Los	clústeres	resultantes	fueron	proyectados	en	el	espacio	

UMAP	 (Figura	68a),	 revelando	una	organización	 estructurada	y	heterogénea	del	 compartimento	CD8⁺.	

Posteriormente,	se	calcularon	las	medianas	de	la	intensidad	=luorescente	(MFI)	para	cada	marcador	en	cada	

uno	de	los	18	clústeres,	generando	un	heatmap	comparativo	(Figura	68b).	A	partir	de	estos	per=iles	de	

expresión,	y	utilizando	los	criterios	semicuantitativos	previamente	de=inidos	para	clasi=icar	la	MFI	como	

bajo	 (<1),	 intermedio	 (1–2),	 y	 alto	 (>2),	 se	 procedió	 a	 la	 asignación	 fenotı́pica	 de	 cada	 clúster.	

Esta	 caracterización	 permitió	 reagrupar	 los	 clústeres	 en	 12	 poblaciones	 funcionales	 distintas	 con	

relevancia	inmunobiológica	(Figura	68c).	Esta	reclasi=icación	redujo	la	complejidad	del	análisis,	facilitando	

la	interpretación	funcional	del	mapa	inmunológico	y	destacando	la	diversidad	de	estados	de	activación	y	

diferenciación	dentro	del	compartimento	CD8⁺.	

	

Figura	68	|	Análisis	fenotípico	del	compartimento	CD8⁺	mediante	clusterización	no	supervisada.	a)	Representación	UMAP	de	
los	eventos	celulares	CD8⁺	agrupados	por	el	método	elbow,	que	determinó	un	número	óptimo	de	18	clústeres	(Elbow01–Elbow18),	cada	
uno	representado	con	un	color	distinto.	b)	Reagrupamiento	de	los	clústeres	en	10	poblaciones	funcionales	biológicamente	relevantes,	
según	el	perCil	de	expresión	de	marcadores	de	activación,	 regulación	e	 inhibición:	CD8	efectoras	activadas,	CD8	efectoras,	CD8	en	
transición	reguladora,	CD8	parcialmente	activadas,	CD8	vírgenes,	CD8	no	activadas,	CD8	NK-like	activadas,	CD8	reguladoras,	CD8	
activadas	y	CD8	exhaustas.	c)	Heatmap	de	la	mediana	de	la	intensidad	Cluorescente	(MFI)	para	cada	marcador	en	los	18	clústeres,	
utilizado	como	base	para	la	asignación	fenotípica.	La	intensidad	del	color	reCleja	el	nivel	relativo	de	expresión	(bajo	a	alto)	para	cada	
marcador,	según	criterios	semicuantitativos.	

	PD-1																	CD122																			FoxP3																	CD56																			CD28	

a)																																																																					c)	

b)																																																											
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 4.3.3.3	Cuanti]icación	del	impacto	inmunofenotípico	por	fármaco	
4.3.3.3.1	Leniolisib	
	

A	nivel	visual	general,	la	comparación	entre	NA-N-Control	y	NA-S-Control	revela	una	clara	disminución	en	la	densidad	global	

de	eventos	en	el	espacio	UMAP	tras	la	estimulación,	evidenciada	por	la	pérdida	notable	de	puntos	coloreados.	Esta	reducción	indica	

una	disminución	en	la	abundancia	de	células	CD8⁺,	posiblemente	asociada	a	activación	seguida	de	apoptosis	o	a	una	disfunción	

inducida	 por	 el	 estı́mulo.	 Al	 observar	 las	 condiciones	 no	 estimuladas	 tratadas	 con	 Leniolisib	 (NA-N),	 se	 mantiene	 una	

distribución	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	 estı́mulo,	 leniolisib	 no	 altera	 drásticamente	 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	recuperación	parcial	de	la	densidad	de	

eventos	en	comparación	con	el	control	estimulado.	A	medida	que	aumenta	la	concentración	del	inhibidor,	se	observa	una	mayor	

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

estı́mulo. 	

	

Figura	 69	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD8+	 bajo	 tratamiento	 con	 leniolisib	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	12	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	leniolisib	a	tres	concentraciones	(1.9,	3.79	y	18.95	µM),	tanto	en	
reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	
una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	



 

134	
 

 Resultados	

Si	bien	se	aprecian	variaciones	aparentes	en	la	proporción	de	varias	subpoblaciones	tras	la	cuantiKicación	de	las	diferencias	

observadas	en	el	UMAP	(en	particular,	una	tendencia	a	la	disminución	de	CD8	efectoras	y	un	aumento	relativo	de	CD8	no	activadas	

o	vı́rgenes	en	condiciones	tratadas),	los	análisis	estadı́sticos	mediante	pruebas	de	Kruskal-Wallis	con	corrección	por	FDR,	seguidos	

de	pruebas	post	hoc	de	Dunn	también	con	FDR,	no	revelaron	diferencias	estadı́sticamente	signiKicativas	entre	grupos	(Figura	70).	

Estos	 resultados	 sugieren	 que,	 a	 pesar	 de	 la	 redistribución	 visual	 evidente	 observada	 en	 el	 espacio	 UMAP,	 las	 diferencias	

cuantitativas	 en	 las	 proporciones	 de	 subpoblaciones	 CD8⁺	 no	 alcanzan	 signiKicación	 estadı́stica,	 lo	 que	 puede	 atribuirse	 a	 la	

variabilidad	intra-grupo	o	al	tamaño	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.	

	

Figura	 70	 |	 Distribución	 porcentual	 de	 doce	 subpoblaciones	 T	 tras	 incubación	 con	 leniolisib	 (1.9,	 3.79	 y	 18.95	 µM)	 ±	
estimulación	PMA-ionomicina.	Cada	caja	representa	mediana	y	rango	intercuartílico;	los	puntos	individuales	muestran	la	dispersión	
muestral.	Las	pruebas	de	Kruskal-Wallis	y	Dunn	con	corrección	FDR	no	evidenciaron	diferencias	signiCicativas	entre	condiciones.	DFE:	
Dósis-Fármaco-Estímulo.	
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4.3.3.3.2	Tacrólimus	
	

El	análisis	topográKico	de	las	células	CD8⁺	tras	tratamiento	con	tacrolimus	reveló	patrones	distintos	en	función	de	la	condición	

de	estimulación.	La	comparación	entre	el	control	sin	estı́mulo	(NA-N-Control)	y	el	control	con	estı́mulo	(NA-S-Control)	mostró,	

como	en	análisis	previos,	una	drástica	disminución	en	la	densidad	celular	en	respuesta	al	estı́mulo,	reKlejada	en	una	menor	

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

y	15-N)	mostraron	un	per6il	topográ6ico	prácticamente	idéntico	al	control	no	estimulado,	con	una	densidad	celular	alta	y	una	

distribución	 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	

observó	una	 ligera	pérdida	de	densidad	celular	generalizada,	 aunque	signi6icativamente	menor	que	 la	observada	en	el	

control	 estimulado.	 Este	 patrón	 sugiere	 que	 tacrolimus	 atenúa	 parcialmente	 la	 pérdida	 celular	 inducida	 por	 el	 estı́mulo,	

preservando	en	mayor	medida	la	densidad	y	la	diversidad	topográKica	del	compartimento	CD8⁺.	

	

	

Figura	 71	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD8+	 bajo	 tratamiento	 con	 tacrólimus	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	12	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	tacrólimus	a	tres	concentraciones	(5,	10	y	15	ng/mL),	tanto	en	
reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	
una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	
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Al	igual	que	en	el	análisis	anterior,	se	aplicaron	pruebas	de	Kruskal-Wallis	con	corrección	por	FDR	y	pruebas	post	hoc	de	Dunn	

también	ajustadas	por	FDR,	sin	encontrarse	diferencias	estadı́sticamente	signiKicativas	entre	las	condiciones.	A	nivel	descriptivo,	

se	observan	tendencias	interesantes,	como	una	mayor	proporción	de	células	CD8⁺	no	activadas	y	vı́rgenes,	ası́	como	una	menor	

representación	de	poblaciones	activadas	y	efectoras	en	comparación	con	el	control	estimulado	(Figura	72).	Estas	diferencias,	sin	

embargo,	no	alcanzaron	signiKicación	estadı́stica,	lo	que	sugiere	que,	si	bien	tacrolimus	parece	preservar	visualmente	la	densidad	

celular,	estas	variaciones	no	se	reKlejan	de	forma	robusta	en	los	porcentajes	relativos	cuantiKicados.	Ası́,	los	resultados	cuantitativos	

complementan	el	análisis	topográKico	previo,	indicando	un	posible	efecto	modulador	sutil	del	fármaco	que	merece	análisis	más	

profundo	en	términos	funcionales	o	longitudinales.	

	

Figura	 72	 |	 Distribución	 porcentual	 de	 doce	 subpoblaciones	 T	 tras	 incubación	 con	 tacrólimus	 (5,	 10	 y	 15	 ng/mL)	 ±	
estimulación	PMA-ionomicina.	Cada	caja	representa	mediana	y	rango	intercuartílico;	los	puntos	individuales	muestran	la	dispersión	
muestral.	Las	pruebas	de	Kruskal-Wallis	y	Dunn	con	corrección	FDR	no	evidenciaron	diferencias	signiCicativas	entre	condiciones.	DFE:	
Dósis-Fármaco-Estímulo.	
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4.3.3.3.3	Ácido	micofenólico	
	

En	el	análisis	topográKico	del	compartimento	CD8⁺	bajo	tratamiento	con	ácido	micofenólico,	se	observó	un	patrón	muy	similar	

al	registrado	en	los	casos	anteriores.	Al	comparar	el	control	sin	estı́mulo	(NA-N-Control)	con	el	control	estimulado	(NA-S-Control),	

se	evidenció	una	notable	pérdida	de	densidad	celular	en	respuesta	al	estı́mulo,	 reKlejada	en	una	menor	cantidad	de	eventos	

distribuidos	 en	 el	 espacio	 UMAP.	 En	 las	 condiciones	 tratadas	 con	 ácido	 micofenólico	 sin	 estı́mulo	 (DFE:5,	 10	 y	 15-N),	 la	

distribución	celular	se	mantuvo	muy	similar	al	control	no	estimulado,	con	una	densidad	homogénea	y	preservación	de	 la	

topografı́a	global,	lo	que	indica	que	el	tratamiento	no	modiKica	sustancialmente	el	estado	basal	del	compartimento	CD8⁺.	En	las	

condiciones	con	estı́mulo	(DFE:5,	10	y	15-S),	el	patrón	espacial	fue	muy	comparable	al	observado	en	el	control	estimulado,	con	

una	pérdida	generalizada	de	densidad,	sin	una	recuperación	aparente	atribuible	al	fármaco.	Estos	resultados	sugieren	que,	a	nivel	

visual,	 el	 ácido	micofenólico	no	revierte	el	 impacto	del	estímulo	 sobre	 la	 topografı́a	del	 compartimento	CD8⁺	y	 su	perKil	 se	

asemeja	en	gran	medida	al	de	los	controles	respectivos,	tanto	en	ausencia	como	en	presencia	de	estı́mulo	(Figura	73). 	

	

Figura	73	 |	Representación	 topológica	de	 las	subpoblaciones	CD8+	bajo	 tratamiento	con	ácido	micofenólico	a	diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	12	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	ácido	micofenólico	a	tres	concentraciones	(5,	10	y	15	ng/mL),	tanto	
en	reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	
a	una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	

	

Las	frecuencias	relativas	de	las	subpoblaciones	CD8⁺	bajo	tratamiento	con	ácido	micofenólico	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,	vı́rgenes	y	de	transición	

reguladora),	 la	distribución	general	de	los	porcentajes	no	mostró	patrones	consistentes	ni	desplazamientos	marcados	entre	las	

condiciones	tratadas	y	los	controles	(Figura	74).	Los	análisis	estadı́sticos	mediante	pruebas	no	paramétricas	y	correcciones	por	

FDR	no	 revelaron	diferencias	 signiKicativas.	 En	 este	 contexto,	 los	 resultados	 cuantitativos	 respaldan	 la	 observación	 cualitativa	

previa	en	los	mapas	UMAP,	donde	el	ácido	micofenólico	no	inducı́a	una	redistribución	celular	apreciable	respecto	a	sus	controles	

correspondientes.	En	conjunto,	estos	datos	sugieren	que,	en	las	condiciones	evaluadas,	el	ácido	micofenólico	mantiene	un	impacto	

limitado	sobre	la	composición	relativa	de	las	subpoblaciones	CD8⁺.	

	

Figura	74	|	Cuanti@icación	de	subpoblaciones	CD8⁺	tras	tratamiento	con	ácido	micofenólico.	Diagramas	de	caja	que	representan	
el	porcentaje	de	cada	subpoblación	CD8⁺	sobre	el	total	de	eventos,	bajo	distintas	condiciones	experimentales	con	ácido	micofenólico	
(5,	10	y	15	DFE),	en	presencia	o	ausencia	de	estímulo,	comparadas	con	los	controles	respectivos.	Las	cajas	muestran	la	mediana,	el	
rango	 intercuartílico	y	 los	valores	atípicos	 individuales.	Si	bien	se	aprecian	variaciones	en	 la	distribución	de	algunas	poblaciones,	
particularmente	en	CD8	no	activadas,	vírgenes	y	parcialmente	activadas,	los	análisis	estadísticos	mediante	pruebas	de	Kruskal-Wallis	
con	corrección	FDR	y	post	hoc	de	Dunn	no	 identiCicaron	diferencias	signiCicativas	entre	grupos.	Estos	resultados	cuantitativos	son	
consistentes	con	el	análisis	visual	previo	de	los	UMAPs,	indicando	un	impacto	limitado	del	tratamiento	sobre	la	composición	relativa	
del	compartimento	CD8⁺.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	
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4.3.3.3.4	Rapamicina	
	

El	perKil	 espacial	 de	 las	 células	CD8⁺	 tras	 tratamiento	 con	rapamicina	 no	 evidenció	 alteraciones	marcadas	 respecto	 a	 sus	

respectivos	controles.	En	condiciones	sin	estı́mulo,	la	distribución	de	eventos	en	los	mapas	UMAP	permaneció	estable	a	través	de	

las	 tres	 concentraciones	 evaluadas,	 mostrando	 una	 organización	 celular	 casi	 indistinguible	 de	 la	 observada	 en	 el	 control	 no	

estimulado.	En	presencia	de	estı́mulo,	los	mapas	correspondientes	al	tratamiento	con	rapamicina	sı́	reKlejaron	una	reducción	en	la	

densidad	celular,	aunque	esta	disminución	fue	visiblemente	menos	pronunciada	que	en	el	control	estimulado.	Esta	observación	

sugiere	 que	 el	 tratamiento	 contribuye	 a	 preservar	 parcialmente	 la	 integridad	 del	 compartimento	 CD8⁺	 frente	 al	 estı́mulo,	 sin	

inducir	 desplazamientos	 espaciales	 relevantes	 ni	 reorganizaciones	 fenotı́picas	 amplias	 (Figura	 75).	 En	 conjunto,	 los	 datos	

topográKicos	 apuntan	 a	 un	 efecto	 atenuador	 de	 la	 rapamicina,	 sin	 generar	 un	 cambio	 drástico	 en	 la	 estructura	 global	 del	

compartimento. 	

	

Figura	 75	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD8+	 bajo	 tratamiento	 con	 rapamicina	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	12	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	rapamicina	a	tres	concentraciones	(20,	100	y	500	ng/mL),	tanto	en	
reposo	(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	
una	subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	

	

De	igual	manera	que	la	trayectoria	seguida	hasta	el	momento,	aunque	se	observaron	ciertas	Kluctuaciones	en	la	frecuencia	de	

poblaciones	como	CD8	efectoras,	vı́rgenes	y	no	activadas,	estas	variaciones	no	siguieron	un	patrón	consistente	entre	dosis	ni	entre	

condiciones	con	y	sin	estı́mulo.	La	dispersión	de	los	datos	fue	considerable	en	varias	poblaciones,	reKlejando	una	alta	variabilidad	
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interindividual.	Las	pruebas	estadı́sticas	aplicadas	no	identiKicaron	diferencias	signiKicativas	entre	grupos	(Figura	76).	Por	tanto,	

los	resultados	cuantitativos	no	evidencian	un	efecto	marcado	de	rapamicina	sobre	la	composición	relativa	del	compartimento	CD8⁺,	

lo	que	es	coherente	con	los	análisis	topográKicos	previos,	donde	tampoco	se	observaron	reorganizaciones	fenotı́picas	destacables.	

	

	

Figura	 76	 |	 Cuanti@icación	 de	 subpoblaciones	 CD8⁺	 tras	 tratamiento	 con	 rapamicina.	Diagramas	 de	 caja	 representando	 el	
porcentaje	de	cada	subpoblación	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	estímulo,	comparadas	con	sus	respectivos	controles.	Las	cajas	indican	la	mediana,	
los	rangos	intercuartílicos	y	los	valores	atípicos	individuales.	Aunque	se	observaron	variaciones	en	algunas	poblaciones,	como	CD8	
efectoras,	vírgenes	y	no	activadas,	los	análisis	estadísticos	(Kruskal-Wallis	con	corrección	FDR	y	test	post	hoc	de	Dunn)	no	mostraron	
diferencias	signiCicativas.	Estos	resultados	cuantitativos	son	congruentes	con	la	estabilidad	observada	en	el	análisis	topográCico	previo,	
sugiriendo	 que	 rapamicina	 no	 produce	 cambios	 sustanciales	 en	 la	 composición	 proporcional	 del	 compartimento	 CD8⁺	 bajo	 las	
condiciones	evaluadas.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	
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4.3.3.3.5	Ruxolitinib	
	

El	 análisis	 UMAP	 del	 compartimento	 CD8⁺	 en	 las	 condiciones	 tratadas	 con	 ruxolitinib	 mostró	 un	 perKil	 topográKico	

notablemente	 estable,	 con	 escasas	 diferencias	 visuales	 respecto	 a	 sus	 controles	 correspondientes.	 En	 las	 condiciones	 sin	

estı́mulo,	 las	distribuciones	 celulares	bajo	 ruxolitinib	 (0.1,	0.3	y	1	DFE)	 fueron	prácticamente	 indistinguibles	del	 control	no	

estimulado,	manteniendo	una	densidad	y	organización	espacial	coherentes	(Figura	77).	De	igual	forma,	en	presencia	de	estı́mulo,	

los	mapas	asociados	al	 tratamiento	 tampoco	mostraron	una	recuperación	evidente	de	 la	pérdida	de	densidad	observada	en	el	

control	 estimulado,	 ni	 una	 redistribución	 fenotı́pica	 destacable.	 En	 conjunto,	 los	 datos	 topográKicos	 sugieren	 que,	 en	 las	

concentraciones	evaluadas,	ruxolitinib	no	ejerce	un	efecto	detectable	sobre	 la	estructura	ni	 la	composición	espacial	del	

compartimento	CD8⁺,	al	menos	bajo	condiciones	in	vitro	en	este	modelo	experimental. 	

	

Figura	 77	 |	 Representación	 topológica	 de	 las	 subpoblaciones	 CD8+	 bajo	 tratamiento	 con	 ruxolitinib	 a	 diferentes	
concentraciones.	Mapas	UMAP	que	muestran	la	distribución	de	12	clústeres	inmunofenotípicos	deCinidos	previamente,	en	condiciones	
de	control	(sin	fármaco,	con	y	sin	estímulo)	y	tras	tratamiento	con	ruxolitinib	a	tres	concentraciones	(0.1,	0.3	y	1	µM),	tanto	en	reposo	
(N)	como	bajo	estimulación	con	PMA/ionomicina	(S).	Cada	punto	representa	un	evento	individual	y	cada	color	corresponde	a	una	
subpoblación	especíCica	identiCicada	por	su	perCil	de	expresión.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	Escanear	QR.	

	

La	cuantiKicación	de	las	subpoblaciones	CD8⁺	bajo	tratamiento	con	ruxolitinib	mostró	una	distribución	porcentual	amplia	y	

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

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

controles,	y	no	se	identiKicaron	desplazamientos	proporcionales	consistentes	atribuibles	al	tratamiento.	En	general,	las	medianas	
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de	las	frecuencias	relativas	para	cada	subpoblación	se	mantuvieron	dentro	de	rangos	similares	entre	condiciones,	y	la	ausencia	de	

tendencias	direccionales	refuerza	la	impresión	de	estabilidad	observada	previamente	en	el	análisis	topográKico	(Figura	78).	Estos	

resultados	cuantitativos	respaldan	la	interpretación	de	que,	en	las	condiciones	evaluadas,	ruxolitinib	no	induce	una	modiKicación	

sustancial	en	la	composición	relativa	del	compartimento	CD8⁺.	

	

	

Figura	 78	 |	 Cuanti@icación	 de	 subpoblaciones	 CD8⁺	 tras	 tratamiento	 con	 ruxolitinib.	Diagramas	 de	 caja	 representando	 el	
porcentaje	de	cada	subpoblación	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	estímulo,	comparadas	con	sus	respectivos	controles.	Las	cajas	indican	la	mediana,	los	
rangos	 intercuartílicos	 y	 los	 valores	 atípicos	 individuales.	 Aunque	 se	 observaron	 variaciones	 en	 algunas	 poblaciones,	 como	 CD8	
efectoras,	vírgenes	y	no	activadas,	los	análisis	estadísticos	(Kruskal-Wallis	con	corrección	FDR	y	test	post	hoc	de	Dunn)	no	mostraron	
diferencias	signiCicativas.	Estos	resultados	cuantitativos	son	congruentes	con	la	estabilidad	observada	en	el	análisis	topográCico	previo,	
sugiriendo	 que	 rapamicina	 no	 produce	 cambios	 sustanciales	 en	 la	 composición	 proporcional	 del	 compartimento	 CD8⁺	 bajo	 las	
condiciones	evaluadas.	DFE:	Dósis-Fármaco-Estímulo.	

	

	



 

143	
 

 Resultados	

4.3.4	Impacto	sobre	células	Tr1	
	

Debido	a	la	disponibilidad	limitada	de	marcadores	especı=́icos	para	identi=icar	células	T	reguladoras	tipo	

1	(Tr1),	se	optó	por	una	estrategia	alternativa	basada	en	reducción	dimensional.	En	lugar	del	enfoque	UMAP	

aplicado	previamente,	se	utilizó	un	análisis	de	componentes	principales	(PCA),	dada	su	idoneidad	para	

estructuras	con	menor	complejidad	fenotıṕica	y	con	el	objetivo	de	preservar	la	variabilidad	explicada	de	

forma	lineal.	El	resultado	de	esta	transformación	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	implementó	un	gating	manual	dirigido,	utilizando	

como	criterio	el	patrón	de	expresión	de	los	marcadores	clave	disponibles:	FoxP3,	CD49b	y	LAG-3.	En	el	

panel	central,	 se	 identi=icó	una	subpoblación	FoxP3⁻CD49b⁺	(Figura	79b).	A	continuación,	en	el	panel	

derecho,	se	re=inó	aún	más	esta	población	en	función	de	la	coexpresión	de	LAG-3	y	la	exclusión	de	FoxP3,	

obteniéndose	el	fenotipo	Tr1	clásico	(CD3+CD4+FoxP3⁻CD49b⁺LAG-3⁺)	(Figura	79c).	

En	conjunto,	esta	estrategia	combinada	de	reducción	dimensional	y	gating	manual	permitió	abordar	la	

identi=icación	de	células	Tr1	a	pesar	de	la	limitación	de	marcadores	disponibles	para	su	análisis	funcional	

posterior.	

	

Figura	79	 |	 Estrategia	de	 identi@icación	de	 células	T	 reguladoras	 tipo	1	 (Tr1)	mediante	 reducción	dimensional	 y	gating	
manual.	a)	Representación	de	los	eventos	celulares	en	el	espacio	PCA	tras	la	reducción	dimensional	aplicada	sobre	datos	previamente	
procesados	 por	 UMAP,	 con	 160	 archivos	 superpuestos.	 b)	 Aplicación	 de	 un	 gating	 manual	 sobre	 la	 población	 FoxP3⁻CD49b⁺,	
seleccionada	como	población	candidata	Tr1	 inicial	 (1.39 %	del	 total).	c)	ReCinamiento	posterior	de	 la	 subpoblación	Tr1	mediante	
coexpresión	de	LAG-3	y	exclusión	de	FoxP3,	resultando	en	un	50.71 %	de	eventos	positivos	dentro	del	gate.	Esta	estrategia	permitió	la	
identiCicación	 de	 células	 con	 fenotipo	 compatible	 con	 Tr1	 (FoxP3⁻CD49b⁺LAG-3⁺),	 compensando	 la	 falta	 de	 marcadores	 clásicos	
CD3⁺CD4⁺	en	esta	adquisición.	

	

	

a)																																																									b)																																																										c)	
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 4.3.4.1	Cuanti]icación	del	impacto	inmunofenotípico	por	fármaco	
	

Tras	la	identi=icación	fenotı́pica	de	la	población	Tr1,	se	cuanti=icó	su	frecuencia	relativa	(%	del	total)	en	

cada	condición	experimental.	Los	diagramas	de	caja	revelan	una	alta	dispersión	en	los	valores	individuales	

dentro	 de	 varios	 grupos,	 particularmente	 en	 las	 condiciones	 tratadas	 con	 tacrolimus,	 ruxolitinib	 y	

micofenolato,	donde	se	observaron	valores	máximos	aislados	considerablemente	elevados.	No	obstante,	en	

términos	globales,	 la	mayorı́a	de	 las	 condiciones	mostraron	 frecuencias	bajas	y	 sin	una	 tendencia	 clara	

asociada	al	tipo	de	fármaco	o	dosis	utilizada.	Cabe	destacar	que,	en	el	control	estimulado	(NA-S-Control),	la	

proporción	de	Tr1	fue	consistentemente	baja,	mientras	que	el	control	no	estimulado	presentó	una	mayor	

variabilidad.	A	pesar	de	estas	=luctuaciones,	el	análisis	estadı́stico	no	arrojó	diferencias	signi=icativas	entre	

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

induce	de	forma	consistente	una	expansión	de	la	población	Tr1	(Figura	80).	

	

Figura	 80	 |	 Cuanti@icación	 de	 células	 T	 reguladoras	 tipo	 1	 (Tr1)	 en	 condiciones	 control	 y	 tras	 tratamiento	 con	
inmunomoduladores.	 Diagramas	 de	 caja	 que	 representan	 la	 frecuencia	 relativa	 (%)	 de	 células	 Tr1	 identiCicadas	 como	
FoxP3⁻CD49b⁺LAG-3⁺	 en	 cada	 condición	 experimental.	 Aunque	 se	 observaron	 valores	 máximos	 elevados	 en	 algunas	 muestras	
individuales	tratadas,	especialmente	con	tacrolimus,	ruxolitinib	y	micofenolato,	la	mayoría	de	las	condiciones	mostraron	frecuencias	
bajas	y	sin	diferencias	signiCicativas.		
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En	este	capıt́ulo	se	abordó	la	caracterización	inmunofenotıṕica	de	los	principales	subtipos	de	células	T	

reguladoras	 (incluyendo	 CD4⁺,	 CD8⁺	 y	 Tr1)	 bajo	 condiciones	 de	 estı́mulo	 y	 tratamiento	 con	 diferentes	

agentes	inmunomoduladores.	A	través	de	técnicas	de	reducción	dimensional	(UMAP	y	PCA),	clusterización	

no	supervisada	y	análisis	cuantitativo	de	frecuencias	celulares,	se	evaluó	de	forma	integrada	el	impacto	de	

leniolisib,	 tacrolimus,	 ácido	 micofenólico,	 rapamicina	 y	 ruxolitinib	 sobre	 el	 per=il	 funcional	 y	

estructural	del	compartimento	T.	

En	el	compartimento	CD4⁺,	la	estrategia	de	agrupamiento	permitió	identi=icar	subconjuntos	relevantes	

como	 células	 activadas,	 reguladoras	 naturales	 (nTreg),	 y	 células	 T	 parcialmente	 exhaustas.	 Estas	

poblaciones	 fueron	posteriormente	 consolidadas	 en	 categorıás	 funcionales	mayores,	 observándose	 una	

respuesta	 heterogénea	 a	 los	 distintos	 tratamientos.	 Si	 bien	 algunas	 condiciones	 mostraron	 patrones	

topográ=icos	diferenciados,	las	cuanti=icaciones	no	re=lejaron	diferencias	estadı́sticamente	signi=icativas	en	

la	proporción	relativa	de	los	subconjuntos.	

En	cuanto	a	las	células	CD8⁺,	el	análisis	UMAP	evidenció	una	reorganización	espacial	dependiente	del	

estıḿulo,	con	pérdida	de	densidad	celular	en	las	condiciones	estimuladas.	Leniolisib	y	rapamicina	lograron	

preservar	parcialmente	dicha	densidad,	mientras	que	ácido	micofenólico	y	ruxolitinib	mostraron	per=iles	

más	neutros.	Al	igual	que	en	CD4⁺,	los	resultados	cuantitativos	no	demostraron	cambios	estadı́sticamente	

signi=icativos	entre	grupos,	aunque	se	identi=icaron	algunas	tendencias	biológicamente	relevantes,	como	la	

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

Finalmente,	 para	 el	 análisis	 de	 las	 células	Tr1	 se	 implementó	 una	 estrategia	 alternativa	 basada	 en	

reducción	PCA	y	gating	manual.	Aunque	se	observaron	muestras	individuales	con	proporciones	elevadas	

en	algunas	condiciones	(particularmente	con	tacrolimus	y	ruxolitinib),	la	alta	variabilidad	interindividual	

impidió	alcanzar	signi=icación	estadı́stica.	En	conjunto,	no	se	evidenció	una	expansión	consistente	de	esta	

población	bajo	ninguno	de	los	tratamientos	evaluados.	

En	 resumen,	 los	 resultados	 obtenidos	 indican	 que,	 aunque	 algunos	 inmunomoduladores	 inducen	

cambios	 topográ=icos	 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	 estadıśticos	 en	 el	 estudio	 inmunológico,	 y	 ofrecen	 una	 base	 sólida	 para	

futuros	análisis	funcionales	o	longitudinales.	
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4.4	Exploración	del	uso	de	un	kit	comercial	para	el	estudio	molecular	
PIRD	
	

Con	 el	 objetivo	 de	 valorar	 la	 aplicabilidad	de	 un	 kit	multiplexado	de	 cuanti=icación	 fosfoproteica	 en	

muestras	 clıńicas	 de	 PBMCs,	 se	 analizaron	 datos	 normalizados	 frente	 a	 GAPDH	 para	 diez	 proteı́nas	

señalizadoras	 clave,	 incluyendo	 ERK1/2,	 AKT,	 STAT3,	 NFκB,	 JNK	 y	 otras,	 en	 múltiples	 condiciones	

experimentales	de	control	y	tratamiento.	Los	resultados	se	interpretaron	sobre	una	escala	logarıt́mica	de	

expresión	relativa	(log10)	y	se	complementaron	con	la	estimación	del	coe=iciente	de	variación	(CV)	como	

métrica	de	dispersión	intra-condición.	La	evaluación	del	kit	multiplexado	de	detección	de	fosfo-proteıńas	

sobre	PBMCs	humanas	se	abordó	mediante	un	enfoque	dual:	primero,	caracterizando	cuantitativamente	la	

respuesta	inmunológica	en	distintos	contextos	celulares,	y	posteriormente	comparando	dichos	resultados	

con	los	per=iles	de	activación	esperados	según	los	controles	estándar	proporcionados	por	el	fabricante.	Esta	

estrategia	permitió	 no	 solo	 validar	 la	 sensibilidad	 y	 especi=icidad	del	 ensayo,	 sino	 también	 explorar	 su	

aplicabilidad	real	sobre	muestras	valiosas	y	biológicamente	complejas	como	las	obtenidas	de	pacientes	con	

PIRD.	

4.4.1	Concordancia	de	los	controles		
	

En	primer	lugar,	los	controles	celulares	incluidos	por	el	proveedor	(A431	+	EGF,	HeLa	+	TNFα/Cal	A	y	

MCF7	 +	 IGF1)	 mostraron	 patrones	 de	 activación	 altamente	 de=inidos	 y	 diferenciales	 entre	 vı́as	 de	

señalización,	actuando	como	referencia	para	la	interpretación	biológica.	La	estimulación	con	EGF	en	A431	

provocó	una	activación	masiva	de	ERK1/2,	seguida	por	AKT,	STAT3/5	y	p70S6K,	re=lejando	una	activación	

robusta	del	eje	EGFR–MAPK–mTOR.	De	forma	análoga,	la	coestimulación	con	TNFα	y	caliculina	A	en	HeLa	

indujo	preferentemente	las	rutas	asociadas	a	NFκB,	p38	y	CREB.	Finalmente,	la	exposición	de	células	MCF7	

a	IGF1	reprodujo	la	activación	conjunta	de	ERK1/2,	AKT	y	p70S6K,	tal	como	señala	la	=icha	técnica.	

Esta	 correspondencia	 entre	 datos	 propios	 y	 per=iles	 esperados	 constituye	 un	 sólido	 indicador	 de	 la	

especiBicidad	 del	 kit,	 ya	 que	 los	 patrones	 de	 activación	 observados	 fueron	 tanto	 cualitativa	 como	

cuantitativamente	coherentes.		

4.4.2	Aplicación	sobre	PBMCs	humanas:	sensibilidad	y	reproducibilidad		
	

Una	vez	validado	el	sistema	frente	a	estándares	de	fabricación,	se	aplicó	el	protocolo	a	PBMCs	humanas,	

tanto	 frescas	 como	 congeladas,	 para	 evaluar	 su	 sensibilidad	 real	 frente	 a	 muestras	 clıńicas.	 La	

cuanti=icación	normalizada	por	GAPDH	 reveló	 per=iles	 fenotıṕicos	 consistentes,	 con	 señales	detectables	

incluso	en	condiciones	basales	para	proteı́nas	clave	como	ERK1/2,	AKT	y	STAT3	(Figura	81).	El	coe=iciente	
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de	 variación	 (CV)	 intra-condición	 fue	 inferior	 al	 15	 %	 en	 estos	 marcadores,	 lo	 que	 evidencia	 una	

reproducibilidad	 técnica	 adecuada.	 En	 cambio,	 proteı́nas	 con	 baja	 abundancia,	 como	 NFκB	 y	 JNK,	

mostraron	una	mayor	dispersión	(>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	clı́nicas.	

Destaca	 especialmente	 que	 la	 estructura	 de	 señalización	 en	 PBMCs	 congeladas	 se	 preservó	

parcialmente,	 aunque	 con	 una	 disminución	 promedio	 del	 20–40	%	 en	 varios	marcadores	 frente	 a	 las	

células	frescas.	Este	dato	es	crıt́ico	para	la	viabilidad	del	kit	en	entornos	clıńicos	reales,	donde	las	muestras	

suelen	almacenarse	en	biobancos.	

4.4.3	Rango	dinámico	y	límites	de	detección	

	

Figura	81	|	Niveles	de	fosfo-proteínas	normalizados	por	GAPDH	en	líneas	celulares	control	y	PBMCs	humanas	bajo	distintas	
condiciones.	 Distribución	 de	 10	 fosfo-proteínas	 intracelulares	 evaluadas	 en	 lisados	 celulares	 mediante	 análisis	 multiplexado,	
normalizadas	 respecto	 a	 GAPDH	 y	 representadas	 en	 escala	 logarítmica	 (log₁₀[media + 0.01]).	 Se	 incluyen	 controles	 positivos	
(A431 + EGF,	HeLa + TNFα/Caliculina	A,	MCF7 + IGF1),	 controles	 negativos	 (HeLa	U)	 y	 fondo	 instrumental	 (AB2).	 Las	 condiciones	
experimentales	de	interés	(PBMCs	frescas	y	congeladas)	muestran	un	perCil	cualitativamente	similar	entre	sí,	aunque	con	reducción	de	
señal	 entre	 un	 10–40 %	 en	muestras	 criopreservadas,	 especialmente	 en	 ERK1/2,	 STAT3	 y	 CREB.	 Los	 puntos	 rojos	 representan	 el	
coeCiciente	de	variación	(CV,	eje	derecho)	para	cada	condición,	destacando	una	baja	variabilidad	intra-grupo	(CV < 15 %)	en	dianas	
con	señal	alta	como	AKT,	ERK	y	STAT3,	y	mayor	dispersión	(CV > 30 %)	en	marcadores	de	baja	intensidad	como	NFκB	y	JNK.	Estos	
resultados	reClejan	una	sensibilidad	adecuada	del	kit	para	detectar	activación	basal	en	PBMCs,	incluso	sin	estimulación,	y	apoyan	su	
aplicabilidad	en	muestras	clínicas	biobancadas.	

	

PBMCs frescas 
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La	capacidad	del	kit	para	detectar	cambios	superiores	a	2	veces	el	valor	basal	quedó	demostrada	en	

múltiples	contextos,	especialmente	en	los	controles	A431	+	EGF	y	MCF7	+	IGF1,	donde	la	señal	de	ERK1/2	

superó	en	más	de	un	orden	de	magnitud	a	los	controles	negativos	(Figura	81).	Además,	la	señal	de	fondo	

permaneció	 consistentemente	 baja	 exceptuando	 proteıńas	 concretas,	 permitiendo	 detectar	 señales	

=isiológicamente	 relevantes	 (~0.3–0.6	unidades	normalizadas)	 por	 encima	del	 umbral	mı́nimo	 (~0.05).	

Esto	con=irma	que	el	sistema	posee	un	rango	dinámico	amplio	y	un	límite	de	detección	suBiciente	para	

estudios	con	PBMCs	no	estimuladas,	sin	necesidad	de	manipulación	exógena	adicional.	

	

	

Los	resultados	experimentales,	en	estrecha	concordancia	con	los	per=iles	esperados	por	el	fabricante,	

validan	 la	utilidad	del	kit	para	el	análisis	multiplexado	de	fosfo-señalización	en	PBMCs	humanas,	

incluyendo	 muestras	 congeladas.	 La	 buena	 reproducibilidad	 en	 targets	 de	 señal	 media-alta,	 la	 baja	

reactividad	 de	 fondo	 y	 la	 capacidad	 de	 detección	 sobre	 múltiples	 vı́as	 intracelulares	 posicionan	 esta	

plataforma	como	una	herramienta	 robusta	para	estudios	mecanıśticos	o	de	biomarcadores	en	cohortes	

clıńicas,	como	la	de	pacientes	con	PIRD.	

	

	

	

	

	

	

	



 

	
 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

5. 
DISCUSIÓN	

“La	investigación	cientí]ica	es	un	camino	lleno	de	errores,	pero	también	de	hallazgos	
inesperados.”	

	
—	Vera	Rubin	
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5.	Discusión	
 

El	 presente	 trabajo	 se	 plantea	 como	 una	 exploración	 multidimensional	 de	 los	 mecanismos	

inmunopatológicos	subyacentes	a	los	sı́ndromes	de	desregulación	inmunitaria	en	pacientes	pediátricos	con	

PIRD.	 A	 través	 de	 una	 aproximación	 clı́nico-genética	 e	 inmunofenotı́pica	 exhaustiva,	 la	 tesis	 busca	 dar	

respuesta	a	varias	preguntas	fundamentales	que	hasta	ahora	han	permanecido	parcialmente	sin	resolver	

en	 el	 ámbito	 de	 la	 inmunologıá	 pediátrica.	 ¿Qué	 alteraciones	 inmunológicas	 son	 caracterıśticas	 y	

recurrentes	en	pacientes	pediátricos	con	EII	y	desregulación	inmune	más	allá	de	su	presentación	clı́nica	

inicial?	¿Cómo	se	de=ine	funcional	y	fenotı́picamente	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	 cómo	 puede	 evaluarse	 su	 impacto	 de	 forma	

objetiva	 y	 cuanti=icable?	 ¿Es	 posible	 cuanti=icar	 bioquı́micamente	 la	 disfunción	 inmunológica	 en	 EII	

mediante	 la	 detección	 de	 vı́as	 de	 señalización	 activadas	 sin	 necesidad	 de	 estimulación	 exógena,	 con	

potencial	valor	diagnóstico?	Por	último,	¿puede	el	uso	de	herramientas	bioinformáticas	avanzadas	(como	

la	reducción	dimensional,	la	clusterización	no	supervisada	o	la	integración	clıńica)	proporcionar	un	marco	

más	 potente	 que	 los	 análisis	 convencionales	 para	 estrati=icar	 pacientes,	 descubrir	 biomarcadores	

funcionales	y	guiar	decisiones	 terapéuticas	personalizadas?	Estas	 interrogantes	 constituyen	el	 eje	de	 la	

discusión,	 que	 integra	 datos	 clı́nicos,	 genéticos,	 inmunológicos	 y	 funcionales	 bajo	 una	 perspectiva	 de	

medicina	de	precisión.	

 

5.1	PIRD	pediátrico:	una	constelación	clínica	dominada	por	
autoinmunidad,	linfoproliferación	y	bases	genéticas	de^inidas	
	

El	presente	estudio	representa	una	de	las	caracterizaciones	clínico-genéticas	más	completas	en	una	

cohorte	pediátrica	PIRD,	revelando	una	elevada	prevalencia	de	fenotipos	autoinmunes	y	linfoproliferativos,	

además	 de	 una	 base	 genética	 signi=icativa	 en	 la	mitad	 de	 los	 pacientes,	 y	 en	 el	 100%	de	 aquellos	 con	

antecedentes	 familiares	 (263–265).	 La	 diversidad	 étnica	 y	 clı́nica	 re=leja	 la	 heterogeneidad	 de	 estas	

entidades	(264,266).	La	distribución	de	mutaciones,	particularmente	en	genes	de	las	vı́as	NF-κB,	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	 regulación	 de	 la	 muerte	 celular	

programada	 (264,267,268).	 Además,	 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	secuenciación	de	exoma	como	primera	lı́nea	diagnóstica	en	pacientes	con	fenotipos	autoinmunes	
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tempranos	y	atı́picos	(196,268).	Esta	aproximación	diagnóstica	permite	una	mayor	precisión	clı́nica,	un	

enfoque	terapéutico	más	dirigido	y	una	mejor	estrati=icación	pronóstica	(264).	

Desde	 el	 punto	 de	 vista	 clıńico,	 la	 alta	 prevalencia	 de	 autoinmunidad	 (80,4%)	 y	 linfoproliferación	

(68,6%)	 con=irma	 su	 rol	 como	 ejes	 fundamentales	 del	 fenotipo	 PIRD	 (146,172,196).	 Las	 citopenias	

autoinmunes,	especialmente	la	trombocitopenia	inmune,	fueron	la	manifestación	más	común,	coincidiendo	

con	series	que	reportan	este	 fenotipo	como	 indicativo	de	patologıás	 como	ALPS,	 IPEX	o	de=iciencias	en	

CTLA-4	(196,269).	La	co-ocurrencia	de	citopenias	y	 linfoproliferación	en	más	de	 la	mitad	de	 la	cohorte	

(fenotipo	 ALPID)	 resalta	 su	 relevancia	 como	 marcador	 clı́nico	 de	 sospecha	 (172,196).	 Aunque	 menos	

frecuentes,	 también	 se	 documentaron	 manifestaciones	 como	 enfermedad	 granulomatosa,	 enteropatı́as	

in=lamatorias	y	dermatitis	grave,	que	en	otros	trabajos	se	han	vinculado	a	defectos	en	vı́as	de	IL-10,	LRBA	

o	 STAT3	 (172,196,268,270).	 Estas	 manifestaciones	 con=irman	 la	 amplitud	 del	 espectro	 in=lamatorio	

asociado	a	PIRD.	Al	momento	de	la	inclusión	(T0),	el	84,3%	de	los	pacientes	ya	mostraban	clı́nica	activa,	lo	

que	pone	de	mani=iesto	la	carga	de	enfermedad	previa	al	diagnóstico	molecular,	subrayando	la	necesidad	

de	criterios	clı́nicos	más	re=inados	que	orienten	hacia	estudios	genéticos	tempranos.	

Finalmente,	 el	 per=il	 terapéutico	 revela	 una	 tendencia	 generalizada	 al	 uso	 empı́rico	 de	

inmunomoduladores	e	inmunosupresores	antes	de	contar	con	un	diagnóstico	molecular.	El	92,2%	de	los	

pacientes	habıán	recibido	tratamiento,	y	un	60,8%	fue	tratado	con	múltiples	lı́neas,	 lo	cual	coincide	con	

otros	 estudios	 que	 documentan	 el	 uso	 amplio	 de	 estas	 terapias	 en	 EII	 con	 fenotipos	 in=lamatorios	

(149,269).	Esta	estrategia	re=leja	 la	necesidad	clı́nica	de	contener	 los	sı́ntomas,	pero	también	expone	al	

paciente	a	toxicidades	acumulativas	y	a	tratamientos	subóptimos	en	ausencia	de	un	enfoque	dirigido.	La	

implementación	 de	 terapias	 personalizadas	 basadas	 en	 la	 alteración	 molecular	 subyacente	 (como	

inhibidores	de	mTOR,	bloqueadores	de	JAK/STAT	o	anticuerpos	monoclonales)	está	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	precisión	en	inmunologı́a	pediátrica,	capaz	de	traducir	el	

conocimiento	genético	en	decisiones	terapéuticas	e=icaces	y	seguras	(146,149,269).	

	

5.2	Heterogeneidad	inmunológica	en	pacientes	pediátricos	PIRD	
	

5.2.1	Análisis	multivariante	y	descubrimiento	de	subgrupos	inmunofenotípicos		
	

La	observación	inicial	de	una	separación	de	individuos	en	el	espacio	UMAP	asociada	a	la	procedencia	

geográ=ica,	más	que	al	estado	inmunopatológico,	es	un	fenómeno	metodológicamente	relevante.	Este	tipo	

de	 efectos	 de	 lote	 son	 ampliamente	 reconocidos	 en	 la	 literatura	 de	 citometrı́a	 de	 alta	 dimensión	 y	
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transcriptómica,	y	su	no	corrección	puede	llevar	a	interpretaciones	erróneas	de	diferencias	inmunológicas	

aparentes	que,	en	realidad,	re=lejan	variabilidad	técnica	más	que	biológica	(271,272).	La	implementación	

del	 algoritmo	 ComBat,	 cuya	 e=icacia	 en	 el	 control	 de	 la	 variabilidad	 técnica	 ha	 sido	 validada	 tanto	 en	

datasets	 transcriptómicos	 como	 en	 citometrı́a	masiva	 (273),	 permitió	 recuperar	 la	 señal	 inmunológica	

subyacente	y	desenmascarar	patrones	latentes	potencialmente	biológicamente	signi=icativos.	

Una	 vez	 corregido	 el	 efecto	 de	 lote,	 la	 distribución	 heterogénea	 de	 los	 pacientes	 frente	 a	 la	 relativa	

homogeneidad	de	los	controles	en	el	espacio	UMAP	adquiere	relevancia	inmunológica.	Esta	dispersión	no	

debe	interpretarse	como	una	falta	de	patrón,	sino	como	una	representación	=iel	de	la	diversidad	funcional	

del	 sistema	 inmunológico	 en	 el	 contexto	 de	 defectos	 primarios	 en	 su	 regulación.	 Los	 controles	

inmunológicamente	 sanos	 tienden	 a	 ocupar	 un	 espacio	 más	 compacto	 en	 este	 tipo	 de	 análisis	

multivariantes,	como	se	ha	documentado	previamente	en	estudios	de	exploración	inmunológica	(274).	Por	

el	 contrario,	 la	 variabilidad	 en	 los	 pacientes	 re=leja	 diferencias	 profundas	 en	 las	 trayectorias	 de	

diferenciación	 linfocitaria,	 en	 los	 estados	 de	 activación	 crónica,	 y	 en	 las	 consecuencias	 fenotı́picas	 de	

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

El	 hallazgo	 de	 tres	 subgrupos	 inmunofenotıṕicos	 claramente	 separados	 entre	 los	 pacientes	 aporta	

evidencia	 de	 la	 existencia	 de	 subfenotipos	 funcionales	 dentro	 del	 sıńdrome	 clıńico	 PIRD.	 Esta	 idea	 es	

coherente	 con	 estudios	 recientes	 que	han	propuesto	 que	 entidades	 como	CVID,	ALPS	 o	 de=iciencias	 en	

CTLA-4	 o	 LRBA	 no	 son	 homogéneas,	 sino	 que	 constituyen	 espectros	 funcionales	 con	 patrones	

inmunológicos	especı́=icos,	dependientes	del	tipo	celular	más	afectado,	del	grado	de	activación	basal,	o	de	

la	respuesta	a	señales	de	coestimulación	e	inhibición	(196,263,275).	En	este	contexto,	los	agrupamientos	

observados	 en	 el	 espacio	 UMAP	 corregido	 no	 son	meros	 artefactos	 estadı́sticos,	 sino	 representaciones	

condensadas	 de	 una	 biologıá	 real,	 donde	 cada	 cluster	 podrıá	 estar	 determinado	 por	 la	 disfunción	

preferencial	de	diferentes	subtipos	inmunológicos.	De	hecho,	la	aparición	de	agrupamientos	inmunológicos	

diferenciados	 sin	 haber	 utilizado	 a	 priori	 información	 genética,	 clı́nica	 ni	 terapéutica,	 sugiere	 que	 el	

inmunofenotipado	multivariable	puede	actuar	como	marcador	 independiente	y	complementario	para	 la	

estrati=icación	de	pacientes.		

La	 exploración	 visual	 de	 los	 per=iles	 inmunológicos	 promedio	 mediante	 mapas	 de	 calor	 reveló	

diferencias	sustanciales	entre	los	tres	subgrupos	de	pacientes	identi=icados	por	K-means	y	el	grupo	control,	

sugiriendo	la	existencia	de	patrones	inmunofenotıṕicos	distintivos.	Estas	diferencias	trascienden	la	mera	

variación	 cuantitativa	 y	 parecen	 re=lejar	 diferencias	 cualitativas	 en	 el	 equilibrio	 funcional	 del	 sistema	

inmunológico,	en	 lı́nea	con	lo	que	se	ha	reportado	previamente	en	cohortes	PIRD,	donde	los	per=iles	de	

activación	y	diferenciación	linfocitaria	presentan	heterogeneidad	funcional	más	allá	del	defecto	genético	

subyacente	(276).	La	clara	segregación	del	grupo	control	con	un	patrón	más	homogéneo	y	valores	bajos	en	

muchas	de	las	variables	estudiadas	es	coherente	con	un	sistema	inmunológico	funcionalmente	equilibrado,	

como	se	ha	descrito	en	atlas	inmunológicos	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	

re=lejar	 tanto	 la	 persistencia	 de	 estı́mulos	 inmunológicos	 como	 una	 remodelación	 patológica	 del	

compartimento	linfocitario.	

En	particular,	el	análisis	focalizado	sobre	poblaciones	inmunorreguladoras	permitió	profundizar	en	la	

disfunción	del	brazo	supresor	del	sistema	inmune.	El	hallazgo	de	una	expansión	de	estas	subpoblaciones	

en	 algunos	 grupos,	 frente	 a	 su	 relativa	 escasez	 en	 otros,	 apunta	 hacia	 mecanismos	 compensatorios	

diferenciales	ante	la	desregulación	inmunitaria.	En	algunos	pacientes,	esta	expansión	puede	re=lejar	una	

activación	funcional	en	respuesta	a	un	ambiente	in=lamatorio	crónico,	mientras	que	en	otros	podrı́a	denotar	

una	insu=iciencia	reguladora	primaria,	como	se	ha	descrito	en	algunas	patologı́as	(278,279).	Este	hallazgo	

resulta	especialmente	relevante	si	consideramos	que	los	defectos	en	la	regulación	inmunológica	no	siempre	

se	 traducen	 en	una	de=iciencia	 cuantitativa	de	Tregs,	 sino	más	 bien	 en	una	 alteración	 cualitativa	de	 su	

funcionalidad,	 como	 han	 demostrado	 estudios	 funcionales	 en	 enfermedades	 autoinmunes	 e	

inmunode=iciencias	 (280–282).	 La	 variabilidad	observada	 entre	 clusters	 sugiere,	 por	 tanto,	 que	 existen	

trayectorias	disfuncionales	distintas	dentro	del	mismo	espectro	clıńico,	lo	que	refuerza	el	concepto	de	que	

el	PIRD	no	es	una	entidad	monolı́tica,	sino	un	conjunto	de	sıńdromes	inmunorregulatorios	heterogéneos.	

La	 integración	 del	 modelo	 Random	 Forest,	 una	 herramienta	 robusta	 de	 aprendizaje	 automático,	

permitió	jerarquizar	las	variables	inmunológicas	en	función	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	 orquestación	de	 la	 respuesta	 inmune	y	 su	

disfunción	en	múltiples	PIRD.	La	presencia	destacada	de	poblaciones	como	NK	CD56+CD16+,	eosinó=ilos	y	

monocitos	clásicos	refuerza	la	noción	de	que	la	disfunción	en	PIRD	abarca	tanto	la	inmunidad	adaptativa	

como	la	innata.	La	validación	estadıśtica	posterior	mediante	test	de	Kruskal-Wallis	y	Dunn,	corregidos	por	

FDR,	con=irmó	diferencias	signi=icativas	entre	los	subgrupos	en	marcadores	clave.	Por	ejemplo,	la	expansión	

de	CD4+	CM	y	EM,	junto	con	la	reducción	de	CD4+	RTE	en	el	Cluster	1,	puede	interpretarse	como	un	fenotipo	

asociado	 a	 activación	 persistente	 y	 pérdida	 de	 renovación	 tı́mica,	 lo	 cual	 es	 caracterı́stico	 de	 estados	

in=lamatorios	crónicos	o	de	envejecimiento	inmunológico	acelerado	(279,283,284).	De	forma	análoga,	 la	

reducción	 de	NK	 CD56+CD16+	 en	 el	 Cluster	 2	 sugiere	 una	 disfunción	 citotóxica	 natural,	 lo	 cual	 puede	

asociarse	con	una	mayor	susceptibilidad	a	infecciones	virales	o	a	fenómenos	autoin=lamatorios	(285,286).	

5.2.2	Disfunción	del	eje	inmunoregulador:	una	lectura	desde	las	Tregs	
	

El	análisis	detallado	de	la	funcionalidad	inmunorreguladora	en	pacientes	con	PIRD	revela	una	profunda	

disrupción	en	 los	ejes	clásicos	de	control	 inmune	mediados	por	células	Tregs	y	otras	subpoblaciones	T	

efectoras	con	funciones	supresoras.	A	diferencia	del	patrón	coordinado	y	robusto	observado	en	controles	

sanos	(caracterizado	por	la	coexpresión	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	 patrón	 sugiere	 que,	 si	 bien	 ciertos	 mecanismos	 de	 regulación	 intentan	

activarse	en	contexto	patológico,	 lo	hacen	de	 forma	disfuncional	o	 ine=icaz,	 lo	cual	ha	sido	previamente	

descrito	 en	 inmunopatologı́as	 asociadas	 a	mutaciones	 en	 genes	 como	 FOXP3,	 LRBA	 o	 STAT3,	 donde	 la	

expresión	de	marcadores	como	CTLA-4	o	IL-10	no	se	traduce	necesariamente	en	supresión	efectiva	(287–

289).	

La	sobreexpresión	de	moléculas	como	CTLA-4,	PD-1,	TIGIT	y	LAP	en	células	Treg	y	 linfocitos	CD4⁺	y	

CD8⁺	 de	 los	 pacientes,	 en	 comparación	 con	 los	 controles,	 re=leja	 probablemente	 una	 activación	

compensatoria	 secundaria	 a	 una	 in=lamación	 sistémica	 sostenida.	 Este	 tipo	 de	 sobreexpresión	 ha	 sido	

interpretado	en	diversos	 contextos,	 como	el	 lupus	o	 la	 enfermedad	 in=lamatoria	 intestinal,	 no	 como	un	

indicio	de	tolerancia	activa,	sino	como	un	marcador	de	agotamiento	funcional	o	de	una	expansión	de	Tregs	

ine=icaces	(290).	Es	particularmente	relevante	la	disociación	observada	entre	niveles	altos	de	expresión	de	

estos	marcadores	y	la	pérdida	de	correlación	funcional	en	las	redes,	lo	que	indica	que	la	inmunorregulación	

en	 estos	 pacientes	 puede	 estar	 presente	 a	 nivel	 fenotıṕico	 pero	 descoordinada	 a	 nivel	 sistémico.	 Este	

fenómeno	se	alinea	con	modelos	experimentales	en	 los	que	se	ha	mostrado	que	Tregs	bajo	condiciones	

proin=lamatorias	 crónicas	 pueden	 adoptar	 per=iles	 plásticos	 no	 supresores,	 o	 incluso	 convertirse	 en	

productores	de	citoquinas	(291).	

La	división	de	los	pacientes	en	dos	clústeres	funcionales	distintos,	basada	en	marcadores	como	CD4.IL-

10,	CD8.CTLA-4	y	Treg_TIGIT,	proporciona	una	capa	adicional	de	estrati=icación	biológica	 con	potencial	

clıńico.	El	Cluster	1,	con	mayor	expresión	de	PD-1	y	CTLA-4,	podrı́a	representar	un	fenotipo	funcionalmente	

más	"exhausto",	donde	la	sobreestimulación	antigénica	ha	inducido	un	estado	de	tolerancia	disfuncional,	

análogo	al	observado	en	enfermedades	autoinmunes	refractarias	o	en	cáncer	(292,293).	Por	su	parte,	el	

Cluster	 2,	 caracterizado	 por	 niveles	 elevados	 de	 IL-10	 y	 LAP	 en	múltiples	 subconjuntos	 T,	 sugiere	 una	

activación	más	efectiva	(aunque	posiblemente	insu=iciente)	de	mecanismos	de	supresión	inmunológica,	con	

un	 per=il	 cercano	 a	 fenotipos	 tolerogénicos	 descritos	 en	modelos	 de	 exposición	 antigénica	 crónica	 sin	

in=lamación	 (294,295).	 Esta	 distinción	 funcional	 entre	 los	 subgrupos	 es	 crucial,	 ya	 que	 podrı́a	

correlacionarse	 con	 respuestas	 diferenciales	 a	 tratamientos	 inmunomoduladores	 como	 inhibidores	 de	

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

Finalmente,	la	observación	de	que	las	células	CD8⁺	reguladoras	(CD8.CTLA-4)	están	signi=icativamente	

reducidas	 en	 pacientes	 (especialmente	 en	 el	 Cluster	 2)	 refuerza	 una	 visión	 integradora	 en	 la	 que	 la	

inmunorregulación	 efectiva	 depende	 no	 sólo	 de	 Tregs	 clásicas	 sino	 de	 una	 red	 compartida	 de	

linfocitos	reguladores	CD4⁺	y	CD8⁺.	La	pérdida	de	esta	cooperación	 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	sitúan	a	la	funcionalidad	Treg	y	su	red	
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de	apoyo	como	un	eje	central	alterado	en	los	PIRD,	cuya	caracterización	precisa	puede	servir	de	guı́a	para	

estrategias	de	intervención	personalizadas.	

5.2.3	Integración	clínica	e	inmunológica:	hacia	una	medicina	de	precisión	
	

La	integración	de	datos	clı́nicos	e	inmunológicos	en	esta	cohorte	de	pacientes	pediátricos	PIRD	reveló	

hallazgos	clave	sobre	la	arquitectura	fenotı́pica	subyacente	y	sus	implicaciones	clı́nicas.	El	análisis	conjunto	

mediante	heatmaps	complejos	mostró	que	la	variabilidad	inmunológica	no	se	alinea	completamente	con	la	

clasi=icación	clıńica	tradicional	(299).	La	ausencia	de	una	agrupación	robusta	basada	exclusivamente	en	

variables	clı́nicas	(grupo	diagnóstico,	genética	o	tratamiento)	sugiere	que	los	per=iles	inmunológicos	son	

más	especı=́icos	y	sensibles	para	capturar	diferencias	relevantes	entre	pacientes	(300,301).	Esta	disociación	

entre	clasi=icación	clı́nica	e	 inmunológica	 refuerza	 la	necesidad	de	enfoques	 integradores	que	prioricen	

biomarcadores	funcionales	y	celulares	sobre	etiquetas	diagnósticas	(302).	

La	proyección	multidimensional	UMAP,	combinando	inmunofenotipo,	funcionalidad	y	datos	clı́nicos	en	

tres	 momentos	 del	 tiempo,	 permitió	 una	 visualización	 más	 rica	 del	 comportamiento	 dinámico	 de	 los	

pacientes.	 El	 hallazgo	 de	 clústeres	 estables	 a	 lo	 largo	 del	 tiempo	 en	 una	 proporción	 signi=icativa	 de	

individuos	 indica	 la	 existencia	 de	 estados	 inmunológicos	 persistentes,	 posiblemente	 modulados	 por	

caracterıśticas	 moleculares	 intrıńsecas	 o	 efectos	 terapéuticos	 mantenidos.	 Desde	 una	 perspectiva	

molecular,	esta	constancia	podrıá	re=lejar	la	in=luencia	de	mutaciones	germinales	estables	que	afectan	vıás	

señalizadoras	especı=́icas	(como	PI3K/AKT/mTOR,	NF-κB	o	FAS-FASL)	cuya	disfunción	=ija	un	“set	point”	

inmunológico	individual	(303–305).	Por	ejemplo,	en	mutaciones	activadoras	de	PIK3CD	(como	en	APDS),	

la	activación	crónica	de	la	vı́a	mTOR	puede	inducir	una	expansión	mantenida	de	células	T	efectoras	y	una	

regulación	de=iciente	de	Tregs,	perpetuando	un	fenotipo	in=lamatorio	refractario	(303).	En	mutaciones	de	

NFKB1,	la	alteración	del	eje	NF-κB	puede	conllevar	una	menor	expresión	de	genes	reguladores	clave	como	

IL10,	 comprometiendo	 mecanismos	 homeostáticos	 incluso	 en	 ausencia	 de	 exacerbación	 clı́nica	 (304).	

Asimismo,	mutaciones	en	FAS	pueden	condicionar	una	resistencia	celular	a	la	apoptosis,	manteniendo	un	

compartimento	 linfocitario	 anómalo	 estable	 en	 el	 tiempo,	 tıṕico	 del	 fenotipo	 ALPS	 (305).	 Todos	 estos	

mecanismos	pueden	contribuir	a	una	arquitectura	inmunológica	rıǵida,	difıćil	de	modi=icar,	 incluso	ante	

intervenciones	terapéuticas.	Por	otro	lado,	los	cambios	observados	en	algunos	pacientes	a	lo	largo	de	los	

puntos	temporales	re=lejan	plasticidad	inmunológica	o	transición	entre	estados	=isiopatológicos,	lo	cual	ha	

sido	 relacionado	 con	 respuestas	 terapéuticas,	 brotes	 in=lamatorios	 o	 progresión	 subclıńica	 en	 estudios	

longitudinales	de	autoinmunidad	e	inmunode=iciencia	(306,307).		

Este	 enfoque	 también	 proporciona	 herramientas	 prácticas	 para	 el	 seguimiento	 longitudinal,	

permitiendo	 evaluar	 el	 impacto	de	 intervenciones	 terapéuticas	 en	 tiempo	 real.	 La	 capacidad	de	 ciertos	

pacientes	para	cambiar	de	clúster	a	lo	largo	del	tiempo	puede	considerarse	un	biomarcador	dinámico	de	
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respuesta	o	progresión,	ofreciendo	ası́	un	marco	útil	para	decisiones	clı́nicas	adaptativas.	Este	concepto	de	

plasticidad	inmunológica	ha	sido	explorado	en	enfermedades	como	la	artritis	reumatoide	y	la	enfermedad	

in=lamatoria	 intestinal,	 donde	 los	 cambios	 fenotıṕicos	 preceden	 o	 acompañan	 las	 recaıd́as	 clıńicas	

(308,309).	

Finalmente,	la	estrati=icación	clı́nica	retrospectiva	de	los	tres	clústeres	reveló	patrones	en	relación	con	

edad,	grupo	clı́nico,	 tipo	de	mutación	genética	y	uso	de	 inmunosupresores,	consolidando	 la	utilidad	del	

análisis	no	supervisado	como	herramienta	de	descubrimiento	clı́nico.	El	clúster	C1,	con	menor	complejidad	

genética	y	clı́nica,	re=leja	probablemente	estados	de	disregulación	moderada	o	en	etapas	iniciales,	mientras	

que	 el	 C3	 representa	 fenotipos	 severos	 con	 requerimientos	 terapéuticos	 más	 intensivos,	 incluyendo	

inmunosupresión	combinada.		

5.3	Cuando	el	silencio	fenotípico	habla:	inmunomodulación	T	
	

La	presente	investigación	proporciona	una	caracterización	exhaustiva	del	impacto	inmunofenotı́pico	de	

cinco	fármacos	inmunomoduladores	sobre	subpoblaciones	T	humanas	reguladoras	y	efectoras,	utilizando	

PBMCs	 tratadas	 in	 vitro	 bajo	 un	 diseño	 multifactorial.	 Mediante	 el	 empleo	 de	 técnicas	 de	 citometrı́a	

espectral	 de	 alta	 complejidad,	 reducción	 dimensional	 (UMAP	 y	 PCA)	 y	 análisis	 de	 clusterización	 no	

supervisada,	se	generó	una	cartografıá	inmunológica	de	alta	resolución	que	permitió	explorar	la	respuesta	

de	 subtipos	 celulares	 clave	 (CD4⁺	Tregs,	CD8⁺	 reguladoras	y	 células	Tr1)	 frente	a	 estı́mulo	policlonal	 y	

tratamiento	farmacológico.	Esta	estrategia	ofrece	una	visión	integral	del	paisaje	inmunológico	modulable,	

permitiendo	evaluar	tanto	las	redistribuciones	fenotıṕicas	inducidas	como	la	estabilidad	del	sistema	frente	

a	intervenciones	terapéuticas.	

5.3.1	Células	T	CD4+,	estabilidad	fenotípica	y	patrones	de	respuesta	sutiles	
	

En	 relación	 con	 el	 compartimento	 CD4⁺,	 los	 resultados	 muestran	 que	 ninguno	 de	 los	 fármacos	

ensayados	 produjo	 modi=icaciones	 estadıśticamente	 signi=icativas	 en	 la	 proporción	 relativa	 de	 las	

subpoblaciones	 celulares	 fenotıṕicamente	 de=inidas.	 A	 pesar	 de	 que	 se	 observaron	 alteraciones	

topográ=icas	en	las	proyecciones	UMAP	(como	contracción	o	redistribución	de	ciertas	poblaciones),	estas	

no	 se	 tradujeron	 en	 cambios	 robustos	 cuanti=icables,	 lo	 que	 sugiere	 una	 alta	 resiliencia	 fenotıṕica	 del	

compartimento	CD4⁺	 frente	a	 estos	 inmunomoduladores	en	 condiciones	agudas	 (72h).	Esta	estabilidad	

podrıá	explicarse	por	la	naturaleza	funcional,	más	que	fenotıṕica,	de	los	mecanismos	de	acción	de	estos	

fármacos,	cuyo	efecto	puede	manifestarse	de	forma	más	clara	en	dominios	transcripcionales,	funcionales	o	

en	contextos	biológicos	más	complejos	(310,311).	
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Entre	 los	 fármacos	 evaluados,	 leniolisib	 mostró	 patrones	 visuales	 repetidos	 compatibles	 con	 una	

contracción	del	 compartimento	nTreg	y	una	 ligera	expansión	de	 células	Th,	observada	 tanto	en	 reposo	

como	bajo	estıḿulo.	Esta	 tendencia,	 aunque	no	 signi=icativa	desde	el	punto	de	vista	estadıśtico,	 resulta	

biológicamente	 plausible	 si	 se	 consideran	 los	 efectos	 conocidos	 de	 la	 inhibición	 de	 PI3Kδ	 sobre	 la	

estabilidad	 de	 Tregs	 y	 la	 promoción	 de	 per=iles	 efectoras	 (312–314).	 De	 con=irmarse	 en	 estudios	

longitudinales	 o	 funcionales,	 este	 hallazgo	 podrı́a	 tener	 implicaciones	 relevantes	 en	 contextos	 clı́nicos	

donde	 se	 desee	 modular	 selectivamente	 la	 actividad	 efectora	 sin	 comprometer	 completamente	 el	 eje	

regulador.	

Tacrólimus,	ácido	micofenólico	 y	rapamicina	presentaron	un	per=il	notablemente	conservador	en	

términos	 de	 arquitectura	 inmunofenotı́pica	 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	 identi=icar	efectos	diferenciales	signi=icativos.	En	el	caso	de	rapamicina,	se	

observó	una	cierta	preservación	del	compartimento	Th	bajo	estı́mulo,	 lo	cual	es	coherente	con	su	papel	

descrito	 en	 la	 promoción	 de	 T	 de	 memoria	 y	 Tregs,	 aunque	 tales	 efectos	 suelen	 evidenciarse	 más	

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

Por	su	parte,	ruxolitinib	(inhibidor	de	JAK1/2)	evidenció	una	topografıá	inmunológica	extremadamente	

estable	 en	 los	 mapas	 UMAP	 y	 una	 ausencia	 completa	 de	 diferencias	 fenotıṕicas	 cuanti=icables	 en	 las	

subpoblaciones	CD4⁺.	Este	per=il	es	coherente	con	su	mecanismo	de	acción,	que	afecta	principalmente	la	

transducción	de	señales	mediadas	por	citocinas,	sin	modi=icar	directamente	la	expresión	de	marcadores	de	

super=icie	en	el	corto	plazo	(317–320).	Este	comportamiento	sugiere	que	el	impacto	inmunomodulador	de	

ruxolitinib	podrıá	manifestarse	preferentemente	a	nivel	funcional	(como	producción	de	IL-2,	IFN-γ	o	IL-10)	

y	no	necesariamente	como	una	remodelación	fenotıṕica	inmediata.	

5.3.2	Células	T	CD8+,	preservación	espacial	y	estabilidad	de	poblaciones	
	

A	nivel	del	compartimento	CD8⁺,	se	evidenció	una	reorganización	espacial	esperable	 inducida	por	el	

estıḿulo	 policlonal	 (PMA/Iono),	 caracterizada	 por	 una	 contracción	 general	 de	 la	 densidad	 celular,	

posiblemente	asociada	a	activación	y	muerte	celular	programada.	En	este	contexto,	los	tratamientos	con	

leniolisib,	rapamicina	y	tacrólimus	mostraron	una	tendencia	a	preservar	la	densidad	topográ=ica	del	mapa,	

lo	que	sugiere	un	efecto	protector	o	modulador	del	ciclo	celular	y/o	vı́as	apoptóticas.	

Sin	embargo,	al	igual	que	en	CD4⁺,	los	análisis	cuantitativos	no	revelaron	diferencias	signi=icativas	en	la	

composición	proporcional	de	subpoblaciones	CD8⁺,	lo	que	nuevamente	apunta	a	un	desacoplamiento	entre	

el	remodelado	topográ=ico	y	la	distribución	fenotı́pica	cuanti=icable.		
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5.3.3	Células	Tr1,	exploración	metodológica	e	implicaciones	funcionales	
	

La	 identi=icación	 de	 células	 Tr1	 se	 abordó	 mediante	 una	 estrategia	 metodológicamente	 diferente,	

combinando	PCA	con	gating	manual	dirigido	por	la	coexpresión	de	CD49b	y	LAG-3,	excluyendo	FoxP3.	Esta	

aproximación	 compensó	 la	 limitada	 disponibilidad	 de	marcadores	 en	 el	 panel	 original	 y	 permitió	 una	

cuanti=icación	sistemática	de	esta	población.	Aunque	se	observaron	muestras	individuales	con	elevaciones	

notables	 en	 la	 frecuencia	 de	 Tr1,	 particularmente	 bajo	 leniolisib	 y	 micofenolato,	 la	 alta	 variabilidad	

interindividual	 y	 la	 ausencia	 de	 signi=icancia	 estadı́stica	 impiden	 establecer	 conclusiones	 =irmes.	 No	

obstante,	 este	 resultado	 subraya	 la	 necesidad	 urgente	 de	 desarrollar	 paneles	 optimizados	 para	 la	

identi=icación	robusta	de	células	Tr1,	 incluyendo	marcadores	como	IL-10,	CD226	y	c-MAF,	y	refuerza	el	

valor	 de	 incluir	 esta	 población	 en	 futuras	 estrategias	 terapéuticas	 centradas	 en	 inmunorregulación	

inducida.	

5.4	Capturando	la	señal:	validación	fosfoproteica	en	PBMCs	humanas	
	

La	presente	sección	aborda	la	validación	y	aplicabilidad	funcional	de	un	kit	multiplexado	de	detección	

de	fosfo-proteıńas	intracelulares	en	PBMCs	humanas,	evaluando	su	desempeño	técnico	y	su	potencial	como	

herramienta	diagnóstica	o	investigativa	en	entornos	clı́nicos	reales.	La	estrategia	metodológica	combinó	

análisis	 cuantitativo	 normalizado	 frente	 a	 GAPDH,	 interpretación	 en	 escala	 logarı́tmica	 y	 cálculo	 de	

variabilidad	 intra-condición	mediante	 el	 coe=iciente	de	variación	 (CV),	permitiendo	una	 caracterización	

detallada	de	la	sensibilidad,	especi=icidad	y	reproducibilidad	del	sistema.	Esta	aproximación	experimental	

no	solo	proporciona	una	validación	instrumental	del	kit,	sino	que	además	sienta	las	bases	para	su	eventual	

implementación	 en	 estudios	 inmunológicos	 translacionales,	 incluyendo	 enfermedades	 con	 disfunción	

inmunorreguladora	como	los	PIRD	(Primary	Immune	Regulatory	Disorders).	

En	una	primera	fase,	el	ensayo	mostró	concordancia	con	los	patrones	de	activación	esperados	en	 las	

lı́neas	celulares	de	control	proporcionadas	por	el	fabricante,	lo	cual	representa	una	validación	directa	de	su	

especi=icidad	biológica.	Los	per=iles	fosfoproteicos	obtenidos	para	A431	+	EGF,	HeLa	+	TNFα/Caliculina	A	y	

MCF7	 +	 IGF1	 fueron	 reproducidos	 con	 alta	 =idelidad,	 re=lejando	 la	 activación	 selectiva	 de	 vı́as	 como	

ERK1/2–AKT–mTOR,	NFκB–p38	y	STAT3–CREB,	respectivamente.	Este	hallazgo	es	clave:	demuestra	que	el	

sistema	es	capaz	de	discriminar	vıás	de	señalización	con	resolución	diferencial	y	que	responde	a	estıḿulos	

especı=́icos	con	una	sensibilidad	dinámica	adecuada.	

Una	vez	superada	la	validación	con	lı́neas	de	referencia,	el	enfoque	se	trasladó	a	muestras	de	PBMCs	

humanas,	 representativas	 de	 un	 entorno	 clı́nico	 real.	 En	 estas	 condiciones,	 el	 sistema	 demostró	 una	

capacidad	sólida	para	detectar	niveles	basales	de	 fosforilación	en	proteı́nas	 clave	como	ERK1/2,	AKT	y	
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STAT3,	 incluso	 en	 ausencia	 de	 estıḿulo	 exógeno.	 La	 reproducibilidad	 intra-condición	 fue	 notable,	 con	

coe=icientes	de	variación	inferiores	al	15	%	en	estos	marcadores	de	alta	expresión.	Esta	baja	dispersión	

técnica	valida	la	precisión	del	ensayo	tal	y	como	exigen	agencias	reguladoras	como	la	FDA	o	la	EMA	en	la	

validación	de	métodos	analı́ticos	(321,322)y	lo	posiciona	como	una	herramienta	con=iable	para	el	análisis	

de	señalización	basal	en	células	inmunitarias	primarias.	No	obstante,	el	aumento	del	CV	en	proteı́nas	de	

baja	 abundancia	 como	 NFκB	 y	 JNK	 (frecuentemente	 >30	 %)	 sugiere	 que	 estos	 targets	 requieren	

optimización	adicional	(ya	sea	mediante	mayor	input	proteico,	ampliación	de	réplicas	o	sensibilización	por	

estimulación	previa)	antes	de	su	uso	rutinario	en	contextos	diagnósticos	o	longitudinales.	

Un	 hallazgo	 especialmente	 relevante	 fue	 la	 preservación	 parcial	 de	 la	 estructura	 de	 señalización	 en	

PBMCs	criopreservadas.	Aunque	se	observó	una	reducción	media	del	20–40	%	en	la	señal	 fosfoproteica	

respecto	a	las	células	frescas,	particularmente	en	marcadores	como	ERK1/2,	STAT3	y	CREB,	la	huella	de	

activación	 basal	 se	 mantuvo	 detectable	 y	 reproducible.	 Este	 resultado	 tiene	 implicaciones	 prácticas	

directas:	 permite	 extender	 el	 uso	 del	 kit	 a	 biobancos	 clı́nicos	 o	 a	 muestras	 obtenidas	 en	 centros	 sin	

capacidad	 inmediata	 de	 procesamiento,	 ampliando	 ası́	 su	 aplicabilidad	 en	 estudios	 multicéntricos	 o	

retrospectivos.	La	posibilidad	de	detectar	señal	especı́=ica	en	muestras	congeladas	sin	manipulación	previa	

representa	un	avance	metodológico	sustancial	en	la	investigación	inmunológica	aplicada.	

En	 términos	 técnicos,	 el	 sistema	 demostró	 un	 rango	 dinámico	 amplio	 y	 un	 lıḿite	 de	 detección	

adecuado	para	capturar	variaciones	=isiológicamente	signi=icativas.	En	los	controles	A431	+	EGF	y	MCF7	+	

IGF1,	se	detectaron	incrementos	superiores	a	1	log₁₀	en	la	activación	de	ERK1/2,	y	los	niveles	basales	de	

varias	 fosfo-proteıńas	 en	 PBMCs	 se	 mantuvieron	 claramente	 por	 encima	 del	 umbral	 de	 fondo	 (≥0.3	

unidades	 normalizadas	 vs.	 ~0.05	 de	 ruido).	 Esta	 capacidad	 para	 cuanti=icar	 con	 precisión	 señales	

intracelulares	sin	requerir	estıḿulo	adicional	convierte	al	sistema	en	una	herramienta	versátil,	apta	tanto	

para	estudios	exploratorios	como	para	diseños	con	criterios	prede=inidos	de	respuesta	inmunológica.	

En	conjunto,	los	resultados	obtenidos	con=irman	que	el	kit	multiplexado	de	detección	de	fosfo-proteıńas	

ofrece	un	desempeño	 técnico	 sólido,	 con	 alta	 especi=icidad	 y	 sensibilidad,	 y	 reproducibilidad	 adecuada	

incluso	en	condiciones	biológicas	complejas.	Su	implementación	sobre	PBMCs	humanas,	tanto	frescas	como	

congeladas,	 valida	 su	 uso	 potencial	 en	 estudios	 clıńicos	 y	 de	 investigación	 traslacional	 centrados	 en	

inmunovigilancia,	 monitorización	 terapéutica	 o	 diagnóstico	 funcional.	 Sin	 embargo,	 también	 se	

identi=icaron	 limitaciones	 operativas	 (como	 la	 necesidad	 de	 mayor	 input	 para	 proteıńas	 de	 baja	

abundancia)	que	deben	ser	consideradas	al	diseñar	futuros	protocolos	clı́nicos	o	investigativos.	

Desde	una	perspectiva	más	amplia,	este	enfoque	representa	un	avance	signi=icativo	en	la	capacidad	de	

monitorizar	 el	 estado	 funcional	 del	 sistema	 inmunitario	 humano	 ex	 vivo,	 integrando	 la	 dimensión	 de	

señalización	intracelular	en	modelos	experimentales	basados	en	PBMCs.	A	diferencia	de	la	inmunofenotipia	

clásica,	que	se	limita	a	marcadores	de	super=icie,	este	tipo	de	análisis	permite	inferir	la	activación	real	de	
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vıás	bioquıḿicas	especı=́icas	en	respuesta	a	estıḿulos	internos	o	tratamientos.	Su	aplicación	en	cohortes	de	

pacientes	con	inmunopatologıás	complejas	(como	PIRD,	inmunode=iciencias	adquiridas,	o	enfermedades	

autoin=lamatorias)	 podrı́a	 facilitar	 una	 estrati=icación	 funcional	 más	 =ina	 y	 contribuir	 al	 desarrollo	 de	

medicina	de	precisión	en	inmunologıá	clı́nica.	

5.5	Revolución	silenciosa:	cómo	la	bioinformática	transforma	la	
inmunología	clínica	
	

El	presente	estudio	pone	de	mani=iesto	 las	ventajas	metodológicas	y	analıt́icas	que	 las	herramientas	

bioinformáticas	 de	 nueva	 generación	 ofrecen	 frente	 a	 los	 enfoques	 estadı́sticos	 tradicionales	 en	 la	

caracterización	 de	 pacientes	 PIRD.	 Mientras	 los	 métodos	 convencionales	 se	 basan	 en	 comparaciones	

univariadas	 que,	 si	 bien	 son	 interpretables	 clıńicamente,	 pierden	 capacidad	 para	 captar	 relaciones	

complejas	 y	 multivariantes,	 el	 uso	 de	 estrategias	 computacionales	 permite	 identi=icar	 patrones	

estructurales	 latentes,	 correlaciones	 funcionales	 emergentes	 y	 subgrupos	 clıńicamente	 relevantes	 no	

de=inidos	por	criterios	clásicos.	

Un	claro	ejemplo	de	ello	es	la	aplicación	de	algoritmos	de	reducción	de	dimensionalidad	como	UMAP,	

que	permiten	representar	de	forma	intuitiva	relaciones	de	alta	complejidad	entre	variables	fenotı́picas	y	

funcionales.	Este	enfoque	ha	sido	especialmente	útil	para	visualizar	patrones	ocultos	en	la	distribución	de	

pacientes,	mostrando	agrupaciones	naturales	que	se	correlacionan	con	variables	clıńicas	o	genéticas	de	

interés,	incluso	cuando	estas	no	son	evidentes	mediante	análisis	clásicos.	

La	 identi=icación	 de	 efectos	 de	 lote	 (batch	 effects)	 mediante	 UMAP,	 no	 atribuibles	 a	 condiciones	

biológicas	sino	a	la	procedencia	de	las	muestras,	ejempli=ica	la	sensibilidad	de	estas	técnicas	a	fuentes	de	

ruido	técnico	que	frecuentemente	pasan	inadvertidas	en	estadıśticas	univariadas.	La	posterior	aplicación	

de	métodos	como	ComBat	para	su	corrección	no	solo	reestableció	la	validez	del	análisis,	sino	que	demostró	

la	necesidad	de	un	preprocesamiento	riguroso	en	entornos	multicéntricos.	

Del	mismo	modo,	las	técnicas	de	agrupamiento	no	supervisado	como	K-means	han	permitido	estrati=icar	

a	 los	pacientes	 en	 subgrupos	 inmunológicamente	distintos,	 revelando	 clústeres	 con	per=iles	 celulares	 y	

funcionales	divergentes.	Esta	capacidad	de	segmentación	automatizada,	 imposible	de	obtener	mediante	

comparaciones	 individuales,	 se	 vio	 reforzada	 por	 la	 visualización	 mediante	 heatmaps	 y	 el	 análisis	 de	

importancia	 de	 variables	 mediante	 Random	 Forest.	 El	 hecho	 de	 que	 estas	 agrupaciones	 presenten	

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

En	 contraste,	 el	 análisis	 convencional	 ofrece	 herramientas	más	 limitadas	 frente	 a	 la	 complejidad	de	

sistemas	 inmunológicos	 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	 integración	 transversal	 entre	

información	fenotı́pica,	funcional	y	clı́nica.	Además,	su	capacidad	para	discriminar	estados	inmunológicos	

intermedios	o	mixtos	es	limitada,	hecho	especialmente	crıt́ico	en	enfermedades	con	heterogeneidad	clıńica	

como	las	PIRD.	

La	 bioinformática	 no	 sustituye,	 sino	 que	 complementa	 el	 razonamiento	 clıńico	 e	 inmunológico	

tradicional,	 proporcionando	 una	 capa	 adicional	 de	 profundidad	 para	 la	 interpretación	 de	 los	 datos.	 Su	

aplicación,	 sin	embargo,	 requiere	precaución:	el	 riesgo	de	sobreajuste,	 la	dependencia	de	 la	 calidad	del	

preprocesamiento	 y	 la	 interpretabilidad	 de	 los	 modelos	 son	 retos	 vigentes	 que	 requieren	 validación	

cruzada,	cohortes	independientes	y	colaboración	interdisciplinar.	

En	conclusión,	los	resultados	del	presente	trabajo	muestran	que	el	uso	de	herramientas	bioinformáticas	

avanzadas	 en	 el	 análisis	 inmunológico	 proporciona	 una	 ventaja	 signi=icativa	 en	 la	 caracterización	 de	

subgrupos	clıńicos	y	funcionales	en	pacientes	con	desregulación	inmune.	Su	integración	con	los	enfoques	

tradicionales	constituye	una	estrategia	potente	para	avanzar	hacia	una	medicina	personalizada	basada	en	

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

5.6	Limitaciones	y	perspectivas	de	futuro	
	

A	pesar	del	diseño	riguroso,	el	enfoque	multidimensional	y	los	resultados	prometedores	de	esta	tesis,	es	

fundamental	reconocer	una	serie	de	limitaciones	metodológicas,	técnicas	y	clínicas	que	condicionan	la	

interpretación,	validez	externa	y	aplicabilidad	de	 los	hallazgos.	En	primer	 lugar,	el	tamaño	muestral	

sigue	siendo	una	restricción	relevante.	Aunque	se	logró	reclutar	una	cohorte	considerable	(n=51	pacientes	

y	n=6	controles	sanos)	para	tratarse	de	enfermedades	raras,	este	número	aún	es	limitado,	especialmente	

para	el	análisis	funcional	de	subpoblaciones	inmunológicas	minoritarias.	Esta	limitación	afecta	la	potencia	

estadística,	restringe	las	comparaciones	robustas	entre	grupos	clı́nicos	y	genéticos,	y	limita	la	capacidad	

de	generalización.	

Otro	factor	crı́tico	es	 la	heterogeneidad	clínica	y	genética	de	 los	pacientes	incluidos.	La	diversidad	

dentro	del	espectro	de	trastornos	primarios	de	regulación	 inmunológica,	 la	variabilidad	en	la	expresión	

clıńica	y	la	falta	de	una	clasi=icación	homogénea	basada	en	mutaciones	especı=́icas	pueden	introducir	sesgos	

en	la	interpretación	de	los	datos	inmunofenotıṕicos	y	funcionales.	Esta	diversidad	subraya	la	necesidad	de	

futuras	 estrategias	 de	 estratiBicación	 más	 precisas,	 posiblemente	 basadas	 en	 perBiles	 moleculares	

integrados.	Además,	aunque	se	diseñó	un	seguimiento	longitudinal	con	tres	puntos	temporales	(T0,	T1,	

T2),	la	ausencia	de	datos	completos	en	todos	los	pacientes	redujo	la	capacidad	de	evaluar	de	forma	robusta	

la	evolución	inmunológica	y	su	relación	con	la	progresión	clínica	o	respuesta	terapéutica.	
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Desde	el	punto	de	vista	analıt́ico,	el	modelo	bioinformático	de	integración	inmunológica	desarrollado	

fue	validado	únicamente	en	una	cohorte	nacional,	sin	pruebas	de	validación	externa	con	datasets	públicos	

o	 cohortes	 internacionales.	 Esta	 limitación	 reduce	 su	 extrapolabilidad	 a	 otros	 contextos	 clı́nicos	 o	

poblaciones	 pediátricas.	 Asimismo,	 aunque	 se	 utilizó	 citometría	 de	 Blujo	 multiparamétrica	 para	

caracterizar	 múltiples	 poblaciones	 celulares,	 no	 se	 incorporaron	 capas	 adicionales	 de	 información	

molecular	como	transcriptómica,	epigenética	o	proteómica,	que	podrı́an	haber	mejorado	la	resolución	

del	análisis	inmunopatológico	y	fortalecido	los	modelos	de	clasi=icación	y	predicción	clı́nica.	

En	relación	con	el	estudio	inmunofarmacológico,	también	se	identi=icaron	limitaciones	signi=icativas.	El	

modelo	experimental	 in	vitro	basado	en	PBMCs	de	donantes	sanos	permitió	estandarizar	condiciones	y	

aislar	efectos	farmacológicos,	pero	no	reproduce	con	=idelidad	la	complejidad	del	entorno	inmunológico	

in	 vivo,	 donde	 interacciones	 celulares,	 microambientes	 tisulares	 y	 farmacocinética	 in=luyen	

sustancialmente	 en	 la	 respuesta	 terapéutica.	 Además,	 el	 uso	 de	 concentraciones	 Bijas	 de	 fármacos	 no	

re=leja	 la	variabilidad	clıńica	observada	en	pacientes	pediátricos,	 lo	que	sugiere	la	necesidad	de	realizar	

estudios	 farmacodinámicos	 más	 so=isticados,	 incluyendo	 curvas	 de	 dosis-respuesta.	 El	 análisis	 se	

centró	principalmente	en	el	impacto	fenotıṕico,	pero	no	en	la	funcionalidad	directa	de	las	subpoblaciones,	

lo	 cual	 es	 una	 limitación	 relevante	 en	 el	 caso	 de	 células	 reguladoras	 como	Treg	 o	Tr1.	 Tampoco	 se	

analizaron	efectos	combinados	entre	inmunosupresores,	una	situación	habitual	en	la	práctica	clıńica	real.	

Por	 otra	 parte,	 el	 uso	 exploratorio	 de	 un	 kit	 comercial	 para	 la	 evaluación	 molecular	 del	 estado	 de	

activación	de	vı́as	de	señalización	en	PBMCs	humanas	ofreció	resultados	preliminares	interesantes,	pero	

también	 mostró	 limitaciones	 técnicas.	 La	 sensibilidad	 del	 kit	 fue	 reducida	 para	 detectar	 niveles	

intermedios	de	 fosforilación,	 y	 su	 e=icacia	dependió	 crı́ticamente	del	 control	 técnico	de	 las	 condiciones	

preanalıt́icas.	Su	diseño	cerrado,	con	un	número	=ijo	de	dianas	y	sin	posibilidad	de	ampliación,	restringe	su	

aplicabilidad	en	estudios	más	amplios	o	personalizados.	Además,	 su	validación	en	población	pediátrica	

inmunode=iciente	sigue	pendiente,	lo	cual	limita	su	utilidad	clı́nica	inmediata.	

Para	maximizar	la	=iabilidad	de	los	datos	obtenidos	con	este	sistema	analı́tico	en	contextos	clı́nicos	reales	

y	cohortes	de	alto	valor	biológico,	se	recomienda	incrementar	el	número	de	réplicas	técnicas	especialmente	

en	aquellas	fosfo-proteıńas	con	niveles	de	señal	bajos	o	mayor	variabilidad	intraexperimental,	como	NFκB	

y	JNK.	Esta	estrategia	mejora	la	robustez	estadıśtica	de	las	mediciones	y	reduce	el	riesgo	de	interpretar	

falsos	positivos	o	negativos	debidos	a	=luctuaciones	técnicas.	Asimismo,	resulta	fundamental	monitorizar	

de	forma	sistemática	el	impacto	del	proceso	de	congelación	y	descongelación	de	las	muestras,	dado	que	se	

ha	observado	una	atenuación	no	homogénea	de	la	señal	proteica	entre	distintos	marcadores.	Para	ello,	se	

sugiere	incorporar	pools	de	PBMCs	de	referencia	tratados	de	forma	paralela	en	cada	lote	de	análisis,	lo	cual	

permite	 establecer	 puntos	 de	 calibración	 internos	 y	 detectar	 desviaciones	 técnicas	 atribuibles	 al	

procesamiento	preanalıt́ico.	Con	estas	medidas	correctivas	y	de	control	de	calidad,	el	ensayo	puede	ser	

adaptado	con	=iabilidad	a	estudios	traslacionales	de	 inmunologı́a	clı́nica,	 incluyendo	investigación	sobre	
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mecanismos	 moleculares	 en	 enfermedades	 inmunomediadas	 y	 validación	 de	 biomarcadores	 fosfo-

proteicos	en	muestras	biobancadas.	

A	pesar	de	estas	limitaciones,	las	proyecciones	futuras	derivadas	de	este	trabajo	abren	múltiples	vı́as	

de	avance.	Una	prioridad	será	ampliar	la	cohorte	multicéntrica,	 incorporando	hospitales	nacionales	e	

internacionales	 que	 permitan	 aumentar	 la	 diversidad	 genética	 y	 fenotı́pica,	 y	 mejorar	 la	 potencia	

estadıśtica	de	los	análisis.	También	es	clave	validar	externamente	los	modelos	de	aprendizaje	automático	

y	clustering	mediante	bases	de	datos	públicas	o	nuevas	cohortes	independientes.	La	integración	de	datos	

ómicos	 (como	 RNA-seq,	 WES	 y	 proteómica	 cuantitativa)	 se	 presenta	 como	 una	 estrategia	 clave	 para	

mejorar	 la	 resolución	 molecular	 y	 descubrir	 nuevos	 biomarcadores	 de	 diagnóstico,	 pronóstico	 o	

respuesta	terapéutica.	

Una	lı́nea	concreta	de	trabajo	futuro	consistirá	en	completar	los	análisis	inmunofenotı́picos	realizados	

con	un	ensayo	funcional	especíBico	para	Treg,	que	evalúe	directamente	su	capacidad	supresora	frente	a	

células	 efectoras	 autólogas	 o	 alogénicas.	 Esta	 aproximación	 permitirá	 contrastar	 el	 fenotipo	 con	 la	

funcionalidad	 real	 de	 las	 subpoblaciones	 Treg	 identi=icadas,	 contribuyendo	 a	 una	 caracterización	 más	

completa	de	su	papel	en	la	disfunción	inmunorreguladora	observada	en	pacientes	con	PIRD.	En	concreto,	

será	 de	 especial	 interés	 probar	 la	 terapia	 celular	 basada	 en	 células	 Treg	 tı́micas	 (ThyTreg,	

WO2019166658A1)	 desarrollada	 por	 el	 Laboratorio	 de	 Inmunoregulación	 del	 Hospital	 Universitario	

Gregorio	Marañón	de	Madrid.	La	combinación	de	datos	funcionales	con	el	fenotipo	detallado	podrı́a	servir	

además	para	seleccionar	candidatos	óptimos	para	inmunoterapia	celular.	

En	 el	 ámbito	 inmunofarmacológico,	 futuras	 investigaciones	 deberán	 centrarse	 en	 complementar	 el	

análisis	 fenotípico	 con	 ensayos	 funcionales,	 como	 pruebas	 de	 supresión,	 proliferación	 y	 per=il	 de	

citoquinas,	lo	cual	será	esencial	para	establecer	correlaciones	con	relevancia	clıńica	directa.	Además,	el	uso	

combinado	 de	 inmunofenotipado,	 fosfoproteómica	 y	 transcriptómica	 permitirá	 construir	 modelos	

mecanıśticos	 más	 precisos	 de	 la	 modulación	 intracelular	 inducida	 por	 los	 fármacos,	 facilitando	 ası́	 el	

desarrollo	de	biomarcadores	más	especíBicos	y	sensibles	para	el	seguimiento	terapéutico.	

Como	 lı́nea	 emergente	 de	 especial	 interés,	 se	 plantea	 el	 uso	 de	plataformas	 "organ-on-chip",	 que	

permiten	 recrear	microambientes	 tisulares	humanos	de	 forma	más	 =isiológica	que	 los	modelos	 in	vitro	

convencionales.	 Estas	 tecnologıás	 integran	 células	 inmunes	 en	 dispositivos	micro=luıd́icos	 que	 simulan	

condiciones	dinámicas	del	organismo	(como	 =lujo,	 gradientes	de	citoquinas	o	 interacción	 célula-célula),	

ofreciendo	 una	 alternativa	 más	 realista	 para	 evaluar	 la	 e=icacia	 y	 toxicidad	 de	 inmunofármacos.	 Su	

aplicación	en	inmunologı́a	personalizada	podrıá	optimizar	la	selección	de	tratamientos	a	nivel	individual,	

permitiendo	probar	ex	vivo	la	respuesta	farmacológica	de	las	células	de	cada	paciente	en	un	entorno	que	

imita	=ielmente	el	contexto	inmunológico	humano.	
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Respecto	al	kit	comercial,	se	propone	su	validación	clı́nica	sistemática	en	pacientes	PIRD,	evaluando	su	

capacidad	para	detectar	alteraciones	funcionales	consistentes	con	fenotipos	inmunológicos	o	mutaciones	

especı=́icas.	 A	 largo	 plazo,	 su	 uso	 podrıá	 integrarse	 como	 una	 capa	 funcional	 dentro	 de	 algoritmos	

diagnósticos	hospitalarios,	en	combinación	con	citometría,	genética	y	datos	clínicos.		

Finalmente,	 una	 de	 las	 lı́neas	más	 prometedoras	 consiste	 en	 la	 implementación	 de	 un	 algoritmo	

clínico	 automatizado	 que	 integre	 datos	 clínicos,	 citométricos	 y	 genéticos	 dentro	 de	 sistemas	

hospitalarios,	 facilitando	 el	 diagnóstico	 precoz	 de	 IEI/PIRD,	 la	 clasiBicación	 de	 pacientes,	 y	 la	

sugerencia	 de	 tratamientos	 dirigidos	 incluso	 en	 ausencia	 de	diagnóstico	molecular	 deBinitivo.	 La	

creación	 de	 un	 biobanco	 digital	 interoperable	 con	 datos	 inmunofenotıṕicos	 y	 clıńicos	 estandarizados	

permitirá	alimentar	este	tipo	de	herramientas	y	potenciar	futuras	investigaciones	en	medicina	de	precisión	

pediátrica.	

	

	





 

	
 

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

CONCLUSIONES	

6. 
"Los	humanos	son	alérgicos	al	cambio.	Les	encanta	decir:	'Siempre	lo	hemos	hecho	así'.	

Yo	trato	de	luchar	contra	eso."	
—	Grace	Hopper	
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6.	Conclusiones	
 

1. El	 estudio	 con=irmó	 la	 existencia	 de	 una	 amplia	 variabilidad	 inmunológica	 entre	 pacientes	
pediátricos	 con	 errores	 innatos	 de	 la	 inmunidad	 con	 fenotipo	 PIRD.	 Esta	 heterogeneidad	 se	

manifestó	 tanto	 a	 nivel	 inmunofenotıṕico	 como	 funcional,	 evidenciando	 múltiples	 ejes	 de	

desregulación	inmunitaria.	

2. La	 identi=icación	 de	 clusters	 inmunofenotı́picos	 mediante	 análisis	 UMAP	 y	 K-means	 permitió	

clasi=icar	a	los	pacientes	en	tres	subgrupos	con	perBiles	inmunitarios	distintivos	lo	que	ofrece	

un	 marco	 potencial	 para	 la	 medicina	 personalizada	 en	 inmunode=iciencias	 primarias	 con	

disrregulación.	

3. Se	identi=icaron	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.		

4. Aunque	no	alcanzaron	signi=icación	estadı́stica,	 las	subpoblaciones	Treg	CM	y	Treg	EM	podrıán	
tener	un	papel	relevante	en	la	regulación	inmune	alterada	observada	en	pacientes,	sugiriendo	que	

su	 presencia,	 aunque	 poco	 abundante,	 está	 asociada	 a	 patrones	 inmunológicos	 distintivos	 que	

merecen	atención	en	futuras	investigaciones.	

5. El	 análisis	 centrado	 en	 las	 poblaciones	 inmunorreguladoras,	 especialmente	 en	 los	 subtipos	 de	

Tregs,	reveló	una	activación	diferencial	en	pacientes	con	EII	frente	a	controles	sanos,	re=lejada	

en	una	expansión	fenotípica	que	indica	un	intento	compensatorio	del	sistema	inmunológico	ante	

la	desregulación,	en	contraste	con	el	per=il	estable	observado	en	individuos	sanos.	Estos	hallazgos,	

posicionan	a	las	Treg	como	foco	de	atención	en	la	desregulación	inmunológica.	

6. Se	evidenció	una	sobreexpresión	de	marcadores	inmunorreguladores	como	CTLA-4,	PD-1,	IL-

10,	TIGIT	y	LAP,	 especialmente	 en	 células	Treg	y	CD4+	no-Treg.	Esta	hiperexpresión	 sugiere	un	

esfuerzo	homeostático	del	sistema	inmune	para	contrarrestar	la	activación	crónica,	pero	con	una	

pérdida	de	coordinación	funcional	re=lejada	en	redes	de	coexpresión	fragmentadas	que	sienta	las	

bases	para	estudios	de	función	Treg	en	el	futuro.	

7. El	enfoque	multidimensional	aplicado	(que	integra	inmunofenotipado,	funcionalidad	reguladora	e	

información	clı́nica)	permitió	una	estrati=icación	de	los	pacientes	en	clusters	con	per=iles	clıńicos,	

genéticos	 y	 rango	 de	 edades	 sentando	 las	 bases	 para	 terapias	 dirigidas	 y	 predictivas.	 La	

implementación	de	este	enfoque	podrı́a	mejorar	el	pronóstico	y	 la	calidad	de	vida	de	niños	con	

PIRD,	ası́	como	optimizar	el	uso	racional	de	terapias	inmunomoduladoras.	

8. La	validación	preliminar	de	la	metodologıá	proteómica	basada	en	la	detección	de	fosfoproteıńas	en	

PBMCs	 humanas	 sienta	 las	 bases	 para	 su	 futura	 aplicación	 en	 la	 caracterización	 funcional	 de	

pacientes	con	EII,	abriendo	la	puerta	al	desarrollo	de	biomarcadores	intracelulares	que	mejoren	el	

diagnóstico,	la	estrati=icación	y	el	seguimiento	terapéutico	en	inmunologı́a	clı́nica	de	precisión.	



 

	
 

9. Los	 ensayos	 in	 vitro	 demostraron	 que,	 a	 corto	 plazo,	 los	 inmunosupresores	 analizados	 no	

modiBican	drásticamente	el	fenotipo	de	las	subpoblaciones	T	y	Treg,	aunque	inducen	cambios	

sutiles	en	la	distribución	espacial	y	la	actividad	funcional.	Tales	efectos	sugieren	que	la	respuesta	

terapéutica	 podrı́a	 depender	 más	 de	 la	 modulación	 funcional	 que	 de	 alteraciones	 fenotı́picas	

masivas.	
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Immune	Regulatory	Disorders	With	an	Autoimmune	Lymphoproliferative	Syndrome-Like	
Phenotype:	 Immunologic	 Evaluation,	 Early	 Diagnosis	 and	 Management.	 Front	 Immunol	
(2021)	12:	doi:	10.3389/Iimmu.2021.671755	

197.		 Hargadon	 KM.	 Genetic	 dysregulation	 of	 immunologic	 and	 oncogenic	 signaling	 pathways	
associated	 with	 tumor-intrinsic	 immune	 resistance:	 a	 molecular	 basis	 for	 combination	
targeted	therapy-immunotherapy	for	cancer.	Cellular	and	Molecular	Life	Sciences	(2023)	80:	
doi:	10.1007/s00018-023-04689-9	

198.		 Toskov	 V,	 Ehl	 S.	 Autoimmune	 lymphoproliferative	 immunodeIiciencies	 (ALPID)	 in	
childhood:	breakdown	of	immune	homeostasis	and	immune	dysregulation.	Mol	Cell	Pediatr	
(2023)	10:	doi:	10.1186/s40348-023-00167-1	



 

183	
 

 BibliograWía	

199.		 Wagner	 EF,	 Nebreda	 A0 R.	 Signal	 integration	 by	 JNK	 and	 p38	 MAPK	 pathways	 in	 cancer	
development.	Nat	Rev	Cancer	(2009)	9:537–549.	doi:	10.1038/nrc2694	

200.		 Canovas	 B,	 Nebreda	 AR.	 Diversity	 and	 versatility	 of	 p38	 kinase	 signalling	 in	 health	 and	
disease.	Nat	Rev	Mol	Cell	Biol	(2021)	22:346–366.	doi:	10.1038/s41580-020-00322-w	

201.		 Hayden	MS,	Ghosh	S.	NF-κB,	the	Iirst	quarter-century:	Remarkable	progress	and	outstanding	
questions.	Genes	Dev	(2012)	26:203–234.	doi:	10.1101/gad.183434.111	

202.		 Glaviano	A,	 Foo	ASC,	 Lam	HY,	 Yap	KCH,	 Jacot	W,	 Jones	RH,	 Eng	H,	Nair	MG,	Makvandi	 P,	
Geoerger	B,	et	al.	PI3K/AKT/mTOR	signaling	transduction	pathway	and	targeted	therapies	
in	cancer.	Mol	Cancer	(2023)	22:	doi:	10.1186/s12943-023-01827-6	

203.		 Hu	X,	li	J,	Fu	M,	Zhao	X,	Wang	W.	The	JAK/STAT	signaling	pathway:	from	bench	to	clinic.	Signal	
Transduct	Target	Ther	(2021)	6:	doi:	10.1038/s41392-021-00791-1	

204.		 Xu	 Z,	 Chu	 M.	 Advances	 in	 Immunosuppressive	 Agents	 Based	 on	 Signal	 Pathway.	 Front	
Pharmacol	(2022)	13:	doi:	10.3389/fphar.2022.917162	

205.		 Oray	 M,	 Abu	 Samra	 K,	 Ebrahimiadib	 N,	 Meese	 H,	 Foster	 CS.	 Long-term	 side	 effects	 of	
glucocorticoids.	 Expert	 Opin	 Drug	 Saf	 (2016)	 15:457–465.	 doi:	
10.1517/14740338.2016.1140743	

206.		 Fevang	B.	Treatment	of	inIlammatory	complications	in	common	variable	immunodeIiciency	
(CVID):	current	concepts	and	future	perspectives.	Expert	Rev	Clin	Immunol	(2023)	19:627–
638.	doi:	10.1080/1744666X.2023.2198208	

207.		 Wang	M,	Zhou	J,	Niu	Q,	Wang	H.	Mechanism	of	tacrolimus	in	the	treatment	of	lupus	nephritis.	
Front	Pharmacol	(2024)	15:	doi:	10.3389/fphar.2024.1331800	

208.		 Park	YJ,	Yoo	SA,	Kim	M,	Kim	WU.	The	Role	of	Calcium–Calcineurin–NFAT	Signaling	Pathway	
in	 Health	 and	 Autoimmune	 Diseases.	 Front	 Immunol	 (2020)	 11:	 doi:	
10.3389/Iimmu.2020.00195	
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250.		 Rao	VK,	Webster	S,	Annašediv	AA,	Annašedivá	A,	Plebani	A,	Schuetz	C,	Shcherbina	A,	Conlon	
N,	Coulter	T,	Dalm	VA,	et	al.	A	randomized,	placebo-controlled	phase	3	 trial	of	 the	PI3Kδ	
inhibitor	 leniolisib	 for	 activated	 PI3Kδ	 syndrome.	
http://ashpublications.org/blood/article-pdf/141/9/971/2036280/blood_bld-2022-
018546-main.pdf	

251.		 Ali	A,	Qureshi	A,	 Shigri	AF,	Alvi	AM,	Malikzai	A.	Leniolisib:	 a	drug	providing	a	promising	
avenue	for	the	treatment	of	activated	phosphoinositide	3-kinase	δ	syndrome	(APDS).	Annals	
of	Medicine	&	Surgery	(2024)	86:3812–3813.	doi:	10.1097/ms9.0000000000002189	

252.		 Fanigliulo	 D,	 Lazzerini	 PE,	 Capecchi	 PL,	 Ulivieri	 C,	 Baldari	 CT,	 Laghi-Pasini	 F.	 Clinically-
relevant	cyclosporin	and	rapamycin	concentrations	enhance	regulatory	T	cell	function	to	a	
similar	 extent	 but	 with	 different	 mechanisms:	 An	 in-vitro	 study	 in	 healthy	 humans.	 Int	
Immunopharmacol	(2015)	24:276–284.	doi:	10.1016/j.intimp.2014.12.021	

253.		 Hussain	Y,	Khan	H.	 “Immunosuppressive	Drugs.,”	Encyclopedia	of	 Infection	and	 Immunity.	
Elsevier	(2022).	p.	726–740	doi:	10.1016/B978-0-12-818731-9.00068-9	

254.		 Seger	C,	Shipkova	M,	Christians	U,	Billaud	EM,	Wang	P,	Holt	DW,	Brunet	M,	Kunicki	PK,	Pawi	
T,	 Langman	 LJ,	 et	 al.	 Assuring	 the	 Proper	 Analytical	 Performance	 of	 Measurement	
Procedures	 for	 Immunosuppressive	 Drug	 Concentrations	 in	 Clinical	 Practice:	
Recommendations	 of	 the	 International	 Association	 of	 Therapeutic	 Drug	Monitoring	 and	
Clinical	 Toxicology	 Immunosuppressive	 Drug	 ScientiIic	 Committee.	 (2016).	
http://journals.lww.com/drug-monitoring	

255.		 Velleca	A,	Shullo	MA,	Dhital	K,	Azeka	E,	Colvin	M,	DePasquale	E,	Farrero	M,	Garcıá-Guereta	
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CB,	et	al.	Combined	treatment	of	graft	versus	host	disease	using	donor	regulatory	T	cells	and	
ruxolitinib.	Sci	Rep	(2022)	12:	doi:	10.1038/s41598-022-12407-x	



 

188	
 

 BibliograWía	

259.		 Keenan	C,	Nichols	KE,	Albeituni	S.	Use	of	the	JAK	Inhibitor	Ruxolitinib	in	the	Treatment	of	
Hemophagocytic	 Lymphohistiocytosis.	 Front	 Immunol	 (2021)	 12:	 doi:	
10.3389/Iimmu.2021.614704	

260.		 Fan	 S,	 Huo	 WX,	 Yang	 Y,	 Shen	 MZ,	 Mo	 XD.	 EfIicacy	 and	 safety	 of	 ruxolitinib	 in	 steroid-
refractory	 graft-versus-host	 disease:	 A	 meta-analysis.	 Front	 Immunol	 (2022)	 13:	 doi:	
10.3389/Iimmu.2022.954268	
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277.		 Garcia-Prat	M,	A0 lvarez-Sierra	D,	Aguiló-Cucurull	A,	Salgado-Perandrés	S,	Briongos-Sebastian	
S,	Franco-Jarava	C,	Martin-Nalda	A,	Colobran	R,	Montserrat	I,	Hernández-González	M,	et	al.	
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ANEXOS	

8. 
“Ella	no	solo	dominó	las	máquinas.	Enseñó	a	otras	mujeres	a	dominarlas.”	

	
—	Dorothy	Vaughand	
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 Anexos	

8.	Anexos	
8.1	Anexo	I:	Consentimiento	informado	de	pacientes	
	

INTRODUCCION	

Nos	dirigimos	a	usted	para	informarle	sobre	un	estudio	de	investigación	en	el	que	se	le	invita	a	participar	

a	usted	o	su	"hijo/a.	El	estudio	ha	sido	aprobado	por	un	Comité	de	Ep tica	de	la	Investigación,	de	acuerdo	con	

la	legislación	vigente.	Nuestra	intención	es	tan	solo	que	usted	reciba	la	información	correcta	y	su=iciente	

para	que	pueda	evaluar	y	juzgar	si	quiere	o	no	participar	en	este	estudio.	Para	ello	lea	esta	hoja	informativa	

con	atención	y	nosotros	le	aclararemos	las	dudas	que	le	puedan	surgir	después	de	la	explicación.	Ademas,	

puede	consultar	con	las	personas	que	considere	oportuno.	

PARTICIPACIÓN	VOLUNTARIA	

Debe	 saber	 que	 su	 participación	 en	 este	 estudio	 es	 voluntaria	 y	 que	 puede	 decidir	 no	 participar	 o	

cambiar	su	decisión	y	retirar	el	consentimiento	en	cualquier	momento,	sin	que	por	ello	se	altere	la	relación	

con	su	médico	ni	se	produzca	perjuicio	alguno	en	el	tratamiento	de	usted	o	su	"hijo/a.	

DESCRIPCIÓN	GENERAL	DEL	ESTUDIO:	

Las	 inmunode=iciencias	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	 pensó	 que	 las	 infecciones	 eran	 la	 principal	manifestación	 de	 estas	

enfermedades,	 actualmente	 sabemos	 que	 alrededor	 del	 25%	 de	 los	 pacientes	 afectos	 sufrirán	 alguna	

complicación	que	llamamos	de	"desregulación	inmune",	lo	que	implica:	alguna	enfermedad	autoinmune,	

autoin=lamatoria	o	linfoproliferacion.	Estas	manifestaciones	en	ocasiones	son	difı́ciles	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	función	regular	el	sistema	inmunitario.	Hipotetizamos	

que	cuando	esta	célula	no	funciona	adecuadamente	en	una	persona,	esta	puede	desarrollar	sıńtomas	de	

desregulación	 inmune.	 Por	 ello,	 evaluar	 la	 funcion	 de	 la	 Treg	 puede	 ser	 crucial	 para	 conocer	 si	

efectivamente	existen	alteraciones	en	su	función.	Ademas,	consideramos	que	modi=icar	directamente	esta	

célula	podrıá	ser	una	opción	de	tratamiento	futuro	en	algunos	pacientes.	Por	este	motivo	se	ha	diseñado	

este	estudio:	estudiaremos	las	células	inmunes	de	la	sangre,	incluidas	las	células	Treg,	mediante	técnicas	

so=isticadas	y	exhaustivas,	para	entender	mejor	cuál	es	su	disfunción	en	pacientes	con	inmunode=iciencias	

primarias	 y	 sıńtomas	 de	 desregulación	 inmune;	 y	 =inalmente,	 averiguar	 si	 una	 terapia	 basada	 en	 Treg	

podrıá	 ser	 el	 tratamiento	 de	 ciertas	 manifestaciones	 autoinmunes	 o	 in=lamatorias.	 Por	 este	 motivo	
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consideramos	seleccionar	pacientes	con	estas	manifestaciones	y	estudiar	la	función	inmune	y	de	las	células	

Treg	en	usted	o	su	"hijo/a.	

BENEFICIOS	Y	RIESGOS	DERIVADOS	DE	SU	PARTICIPACIÓN	EN	EL	ESTUDIO	

De	este	estudio	usted	o	su	"hijo/a	no	obtendrá	un	bene=icio	personal	directo,	sino	que	contribuirá	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	ningún	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	comunicación	y	la	cesión	

de	los	datos	de	carácter	personal	de	todos	los	participantes	se	ajustara	a	la	legislación	vigente	(Reglamento	

Europeo	UE	2016/679	y	Ley	Orgánica	3/2018	de	5	de	diciembre	de	Protección	de	Datos	Personales).	Los	

datos	para	este	estudio	se	recogerán	identi=icados	únicamente	mediante	un	código,	por	lo	que	no	se	incluirá	

ningún	tipo	de	 información	que	permita	 identi=icar	a	 los	participantes.	Solo	el	médico	del	estudio	y	sus	

colaboradores	podrán	relacionar	los	datos	recogidos	en	el	estudio	con	su	historia	clıńica.	Su	identidad	no	

estará	 al	 alcance	 de	 ninguna	 otra	 persona	 a	 excepción	 de	 una	 urgencia	médica	 o	 requerimiento	 legal.	

Podran	tener	acceso	a	su	información	personal	identi=icada,	las	autoridades	sanitarias,	el	Comité	de	Ep tica	

de	Investigación	y	personal	autorizado	por	el	promotor	del	estudio,	cuando	sea	necesario	para	comprobar	

datos	 y	 procedimientos	 del	 estudio,	 pero	 siempre	manteniendo	 la	 con=idencialidad	 de	 acuerdo	 con	 la	

legislación	vigente.	Solo	se	cederán	a	terceros	y	a	otros	paıśes	los	datos	codi=icados,	que	en	ningún	caso	

contendrán	 información	 que	 pueda	 identi=icar	 al	 participante	 directamente	 (como	 nombre	 y	 apellidos,	

iniciales,	dirección,	numero	de	la	seguridad	social,	etc.).	En	el	supuesto	de	que	se	produjera	esta	cesión,	

seria	 para	 la	 misma	 =inalidad	 del	 estudio	 descrito	 y	 garantizando	 la	 con=idencialidad.	 No	 se	 tomarán	

decisiones	automatizadas	de	sus	datos	ni	se	elaborarán	per=iles.	Si	se	realizara	una	transferencia	de	datos	

codi=icados	fuera	de	la	UE,	ya	sea	a	entidades	relacionadas	con	el	centro	hospitalario	donde	usted	participa,	

o	a	 investigadores	que	colaboren	con	su	médico,	sus	datos	quedaran	protegidos	por	salvaguardas	como	

contratos	u	otros	mecanismos	establecidos	por	las	autoridades	de	protección	de	datos.	Usted	puede	ejercer	

los	 derechos	 de	 acceso,	 modi=icación,	 oposición,	 supresión,	 limitación	 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	más	 sobre	 con=idencialidad,	 deberá	 dirigirse	 al	 investigador	

principal	 del	 estudio	 o	 al	 delegado	 de	 Protección	 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	Protección	de	dades	(http://apdcat.gencat.cat/ca/contacte/apdcat@gencat.cat)	o	a	

la	Agencia	de	Protección	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	

http://www.agpd.es/portalwebAGPD/CanalDelCiudadano/index-ides-idphp.php
http://www.agpd.es/portalwebAGPD/CanalDelCiudadano/index-ides-idphp.php
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garantizar	 la	 validez	 de	 la	 investigación,	 pero	 no	 se	 recogerán	 nuevos	 datos	 si	 usted	 decide	 dejar	 de	

participar.	El	Investigador	conservaran	los	datos	recogidos	para	el	estudio	al	menos	hasta	5	años	tras	su	

=inalización.	Posteriormente,	la	información	personal	solo	se	conservará	por	el	centro	para	el	cuidado	de	

su	salud	y	por	el	investigador	o	promotor	para	otros	=ines	de	investigación	cientı=́ica	si	el	paciente	hubiera	

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

Si	 da	 su	 consentimiento,	 los	 datos	 recogidos	 durante	 este	 estudio,	 podrıán	 utilizarse	 para	 futuros	

proyectos	de	investigación	relacionados	con	este,	siempre	manteniendo	la	con=idencialidad	tal	como	se	ha	

expuesto.	

OBTENCIÓN	Y	UTILIZACIÓN	DE	MUESTRAS	BIOLÓGICAS	

La	participación	usted	o	su	"hijo/a	en	este	estudio	conlleva	la	obtención	de	datos	clıńicos	y	de	muestras	

de	sangre	que	se	obtendrán	en	el	curso	del	proceso	de	seguimiento	habitual	de	la	enfermedad	de	usted	o	

su	"hijo/a.	No	supondrá	más	visitas	que	 las	propias	del	seguimiento	habitual.	La	visita	puede	alargarse	

aproximadamente	15	minutos	más,	para	la	discusión	de	la	información	detallada	en	esta	hoja.	La	obtención	

de	las	muestras	de	sangre	será	al	inicio	del	estudio	y	tras	obtención	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	 algún	 tratamiento	

inmunosupresor,	y	siempre	que	esta	cantidad	se	encuentre	dentro	de	los	parámetros	éticos	establecidos	

sobre	el	volumen	de	sangre	extraıb́le	para	recerca	según	el	peso	del	paciente.	De	conformidad	con	lo	que	

establece	la	Ley	14/2007	de	investigación	biomédica	y	el	Real	Decreto	1716/2011	por	el	que	se	regula	la	

utilización	de	muestras	biológicas	en	investigación,	al	=irmar	este	documento	usted	acepta	que	se	utilicen	

las	muestras	que	se	obtendrán	para	 las	 =inalidades	del	presente	estudio.	Los	estudios	que	se	realizaran	

sobre	 la	 muestra	 de	 sangre	 de	 usted	 o	 su	 hijo/a	 son	 estudios	 de	 función	 inmune	 de	 los	 linfocitos	 T	

reguladores	 y	 las	 vıás	 inmunes	 relacionadas	 que	 permiten	 evitar	 las	 enfermedades	 por	 desregulación	

inmune	y	estudios	genéticos	sobre	el	DNA	de	usted	o	su	hijo/a	para	el	diagnóstico	de	su	inmunode=iciencia	

primaria.	

Las	muestras	usted	o	su	hijo/a	serán	procesadas	en	el	momento	o	se	mantendrán	almacenadas	en	el	

Biobanco	del	hospital	hasta	su	utilización,	según	cada	uno	de	los	objetivos	de	este	estudio.	Se	utilizará	un	

código	para	identi=icar	su	muestra	y	no	se	utilizará	ningún	dato	de	usted	o	su	"hijo/a	que	pueda	desvelar	

su	identidad.	Up nicamente	el	médico	del	estudio	y	sus	colaboradores	podrán	relacionar	la	muestra	con	usted	

o	su	hijo/a.	Los	datos	que	se	deriven	de	la	utilización	de	estas	muestras	se	trataran	del	mismo	modo	que	el	

resto	de	los	datos	que	se	obtengan	durante	este	estudio.	

La	cesión	de	muestras	biológicas	para	este	estudio	es	gratuita	y	voluntaria.	Esto	supone	que	usted	o	su	

hijo/a	 no	 tendrá	 derechos	 sobre	 posibles	 bene=icios	 comerciales	 de	 los	 descubrimientos	 que	 pudieran	

derivarse	del	resultado	de	la	investigación	biomédica.	Si	se	obtuviera	información	relevante	que	pudiera	

afectar	a	la	salud	usted	o	su	hijo/a	o	a	la	de	sus	familiares,	se	le	noti=icara.	En	caso	de	que	fuera	necesario	
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contactar	con	usted	o	su	hijo/a,	se	utilizarıán	los	datos	que	constan	en	su	historia	clıńica.	No	obstante,	se	

respetará	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	realizarán	análisis	

genéticos	por	paneles	de	 genes	 conocidos	hasta	 la	 fecha;	 en	 caso	de	no	 identi=icarse	 la	 causa	genética,	

podrán	realizarse	en	un	futuro	estudios	avanzados	con	relación	a	 la	enfermedad	de	usted	o	su	hijo/a,	y	

cuyos	resultados,	al	tratarse	de	estudios	de	investigación	exploratorios,	pueden	no	proporcionar	de	forma	

inmediata,	información	útil	para	guiar	el	diagnostico	o	el	tratamiento.	
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8.2	Anexo	II:	Plan	de	gestión	de	datos	
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Esta	página	ha	sido	intencionalmente	dejada	En	Blanco		
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8.3	Anexo	III:	Estrategia	de	gating	
	

8.3.1	Panel	de	Linfocitos	T	
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8.3.2	Panel	de	Linfocitos	Treg	
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8.3.3	Panel	de	dendríticas	(DC)	
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8.3.4	Panel	de	TBNK	
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8.3.5	Panel	de	TFH	
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8.3.6	Panel	de	Linfocitos	B	
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8.3.7	Panel	de	funcionalidad	Treg	
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8.4	Anexo	IV:	Códigos	de	R	
	

```{r}	

#	Cargar	tidyverse	para	usar	dplyr	

library(tidyverse)	

```	

	

```{r}	

#	Leer	el	CSV	

df	<-	read.csv2(=ile.choose(),	stringsAsFactors	=	FALSE)	

	

#	Añadir	la	columna	'Timepoint'	extrayendo	T0,	T1,	T2,	T3	o	TBIS	de	la	columna	'Paciente'	

df	<-	df	%>%	

		mutate(Timepoint	=	str_extract(Paciente,	"\\bT0\\b|\\bT1\\b|\\bT2\\b|\\bT3\\b|\\bTBIS\\b"))	

	

#	Veri=icar	que	se	haya	creado	correctamente	

head(df)	

	

write.csv(df,	"/Users/albertomecazapata/Desktop/Excel_timepoints_con_grupos.csv",	row.names	=	
FALSE)	

```	

```{r}	

#	Leer	el	CSV	

df	<-	read_csv(=ile.choose(),	locale	=	locale(encoding	=	"UTF-8"))	

	

#	Especi=icar	columnas	que	NO	se	deben	normalizar	

excluir_cols	<-	c("Poblacion",	"Paciente",	"Timepoint")	

	

#	Seleccionar	columnas	numéricas	que	NO	están	en	la	lista	de	exclusión	

columnas_a_normalizar	<-	df	%>%	

		select(-all_of(excluir_cols))	%>%	

		select(where(is.numeric))	%>%	

		colnames()	
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#	Aplicar	normalización	(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	T0	

```{r}	

#	Cargar	librerı́as	necesarias	

library(readr)	

library(dplyr)	

	

#	Leer	el	archivo	normalizado	

df_normalizado	<-	read_csv(=ile.choose(),	locale	=	locale(encoding	=	"UTF-8"))	

	

#	Filtrar	solo	las	=ilas	con	Timepoint	==	"T0"	

df_T0	<-	df_normalizado	%>%	

		=ilter(Timepoint	==	"T0")	

	

#	Guardar	el	nuevo	CSV	con	solo	T0	

write_csv(df_T0,	"/Users/albertomecazapata/Desktop/Sin_normalizar_T0_sin_grupo.csv")	

```	

```{r}	

#	Paquetes	necesarios	

library(reshape2)	

library(ggplot2)	

```	

APLICAMOS	SHAPIRO-WILK	A	LOS	DATOS	SIN	NORMALIZAR	

```{r}	

#	Asegurarse	de	que	todas	las	columnas	son	numéricas	
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Sin_normalizar_T0_sin_grupo	<-	data.frame(	

		lapply(Sin_normalizar_T0_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	únicos,	constantes	o	fallos	

		}	

})	

	

#	Crear	un	data	frame	para	gra=icar	

normality_df	<-	data.frame(Variable	=	names(normality_pvals),	P_Value	=	normality_pvals)	

	

#	Eliminar	NA	

normality_df	<-	na.omit(normality_df)	

	

#	Añadir	categorı́a	de	normalidad	

normality_df$Normality	<-	ifelse(normality_df$P_Value	>	0.05,	"Normal",	"No	normal")	

	

#	Gra=icar	como	heatmap		

library(ggplot2)	

ggplot(normality_df,	aes(x	=	reorder(Variable,	-P_Value),	y	=	1,	=ill	=	P_Value))	+	

		geom_tile()	+	

		scale_=ill_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)",	
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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	

```{r}	

#	Asegurarse	de	que	todas	las	columnas	son	numéricas	

Normalizado_T0_sin_grupo	<-	data.frame(	

		lapply(Normalizado_T0_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	gra=icar	

normality_df	<-	data.frame(Variable	=	names(normality_pvals),	P_Value	=	normality_pvals)	

	

#	Eliminar	NA	

normality_df	<-	na.omit(normality_df)	

	

#	Añadir	categorı́a	de	normalidad	

normality_df$Normality	<-	ifelse(normality_df$P_Value	>	0.05,	"Normal",	"No	normal")	
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#	Gra=icar	como	heatmap		

library(ggplot2)	

ggplot(normality_df,	aes(x	=	reorder(Variable,	-P_Value),	y	=	1,	=ill	=	P_Value))	+	

		geom_tile()	+	

		scale_=ill_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	DISTRIBUCIOp N	NORMAL	

AHORA	PASAMOS	A	GRAFICAR	PARA	DIFERENCIAR	ENTRE	PACIENTES	Y	CONTROLES	

```{r}	

#	Cargar	librerı́as	

library(umap)	

library(ggplot2)	

library(dplyr)	

library(readr)	

```	

	

```{r}	

#	Leer	el	CSV	

df	<-	read_csv(=ile.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	visualización	

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"))	

	

#	Gra=icar	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"	

		)	

```	

	

```{r}	

#	Añadir	columna	Poblacion	para	visualizarla	

umap_df$Poblacion	<-	df$Poblacion	

	

#	Gra=icar	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	

```{r}	

if	(!requireNamespace("sva",	quietly	=	TRUE))	{	

		install.packages("sva")	

}	

```	

	

```{r}	

library(sva)	

```	

```{r}	

#	Transponer	los	datos	para	ComBat	(con	variables	en	=ilas	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)	

```	

```{r}	

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	

```{r}	

library(readr)	

library(dplyr)	

	

#	Leer	el	CSV	

df	<-	read_csv(=ile.choose(),	locale	=	locale(encoding	=	"UTF-8"))	
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#	Eliminar	las	últimas	6	=ilas	(controles)	

df_sin_ult6	<-	df	%>%	slice(1:(n()	-	6))	

	

#	Guardar	el	nuevo	CSV	

write_csv(df_sin_ult6,	"Normalizado_T0_sin_grupo_sin_ult6.csv")	

```	

	

```{r}	

install.packages("ConsensusClusterPlus")	

```	

	

```{r}	

library(readr)	

library(dplyr)	

library(factoextra)						#	para	fviz_nbclust,	fviz_gap_stat	

library(ConsensusClusterPlus)		#	para	consensus	clustering	

library(cluster)	

	

#	Leer	CSV	

df	<-	read_csv(=ile.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	
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expr_scaled	<-	scale(datos_imputados)	

	

#	Heurı́stica	raı́z	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,	

																																pItem	=	0.8,	

																																clusterAlg	=	"hc",	

																																distance	=	"euclidean",	

																																seed	=	1234,	

																																plot	=	"pdf")	

```	

	

ESTO	ES	OPCIONAL;	NO	PARECE	QUE	NOS	ESTE	SALIENDO	LO	QUE	QUEREMOS	

```{r}	

if	(!requireNamespace("BiocManager",	quietly	=	TRUE))	

		install.packages("BiocManager")	

BiocManager::install("=lowCore")	

#	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")	

```	

	

```{r}	

library(=lowCore)	

library(FlowSOM)	

library(tidyverse)	

library(umap)	

```	

	

```{r}	

#	----	1.	Leer	datos	completos	(igual	que	antes)	----	

df_completo	<-	read_csv(=ile.choose(),	locale	=	locale(encoding	=	"UTF-8"))	

	

#	----	2.	Separar	datos	de	entrenamiento	(sin	últimos	6	controles)	----	

df_entrenamiento	<-	df_completo	%>%	slice(1:(n()-6))	

	

#	----	3.	Preprocesamiento	datos	entrenamiento	CON	CORRECCIOp N	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	Corrección	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	=	=lowFrame(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)]	

}	

	

#	----	Conversión	segura	de	S4	a	vector	----	

if(isS4(cluster_assignment))	{	

		tryCatch({	

				cluster_assignment	<-	as.numeric(cluster_assignment)		#	Opción	1	

		},	error	=	function(e)	{	

				try({	

						cluster_assignment	<-	cluster_assignment@values		#	Opción	2	

				},	silent	=	TRUE)	

		})	

}	

	

#	Veri=icación	=inal	

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],	

		UMAP2	=	umap_result$layout[,2],	

		Cluster	=	factor(cluster_assignment),		#	Ahora	deberı́a	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	=	c(16,	17))	+		#	16=cıŕculo	(muestras),	17=triángulo	(controles)	

		labs(	

				title	=	"Visualización	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	SIp	

```{r}	

#	----	1.	Leer	datos	COMPLETOS	----	

df_completo	<-	read_csv(=ile.choose(),	locale	=	locale(encoding	=	"UTF-8"))	

	

#	----	2.	Separar	datos	de	entrenamiento	(sin	últimos	6	controles)	----	

df_entrenamiento	<-	df_completo	%>%	slice(1:(n()-6))	
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#	----	3.	Preprocesamiento	datos	entrenamiento	CON	CORRECCIOp N	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	Diagnóstico	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	corrección	

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	corrección	(por	Población)",	

					xlab	=	"PC1",	ylab	=	"PC2")	

legend("topright",	legend	=	levels(as.factor(batch)),		

							col	=	1:length(unique(batch)),	pch	=	19)	

	

#	3.3	Corrección	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	(diagnóstico)	

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	Población)",	
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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	=	=lowFrame(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$center,	
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																											scale	=	pca_modelo$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)]	

}	

	

#	Conversión	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)	

		})	

}	

	

#	----	8.	Crear	UMAP	----	

set.seed(42)	

umap_result	<-	umap(pca_completo)	

	

umap_df	<-	data.frame(	

		UMAP1	=	umap_result$layout[,1],	

		UMAP2	=	umap_result$layout[,2],	

		Cluster	=	factor(cluster_assignment),	

		Tipo	=	factor(c(	

				rep("Muestra",	nrow(df_entrenamiento)),	

				rep("Control",	nrow(df_completo)	-	nrow(df_entrenamiento))	



 

236	
 

 Anexos	

		)),	

		Poblacion	=	df_completo$Poblacion		#	Para	veri=icar	efecto	lote	en	UMAP	

)	

	

#	Visualización	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()	

	

#	Veri=icación	adicional	para	ver	si	persiste	el	efecto	de	Población	

ggplot(umap_df,	aes(x	=	UMAP1,	y	=	UMAP2,	color	=	Poblacion,	shape	=	Tipo))	+	

		geom_point(size	=	3,	alpha	=	0.7)	+	

		labs(title	=	"UMAP:	Veri=icación	de	efecto	lote	(Población)",	

							x	=	"UMAP1",	y	=	"UMAP2")	+	

		theme_minimal()	

```	

```{r}	

#	Cargar	los	datos	

df	<-	read_csv(=ile.choose(),	locale	=	locale(encoding	=	"UTF-8"))	

	

#	Especi=icar	las	columnas	que	NO	quieres	normalizar	

excluir	<-	c("Poblacion",	"Paciente",	"Grupo",	"Timepoint")	

	

#	Seleccionar	las	columnas	a	normalizar	

cols_a_normalizar	<-	setdiff(colnames(df),	excluir)	

	

#	Aplicar	la	normalización	(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	

```{r}	

#	Cargar	librerı́as	

library(umap)	

library(ggplot2)	

library(dplyr)	

library(readr)	

library(sva)	

```	

	

```{r}	

#	Leer	el	CSV	

df	<-	read_csv(=ile.choose(),	locale	=	locale(encoding	=	"UTF-8"))	

	

#	Primero	veri=icar	los	nombres	exactos	de	las	columnas	

colnames(df)	

table(df$Grupo)	

```	

	

```{r}	

#	Leer	el	CSV	

df	<-	read_csv(=ile.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(.)))	0	else	ifelse(is.na(.),	mean(.,	na.rm	=	TRUE),	.)	

		}))	%>%	

		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	proyección	(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))	%>%	

		#	Imputación	de	datos	
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		mutate(across(everything(),	~	{	

				if	(all(is.na(.)))	0	else	ifelse(is.na(.),	mean(.,	na.rm	=	TRUE),	.)	

		}))	%>%	

		mutate(across(everything(),	as.numeric))	

	

#	Veri=icar	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	=inal	combinado	

umap_df_=inal	<-	data.frame(	

		UMAP1	=	c(umap_model$layout[,1],	controles_proyectados[,1]),	

		UMAP2	=	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)	

)	

	

#	Gra=icar	

ggplot(umap_df_=inal,	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	población)	con	controles	proyectados",	

				x	=	"UMAP	1",		

				y	=	"UMAP	2",	

				color	=	"Grupo",	

				shape	=	"Población"	

		)	+	

		scale_color_manual(values	=	c("Paciente"	=	"#F8766D",	"Control"	=	"#00BFC4"))	+	



 

240	
 

 Anexos	

		scale_shape_manual(values	=	c(16,	17,	15,	18))		#	Diferentes	formas	para	cada	población	

```	

PARA	SACAR	EL	UMAP	de	pacientes	(clusterizados	en	3	grupos)	y	con	los	controles	proyectados	

```{r}	

#	Leer	el	CSV	

df	<-	read_csv(=ile.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(.)))	0	else	ifelse(is.na(.),	mean(.,	na.rm	=	TRUE),	.)	

		}))	%>%	

		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		#	Número	de	clusters	deseado	

clusters_pacientes	<-	kmeans(umap_model$layout,	centers	=	k)$cluster	

	

#	Preparar	datos	de	controles	para	proyección	(sin	clustering)	

datos_controles	<-	df_controles	%>%		

		select(-Poblacion,	-Timepoint,	-Grupo,	-Paciente)	%>%	

		select(colnames(datos_imputados_pacientes))	%>%	

		mutate(across(everything(),	~	{	

				if	(all(is.na(.)))	0	else	ifelse(is.na(.),	mean(.,	na.rm	=	TRUE),	.)	

		}))	%>%	

		mutate(across(everything(),	as.numeric))	

	

#	Proyectar	controles	(sin	incluirlos	en	el	clustering)	

controles_proyectados	<-	predict(umap_model,	as.matrix(datos_controles))	

	

#	Crear	dataframe	=inal	combinado	(pacientes	+	controles)	

umap_df_=inal	<-	data.frame(	

		UMAP1	=	c(umap_model$layout[,1],	controles_proyectados[,1]),	

		UMAP2	=	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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		#	Añadir	columna	de	clusters	(NA	para	controles)	

		Cluster	=	factor(c(clusters_pacientes,	rep(NA,	nrow(df_controles))))	

)	

	

#	Gra=icar	(colores	por	cluster,	formas	por	población)	

ggplot(umap_df_=inal,	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	=	c(16,	17))		#	16:	Pacientes,	17:	Controles	

```	

	

EXTRAER	LOS	DATOS	PROMEDIO	DE	LOS	CLUSTERS	

```{r}	

#	Combinar	los	datos	originales	de	pacientes	con	la	información	de	clusters	

df_pacientes_con_cluster	<-	df_pacientes	%>%	

		mutate(Cluster	=	as.factor(clusters_pacientes))	

	

#	Agregar	los	controles	con	Cluster	=	NA		

df_=inal_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_=inal	<-	bind_rows(	

		promedios_por_cluster,	

		promedios_controles	

)	

	

#	Reordenar	columnas	para	que	Cluster	sea	la	primera	

resultado_=inal	<-	resultado_=inal	%>%	

		select(Cluster,	everything())	

	

#	Guardar	el	resultado	en	un	CSV	

write_csv(resultado_=inal,	"promedios_por_cluster.csv")	

	

#	Mostrar	el	resultado	

print(resultado_=inal)	

```	



 

244	
 

 Anexos	

RANDOM	FOREST	CON	LOS	CLUSTERES	

```{r}	

#	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)	

```	

	

```{r}	

#	----	HEATMAP	DE	PERFILES	----	

#	Usamos	el	resultado_=inal	que	contiene	los	promedios	por	cluster	

per=il_mat	<-	as.matrix(resultado_=inal	%>%		

																								select(-Cluster,	-Poblacion,	-Timepoint,	-Grupo)	%>%	

																								select(where(is.numeric)))	

	

#	Asignamos	nombres	de	=ila	

rownames(per=il_mat)	<-	paste0("Cluster_",	resultado_=inal$Cluster)	

	

#	Generamos	el	heatmap	

pheatmap(per=il_mat,	

									cluster_rows	=	TRUE,	

									cluster_cols	=	TRUE,	

									scale	=	"column",	

									main	=	"Per=il	inmunológico	promedio	por	cluster",	
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									fontsize	=	6,															#	Reduce	el	tamaño	de	todo	el	texto	

									fontsize_col	=	3,											#	Texto	de	columnas	(eje	X)	

									fontsize_row	=	8)											#	Texto	de	=ilas	(opcional)	

	

#	----	TEST	ESTADIpSTICO	POR	MARCADOR	(Kruskal-Wallis)	----	

#	Primero	preparar	los	datos	originales	con	la	asignación	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	grá=ico	

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,	=ill	=	Cluster))	+	

		geom_boxplot()	+	

		facet_wrap(~	variable,	scales	=	"free_y")	+	

		theme_minimal()	+	
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		labs(title	=	"Top	marcadores	inmunológicos	que	discriminan	clusters",	

							y	=	"Valor	escalado")	

	

#	----	RANDOM	FOREST	CON	IMPUTACIOp N	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.	Veri=icar	estructura	de	los	datos	

str(rf_data)	

print(paste("Número	de	NA	antes	de	imputación:",	sum(is.na(rf_data))))	

	

#	3.	Imputación	con	veri=icación	

rf_data_imputed	<-	tryCatch({	

		imp	<-	missForest(rf_data,	verbose	=	TRUE)	

		print(paste("Error	de	imputación	OOB:",	imp$OOBerror))	

		imp$ximp	

},	error	=	function(e)	{	

		message("Falló	missForest,	usando	imputación	por	mediana:	",	e$message)	

		rf_data	%>%		

				mutate(across(where(is.numeric),	~ifelse(is.na(.),	median(.,	na.rm	=	TRUE),	.)))	

})	

	

#	4.	Veri=icación	post-imputación	

print(paste("Número	de	NA	después	de	imputación:",	sum(is.na(rf_data_imputed))))	

stopifnot(nrow(rf_data_imputed)	==	nrow(rf_data))			

	

#	5.	Asegurar	que	las	clases	no	están	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	veri=icación	

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)	

		#	Versión	más	robusta	con	parámetros	ajustados	

		randomForest(	

				Cluster	~	.,	

				data	=	rf_data_imputed,	

				importance	=	TRUE,	

				ntree	=	200,	

				mtry	=	max(=loor(ncol(rf_data_imputed)/3),	1),	

				nodesize	=	5	

		)	

})	

	

#	7.	Veri=icar	que	el	modelo	se	ejecutó	correctamente	

if(!exists("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))	

	

#	Visualización	

ggplot(head(rf_df,	15),	aes(x	=	reorder(Marker,	MeanDecreaseGini),	y	=	MeanDecreaseGini))	+	

		geom_col(=ill	=	"steelblue")	+	

		coord_=lip()	+	

		labs(title	=	"Importancia	de	Variables	(Random	Forest)",	

							subtitle	=	paste("Modelo	con",	rf_model$ntree,	"árboles"),	

							x	=	"Marcador",	

							y	=	"Mean	Decrease	Gini")	+	

		theme_minimal()	

```	

CON	COLUMNAS	ESPECIpFICAS	

```{r}	

library(tidyverse)	

library(pheatmap)	

```	

	

```{r}	

#	----	HEATMAP	DE	PERFILES	(=iltrado	por	subconjunto	especı=́ico	que	queremos	estudiar)	----	

	

#	Cargar	datos	con	readr::read_csv	para	forzar	porque	nos	está	dando	error...	

promedios	<-	readr::read_csv("T0/promedios_por_cluster.csv")	

	

#	De=ine	las	columnas	que	quieres	para	el	heatmap	

columnas_interes	<-	c(	

		"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	per=iles	celulares",	

									fontsize_row	=	10)	

```	

SI	QUISIERAMOS	QUE	ORDENARA	LOS	CLUSTERS	HABRIpA	QUE	CAMBIAR	EL	COp DIGO	CON	
pheatmap(matriz_heatmap,	

									scale	=	"row",	

									clustering_method	=	"complete",	

									cluster_rows	=	FALSE,	

									main	=	"Heatmap	per=iles	celulares",	

									fontsize_row	=	10)	

	

AHORA	QUEREMOS	KRUSCAL	+	FDR	

```{r}	

str(kruskal_table)	

colnames(kruskal_table)	
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```	

```{r}	

str(merged)	

colnames(merged)	

```	

```{r}	

library(dplyr)	

```	

	

```{r}	

#	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")	

	

#	Veri=icar	que	haya	coincidencias	

if	(nrow(merged)	==	0)	stop("No	hay	marcadores	coincidentes	entre	Kruskal	y	RF.	Revisa	los	nombres.")	

	

#	Elegir	los	top	15	marcadores	más	importantes	según	Random	Forest	

top_markers_rf	<-	head(rf_df$Marker,	15)	

	

#	Filtrar	los	biomarcadores	que	sean	signi=icativos	(FDR	<	0.05)	y	estén	entre	los	más	importantes	para	
RF	

=inal_biomarkers	<-	merged	%>%	

		dplyr::=ilter(FDR	<	0.05	&	Marker	%in%	top_markers_rf)	%>%	

		dplyr::arrange(FDR)	

	

#	Ver	resultado	

print(=inal_biomarkers)	

```	

POSTHOC	

```{r}	
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install.packages("FSA")	

```	

	

```{r}	

library(FSA)	

```	

	

```{r}	

#	Crear	lista	donde	guardar	los	resultados	

dunn_results_list	<-	list()	

print(dunn_results_=inal)	

```	

	

	

```{r}	

missing_markers	<-	setdiff(=inal_biomarkers$Marker,	colnames(expr_df))	

print(missing_markers)	

```	

	

```{r}	

valid_markers	<-	intersect(=inal_biomarkers$Marker,	colnames(expr_df))	

```	

	

```{r}	

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_=inal	<-	bind_rows(dunn_results_list)	

head(dunn_results_=inal)	

```	

	

GRAFICAMOS	AHORA,	PRIMERO	HEATMAP	

```{r}	

library(pheatmap)	

```	

	

```{r}	

#	Seleccionar	datos	de	los	marcadores	=inales	

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	expresión	media	por	Cluster",	

									fontsize_row	=	10,	

									fontsize_col	=	10)	

```	

	

AHORA	GRAFICAMOS	BOXPLOTS	

```{r}	

library(ggplot2)	

library(tidyr)	

```	

	

```{r}	

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,	=ill	=	factor(Cluster)))	+	

		geom_boxplot(outlier.size	=	0.8)	+	

		facet_wrap(~	Marker,	scales	=	"free_y")	+	

		theme_minimal()	+	
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		labs(x	=	"Cluster",	y	=	"Expresión",	=ill	=	"Cluster")	+	

		theme(strip.text	=	element_text(size	=	8))	

```	

```{r}	

install.packages("fmsb")	

```	

	

```{r}	

library(fmsb)	

```	

```{r}	

#	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	

	

#	Máximos	y	mı́nimos	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	=	"Per=il	de	expresión	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	

```{r}	

#	---	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	gra=ico---	

	

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	=	"Per=il	inmunológico	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,	=ill	=	Cluster))	+	

		geom_boxplot()	+	

		facet_wrap(~	Marker,	scales	=	"free_y")	+	

		theme_minimal()	+	

		labs(title	=	"Distribución	de	marcadores	signi=icativos	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)	



 

258	
 

 Anexos	

		imp$ximp	

},	error	=	function(e)	{	

		message("Falló	missForest,	imputación	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(=ill	=	"steelblue")	+	

		coord_=lip()	+	

		labs(title	=	"Importancia	de	Variables	(Random	Forest)",	

							subtitle	=	paste("Modelo	con",	rf_model$ntree,	"árboles"),	

							x	=	"Marcador",	

							y	=	"Mean	Decrease	Gini")	+	

		theme_minimal()	

```	

	

```{r}	

#	---	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)	

	

#	Escalar	entre	0	y	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	per=iles	promedio	por	Cluster	(incluyendo	controles)")	

```	

	

```{r}	

#	---	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.	Con=igurar	grá=ico	

dev.new(width	=	10,	height	=	10,	unit	=	"in")		#	Dispositivo	externo	de	8x8	pulgadas	

par(mar	=	c(1,	1,	3,	1))		#	Márgenes	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	=	"Per=iles	por	clúster	(normalizado)"	

)	

```	

	

```{r}	

#	---	PASO	5.1:	Grá=icos	con	anotaciones	de	Dunn	---	

library(ggpubr)	

```	

	

```{r}	

for	(marcador	in	valid_markers)	{	

		if	(p_adj[marcador]	<	0.05)	{	
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				message(paste("\nProcesando:",	marcador))	

					

				#	Extraer	comparaciones	signi=icativas	

				dunn_=iltrado	<-	dunn_df[dunn_df$Marker	==	marcador	&	dunn_df$P.adj	<	0.05,	]	

					

				if	(nrow(dunn_=iltrado)	>	0)	{	

						#	Preparar	comparaciones	

						comparaciones	<-	strsplit(dunn_=iltrado$Comparison,	"	-	")	

							

						#	Calcular	posición	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	grá=ico	

						p	<-	ggboxplot(expr_df,		

																					x	=	"Cluster",		

																					y	=	marcador,		

																					=ill	=	"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)	

								}	+	

								labs(title	=	marcador,	

													y	=	"Nivel	de	expresión")	+	
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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	signi=icativas	para",	marcador))	

				}	

		}	

}	

```	

TRABAJAMOS	AHORA	CON	LA	FUNCIONALIDAD	TREG	

#	Leer	el	CSV	

df	<-	read.csv2(=ile.choose(),	stringsAsFactors	=	FALSE)	

	

#	Añadir	la	columna	'Timepoint'	extrayendo	T0,	T1,	T2,	T3	o	TBIS	de	la	columna	'Paciente'	

df	<-	df	%>%	

		mutate(Timepoint	=	str_extract(Paciente,	"\\bT0\\b|\\bT1\\b|\\bT2\\b|\\bT3\\b|\\bTBIS\\b"))	

	

#	Veri=icar	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(=ile.choose(),	locale	=	locale(encoding	=	"UTF-8"))	

	

#	Especi=icar	columnas	que	NO	se	deben	normalizar	

excluir_cols	<-	c("Poblacion",	"Paciente",	"Grupo",	"Timepoint")	

	

#	Seleccionar	columnas	numéricas	que	NO	están	en	la	lista	de	exclusión	

columnas_a_normalizar	<-	df	%>%	

		select(-all_of(excluir_cols))	%>%	

		select(where(is.numeric))	%>%	
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		colnames()	

	

#	Aplicar	normalización	(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(=ile.choose(),	locale	=	locale(encoding	=	"UTF-8"))	

	

#Lectura	

colnames(df)	

colnames(df)[34]	==	"Timepoint"	

unique(df$Timepoint)	

	

#	Filtrar	solo	las	=ilas	con	Timepoint	==	"T0"	

df_T0	<-	dplyr::=ilter(df,	Timepoint	==	"T0")	

	

#	Guardar	el	nuevo	CSV	con	solo	T0	

write_csv(df_T0,	"/Users/albertomecazapata/Desktop/Funcionalidad_T0_con_grupo.csv")	

	#	Leer	el	CSV	

df	<-	read_csv(=ile.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(.)))	0	else	ifelse(is.na(.),	mean(.,	na.rm	=	TRUE),	.)	

		}))	%>%	

		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	proyección	(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))	%>%	

		#	Imputación	(atribuyendo	0	si	toda	la	columna	es	NA)	
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		mutate(across(everything(),	~	{	

				if	(all(is.na(.)))	0	else	ifelse(is.na(.),	mean(.,	na.rm	=	TRUE),	.)	

		}))	%>%	

		mutate(across(everything(),	as.numeric))	

	

#	Veri=icar	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	=inal		

umap_df_=inal	<-	data.frame(	

		UMAP1	=	c(umap_model$layout[,1],	controles_proyectados[,1]),	

		UMAP2	=	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)	

)	

	

#	Gra=icar	

ggplot(umap_df_=inal,	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	población)	con	controles	proyectados",	

				x	=	"UMAP	1",		

				y	=	"UMAP	2",	

				color	=	"Grupo",	

				shape	=	"Población"	

		)	+	

		scale_color_manual(values	=	c("Paciente"	=	"#F8766D",	"Control"	=	"#00BFC4"))	+	
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		scale_shape_manual(values	=	c(16,	17,	15,	18))		#	Diferentes	formas	para	cada	población	

	#	Leer	CSV	

df	<-	read_csv(=ile.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)	

	

#	Heurı́stica	raı́z	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,	

																																pItem	=	0.8,	

																																clusterAlg	=	"hc",	

																																distance	=	"euclidean",	

																																seed	=	1234,	

																																plot	=	"pdf")	

	#	Leer	el	CSV	

df	<-	read_csv(=ile.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(.)))	0	else	ifelse(is.na(.),	mean(.,	na.rm	=	TRUE),	.)	

		}))	%>%	

		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		#	Número	de	clusters	deseado	

clusters_pacientes	<-	kmeans(umap_model$layout,	centers	=	k)$cluster	

	

#	Preparar	datos	de	controles	para	proyección	(sin	clustering)	

datos_controles	<-	df_controles	%>%		

		select(-Poblacion,	-Timepoint,	-Grupo,	-Paciente)	%>%	

		select(colnames(datos_imputados_pacientes))	%>%	

		mutate(across(everything(),	~	{	

				if	(all(is.na(.)))	0	else	ifelse(is.na(.),	mean(.,	na.rm	=	TRUE),	.)	

		}))	%>%	

		mutate(across(everything(),	as.numeric))	

	

#	Proyectar	controles	(sin	incluirlos	en	el	clustering)	

controles_proyectados	<-	predict(umap_model,	as.matrix(datos_controles))	

	

#	Crear	dataframe	=inal	combinado	(pacientes	+	controles)	

umap_df_=inal	<-	data.frame(	

		UMAP1	=	c(umap_model$layout[,1],	controles_proyectados[,1]),	

		UMAP2	=	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),	

		#	Añadir	columna	de	clusters	(con	NA	para	controles)	

		Cluster	=	factor(c(clusters_pacientes,	rep(NA,	nrow(df_controles))))	

)	

	

#	Gra=icar	(colores	para	cluster	y	formas	para	población)	

ggplot(umap_df_=inal,	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	=	c(16,	17))		#	16:	Pacientes,	17:	Controles	

	#	Combinar	los	datos	originales	de	pacientes	con	la	información	de	clusters	

df_pacientes_con_cluster	<-	df_pacientes	%>%	

		mutate(Cluster	=	as.character(clusters_pacientes))	

	

#	Agregar	los	controles	con	Cluster	=	NA	

df_=inal_con_cluster	<-	bind_rows(	

		df_pacientes_con_cluster,	

		df_controles	%>%	mutate(Cluster	=	"Control")	

)	%>%	



 

270	
 

 Anexos	

		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_=inal	<-	bind_rows(	

		promedios_por_cluster,	

		promedios_controles	

)	

	

#	Reordenar	columnas	para	que	Cluster	sea	la	primera	

resultado_=inal	<-	resultado_=inal	%>%	

		select(Cluster,	everything())	

	

#	Guardar	el	resultado	en	un	CSV	

write_csv(resultado_=inal,	"promedios_por_cluster.csv")	

	

#	Mostrar	el	resultado		

print(resultado_=inal)	
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	#	----	HEATMAP	DE	PERFILES	----	

#	Usamos	el	resultado_=inal	que	contiene	los	promedios	por	cluster	

per=il_mat	<-	as.matrix(resultado_=inal	%>%		

																								select(-Cluster,	-Poblacion,	-Timepoint,	-Grupo)	%>%	

																								select(where(is.numeric)))	

	

#	Asignamos	nombres	de	=ila	

rownames(per=il_mat)	<-	paste0("Cluster_",	resultado_=inal$Cluster)	

	

#	Generamos	el	heatmap	

pheatmap(per=il_mat,	

									cluster_rows	=	TRUE,	

									cluster_cols	=	TRUE,	

									scale	=	"column",	

									main	=	"Per=il	funcional	promedio	por	cluster",	

									fontsize	=	6,															#	Reduce	el	tamaño	de	todo	el	texto	

									fontsize_col	=	3,											#	Texto	de	columnas	(eje	X)	

									fontsize_row	=	8)											#	Texto	de	=ilas	(opcional)	

	

#	----	TEST	ESTADIpSTICO	POR	MARCADOR	(Kruskal-Wallis)	----	

#	Primero	preparar	los	datos	originales	con	la	asignación	de	clusters	

expr_df	<-	df_=inal_con_cluster	%>%	

		select(-Poblacion,	-Timepoint,	-Grupo,	-Paciente)	%>%	

		mutate(Cluster	=	factor(Cluster,	levels	=	c("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	grá=ico	

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,	=ill	=	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	IMPUTACIOp N	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.	Veri=icar	estructura	de	los	datos	

str(rf_data)	

print(paste("Número	de	NA	antes	de	imputación:",	sum(is.na(rf_data))))	

	

#	3.	Imputación	con	veri=icación	

rf_data_imputed	<-	tryCatch({	

		imp	<-	missForest(rf_data,	verbose	=	TRUE)	
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		print(paste("Error	de	imputación	OOB:",	imp$OOBerror))	

		imp$ximp	

},	error	=	function(e)	{	

		message("Falló	missForest,	usando	imputación	por	mediana:	",	e$message)	

		rf_data	%>%		

				mutate(across(where(is.numeric),	~ifelse(is.na(.),	median(.,	na.rm	=	TRUE),	.)))	

})	

	

#	4.	Veri=icación	post-imputación	

print(paste("Número	de	NA	después	de	imputación:",	sum(is.na(rf_data_imputed))))	

stopifnot(nrow(rf_data_imputed)	==	nrow(rf_data))		#	Veri=icar	que	no	se	perdieron	=ilas	

	

#	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	veri=icación	

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)	

		#	Versión	con	parámetros	ajustados	para	hacerla	más	robusta	

		randomForest(	

				Cluster	~	.,	
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				data	=	rf_data_imputed,	

				importance	=	TRUE,	

				ntree	=	200,	

				mtry	=	max(=loor(ncol(rf_data_imputed)/3),	1),	

				nodesize	=	5	

		)	

})	

	

#	7.	Veri=icar	que	el	modelo	se	ejecutó	correctamente	

if(!exists("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))	

	

#	Visualización	

ggplot(head(rf_df,	15),	aes(x	=	reorder(Marker,	MeanDecreaseGini),	y	=	MeanDecreaseGini))	+	

		geom_col(=ill	=	"steelblue")	+	

		coord_=lip()	+	

		labs(title	=	"Importancia	de	Variables	(Random	Forest)",	

							subtitle	=	paste("Modelo	con",	rf_model$ntree,	"árboles"),	

							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	vacı́o	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")	
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#	Ordenar	por	FDR	ascendente	

kruskal_results	<-	kruskal_results	%>%	arrange(FDR)	

	

#	Ver	cuáles	son	los	signi=icativos	

kruskal_signif	<-	kruskal_results	%>%	dplyr::=ilter(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	DESPUEp S	DEL	KRUSKAL	+	FDR	

#	Asegurar	nombres	coherentes	

kruskal_results$Marker	<-	toupper(trimws(kruskal_results$Marker))	

rf_df$Marker	<-	toupper(trimws(rf_df$Marker))	

	

#	Fusionar	y	=iltrar	

merged	<-	inner_join(kruskal_results,	rf_df,	by	=	"Marker")	

	

#	Veri=icar	si	hay	coincidencias	

if	(nrow(merged)	==	0)	stop("No	hay	marcadores	coincidentes	entre	Kruskal	y	RF.	Revisa	los	nombres.")	

	

=inal_biomarkers	<-	merged	%>%	

		dplyr::=ilter(FDR	<	0.05)	%>%	

		arrange(FDR)	

	

#	Ver	resultados	

print(=inal_biomarkers)	

		

#	Cargar	paquete	

library(FSA)	

	#	Comprobar	que	los	marcadores	están	en	expr_df	
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missing_markers	<-	setdiff(=inal_biomarkers$Marker,	colnames(expr_df))	

if	(length(missing_markers)	>	0)	{	

		warning("Los	siguientes	marcadores	no	están	en	expr_df:	",	paste(missing_markers,	collapse	=	",	"))	

}	

valid_markers	<-	intersect(=inal_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	

		formula_str	<-	paste0("`",	marker,	"`	~	Cluster")	

			

		#	Realizar	el	test	de	Dunn	con	corrección	BH	
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		dunn_result	<-	tryCatch({	

				dunn_res	<-	dunnTest(as.formula(formula_str),	data	=	expr_df,	method	=	"bh")$res	

				if	(!is.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)	

		})	

			

		if	(!is.null(dunn_result))	{	

				dunn_result$Marker	<-	marker	

				dunn_results_list[[marker]]	<-	dunn_result	

		}	

}	

	

#	Combinar	resultados	en	un	solo	dataframe	

dunn_results_funcionalidad_=inal	<-	bind_rows(dunn_results_list)	

	

#	Mostrar	ejemplo	de	resultados	

head(dunn_results_funcionalidad_=inal)	

	write.csv(dunn_results_funcionalidad_=inal,	"dunn_results_funcionalidad.csv",	row.names	=	FALSE)	

		

Ahora	procedemos	a	generar	los	grá=icos	PRIMERO	BOXPLOT	

library(ggpubr)	

	#	Iterar	por	cada	marcador	válido	

for	(marcador	in	valid_markers)	{	

			

		#	Extraer	las	comparaciones	signi=icativas	para	ese	marcador	

		dunn_=iltrado	<-	dunn_results_funcionalidad_=inal	%>%	

				dplyr::=ilter(Marker	==	marcador	&	P.adj	<	0.05)	

			

		#	Solo	si	hay	comparaciones	signi=icativas	

		if	(nrow(dunn_=iltrado)	>	0)	{	
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				message(paste("\nProcesando:",	marcador))	

					

				#	Preparar	comparaciones	para	ggpubr		

				comparaciones	<-	strsplit(dunn_=iltrado$Comparison,	"	-	")	

					

				#	Calcular	posición	y	para	el	grá=ico	

				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	grá=ico	

				p	<-	ggboxplot(expr_df,		

																			x	=	"Cluster",		

																			y	=	marcador,		

																			=ill	=	"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	expresión")	+	

						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	signi=icativas	para",	marcador))	

		}	

}	

		

REDES	DE	COEXPRESIOp N	

install.packages("widyr")								

install.packages("igraph")							

install.packages("ggraph")							

install.packages("tidygraph")	

	install.packages("corrr")	

	#	Librerı́as	necesarias	

library(tidyverse)	

library(corrr)	

library(igraph)	

library(ggraph)	

	

#	De=iniciones	

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	coexpresión	

crear_red_coexpresion	<-	function(df_sub,	titulo)	{	

		cor_matrix	<-	correlate(df_sub,	method	=	"spearman")	%>%	

				stretch(na.rm	=	TRUE)	%>%	

				=ilter(abs(r)	>	0.6,	x	!=	y)	



 

281	
 

 Anexos	

			

		print(paste("Número	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	=	r))	+	

				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	%>%	

		=ilter(Grupo	==	"Control")	%>%	

		select(all_of(marker_cols))	

	

pacientes	<-	expr_df	%>%	

		=ilter(Grupo	==	"Paciente")	%>%	

		select(all_of(marker_cols))	

	

#	Generar	redes	

crear_red_coexpresion(controles,	"Red	Coexpresión	-	Controles")	

crear_red_coexpresion(pacientes,	"Red	Coexpresión	-	Pacientes")	

	cluster1	<-	expr_df	%>%	
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		=ilter(Cluster	==	"1")	%>%	

		select(all_of(marker_cols))	

	

cluster2	<-	expr_df	%>%	

		=ilter(Cluster	==	"2")	%>%	

		select(all_of(marker_cols))	

	

crear_red_coexpresion(cluster1,	"Red	Coexpresión	-	Cluster	1")	

crear_red_coexpresion(cluster2,	"Red	Coexpresión	-	Cluster	2")	

	

	#	Fusionar	los	datos	(control	+	paciente)	para	calcular	la	red	conjunta	

todos	<-	expr_df	%>%		

		=ilter(Grupo	%in%	c("Control",	"Paciente"))	%>%		

		select(all_of(marker_cols))	

	

crear_red_coexpresion(todos,	"Red	Coexpresión	-	Fusionada")	

		

AQUI	EMPIEZA	LA	ETAPA	3,	TRABAJAMOS	CON	LA	CLINICA	

library(readxl)	

library(readr)	

	

	#	Leer	el	archivo	Excel		

df	<-	read_excel("/Users/albertomecazapata/Desktop/Máster	Bioinformática/2º	año/TFM/_Etapa	
3/Excel	con	datos	clı́nicos	integrados.xlsx")	

	

#	Guardar	el	CSV			

write_csv(df,	"/Users/albertomecazapata/Desktop/Máster	Bioinformática/2º	año/TFM/_Etapa	
3/datos_clinicos_convertido.csv")	

		data_clinica	<-	read.csv("/Users/albertomecazapata/Desktop/Máster	Bioinformática/2º	
año/TFM/_Etapa	3/datos_clinicos_convertido.csv")	

	

excluir_cols	<-	c("Poblacion",	"Paciente",	"Grupo",	"Sexo",	"Edad..escrito.",	"Grupo.IDP..interno.",	"Genetica",	
"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/Máster	Bioinformática/2º	
año/TFM/_Etapa	3/datos_clinicos_normalizados.csv",	row.names	=	FALSE)	

	

	install.packages(c("lattice",	"caret",	"loc=it",	"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/Máster	Bioinformática/2º	
año/TFM/_Etapa	3/datos_clinicos_normalizados.csv")	

	

colnames(datos_modelo)	

	

#	De=inir	variable	respuesta	

datos_modelo$grupo	<-	datos_modelo$`Grupo.IDP..interno.`	

datos_modelo$`Grupo.IDP..interno.`	<-	NULL	

	

#	Imputación	con	mice	(queremos	1	imputación,	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)	

	

#	Estrati=icación	80/20	

trainIndex	<-	unlist(lapply(split(seq_len(n),	target),	

																				function(x)	sample(x,	size	=	=loor(0.8	*	length(x)))))	

	

trainData	<-	datos[trainIndex,	]	

testData	<-	datos[-trainIndex,	]	

	

#	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(df[[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)	

}))	

	

#	3.	Con=irmar	que	no	quedan	NAs	

stopifnot(!any(is.na(datos_umap_clean)))	

	

#	4.	Aplicar	UMAP	

umap_result	<-	umap(datos_umap_clean)	

	

#	5.	Visualizar	coloreado	por	diagnóstico	

plot(umap_result$layout,	

					col	=	as.numeric(as.factor(datos_modelo_imput$grupo)),	

					pch	=	16,	
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					main	=	"UMAP	-	Coloreado	por	diagnóstico")	

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)	

}))	

	

#	3.	Crear	variable	de	batch	(población)	

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)	

}))	

	

#	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	comparación	

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	corrección	(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	=	c(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)	

}))	
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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.	Visualización	(solo	por	Población)	

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	-	Población")	

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	-	Población")	

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	=ilas	(para	el	heatmap)	

matriz_esc	<-	t(scale(t(matriz)))	

	

#	Anotaciones	clı́nicas	

anotaciones	<-	datos_modelo_imput[,	c("Sexo",	"Edad..escrito.",	"Genetica",	"Inmunosupresor.T0",	
"Inmunomodulador.T0",	"grupo",	"Poblacion")]	

rownames(anotaciones)	<-	datos_modelo_imput$Paciente	

	

#	Asignar	nombres	de	=ilas	a	la	matriz	también		

rownames(matriz_esc)	<-	datos_modelo_imput$Paciente	

	

#	De=inir	colores	para	las	anotaciones	categóricas	

anot_colors	<-	list(	

		Sexo	=	c("1"	=	"#FF69B4",	"0"	=	"#1E90FF"),	

		Genetica	=	c("0"	=	"#56B4E9","1"	=	"#E69F00","2"	=	"#F0E442","3"	=	"#D55E00","4"	=	"#CC79A7"),	

		Inmunosupresor.T0	=	c("0"	=	"#009E73",	"1"	=	"#D55E00"),	

		Inmunomodulador.T0	=	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	clıńicos"	

)	

		

COMPLEXHEATMAP	

#	Subset:	solo	las	columnas	de	poblaciones	celulares	(del	4	al	146)	

matriz	<-	datos_modelo_imput[,	4:146]	

	

#	Escalado	por	=ilas		

matriz_esc	<-	t(scale(t(matriz)))	

	

#	Anotaciones	clı́nicas	

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.T0	=	c("0"	=	"#009E73",	"1"	=	"#D55E00"),	

		Inmunomodulador.T0	=	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		#	<-	AN­ ADIDO	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)	

	

#	De=inir	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(=ill	=	c("#FF69B4",	"#1E90FF")))	

lgd_genetica	<-	Legend(title	=	"Genetica",	at	=	c("0","1","2","3","4"),		

																							legend_gp	=	gpar(=ill	=	c("#56B4E9","#E69F00","#F0E442","#D55E00","#CC79A7")))	

lgd_inmunosup	<-	Legend(title	=	"Inmunosupresor.T0",	at	=	c("0",	"1"),	legend_gp	=	gpar(=ill	=	
c("#009E73",	"#D55E00")))	
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lgd_inmunomod	<-	Legend(title	=	"Inmunomodulador.T0",	at	=	c("0",	"1"),	legend_gp	=	gpar(=ill	=	
c("#CC79A7",	"#999999")))	

lgd_grupo	<-	Legend(title	=	"grupo",	at	=	c("0","1","2","3","4"),		

																				legend_gp	=	gpar(=ill	=	c("#999999","#E41A1C","#377EB8","#4DAF4A",	"#984EA3")))	

lgd_poblacion	<-	Legend(title	=	"Poblacion",	at	=	c("BARCELONA",	"MADRID"),		

																								legend_gp	=	gpar(=ill	=	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,	lgd_inmunomod,	lgd_grupo,	lgd_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)	
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#	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,	K.max	=	10,	B	=	50)	

print(gap_stat,	method	=	"=irstmax")	

fviz_gap_stat(gap_stat)	

	#	Selección	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)	

	

#	Añadir	la	asignación	de	cluster	al	dataframe	original	

datos_modelo_imput$cluster	<-	as.factor(km_res$cluster)	
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	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(=ill	=	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	

cluster1_data	<-	datos_modelo_imput	%>%	=ilter(cluster	==	1)	

	

#	Filtrar	datos	para	cluster	2	

cluster2_data	<-	datos_modelo_imput	%>%	=ilter(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(=ill	=	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(=ill	=	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(=ill	=	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.T0,	y	=	n))	+	

		ggalluvial::geom_alluvium(aes(=ill	=	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(=ill	=	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	T1	Y	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")	

	

#	Añadir	columnas	para	colorear,	usando	=ilas	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	imputación	de	NA",	color	=	"Timepoint")	

	library(sva)	

	

#	Cargar	datos	

df	<-	read_csv(=ile.choose(),	locale	=	locale(encoding	=	"UTF-8"))	

	

#	Columnas	que	no	queremos	usar	en	el	UMAP		

columnas_excluir	<-	c("Poblacion",	"Grupo",	"Timepoint",	"Paciente")	

	

#	Extraer	datos	numéricos	para	corregir	

datos_num	<-	df[,	!(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	biológicas)	

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")	

	

#	Añadir	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))	

	

#	Visualización	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	=	"Condición",	

							shape	=	"Tipo")	

	set.seed(123)	

k	<-	3		#	Número	de	clusters	que	quieres,	cambia	si	quieres	otro	

	

km_res	<-	kmeans(umap_df[,	c("UMAP1",	"UMAP2")],	centers	=	k)	

	

#	Añadir	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(=ill	=	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",	

							=ill	=	"Cluster")	

	set.seed(123)	

k	<-	3		#	Número	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_df[,	c("Paciente",	"Tipo",	"Cluster",	"UMAP1",	"UMAP2")],	

		=ile	=	"pacientes_clusterizadosT0T1T2.csv",	

		row.names	=	FALSE	

)	

	

#	Visualización	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		

columnas_excluir	<-	c("Poblacion",	"Grupo",	"Timepoint",	"Paciente")	

	

#	Extraer	datos	numéricos	

datos_num	<-	df[,	!(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")	

	

#	Añadir	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		#	Número	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)	

	

#	Visualización	

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	

Grá=ico	de	coe=icientes	

=inal_model	<-	cv.glmnet(x_matrix,	y,	family="multinomial",	alpha=1,	type.measure="class")	

	

#	Extraer	coe=icientes	en	lambda.min	

coef_list	<-	coef(=inal_model,	s	=	"lambda.min")	

	

#	Mostrar	coe=icientes	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")	%>%	

		=ilter(Variable	!=	"(Intercept)",	Coef	!=	0)	

	

#	Grá=ico	de	barras	de	coe=icientes	

ggplot(coef_df,	aes(x	=	reorder(Variable,	Coef),	y	=	Coef,	=ill	=	Clase))	+	

		geom_col(show.legend	=	FALSE)	+	

		facet_wrap(~Clase,	scales	=	"free_y")	+	

		coord_=lip()	+	

		labs(title	=	"Variables	seleccionadas	por	LASSO	multinomial",	

							x	=	"Variables",	y	=	"Coe=iciente")	

	library(ComplexHeatmap)	

library(grid)	

	

#	De=inir	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(=ill	=	c("#56B4E9","#E69F00","#F0E442","#D55E00","#CC79A7")))	

lgd_inmunosup	<-	Legend(title	=	"Inmunosupresor.T0",	at	=	c("0",	"1"),	legend_gp	=	gpar(=ill	=	
c("#009E73",	"#D55E00")))	

lgd_inmunomod	<-	Legend(title	=	"Inmunomodulador.T0",	at	=	c("0",	"1"),	legend_gp	=	gpar(=ill	=	
c("#CC79A7",	"#999999")))	
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lgd_grupo	<-	Legend(title	=	"grupo",	at	=	c("0","1","2","3","4"),		

																				legend_gp	=	gpar(=ill	=	c("#999999","#E41A1C","#377EB8","#4DAF4A",	"#984EA3")))	

	

#	Empaquetar	las	leyendas		

packed_legends	<-	packLegend(	

		lgd_sexo,	lgd_genetica,	lgd_inmunosup,	lgd_inmunomod,	lgd_grupo,	lgd_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	=ilas	(opcional,	pero	útil	para	heatmap)	

matriz_esc	<-	t(scale(t(matriz)))	

	

#	Anotaciones	clı́nicas	

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.T0	=	c("0"	=	"#009E73",	"1"	=	"#D55E00"),	

		Inmunomodulador.T0	=	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		#	<-	Aquı	́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",		#	<--	aquı́	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	clı́nicas	que	quieres	evaluar	

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	imputación	

		}	

		return(x)	

}	

	

#	Crear	dataframe	solo	con	pacientes	y	sus	variables	clı́nicas	e	imputar	NAs	

clin_data	<-	df	%>%	

		=ilter(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))	

	

#	Añadir	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	categóricas	

				tabla	<-	table(clin_data[[var]],	clin_data$Cluster)	

				#	Si	alguna	celda	<	5,	usar	test	exacto	de	Fisher	

				if	(any(tabla	<	5))	{	

						test	<-	=isher.test(tabla)	

				}	else	{	

						test	<-	chisq.test(tabla)	

				}	

				resultados[[var]]	<-	list(tipo	=	"categórica",	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]],	=ill	=	Cluster))	+	
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						geom_boxplot()	+	

						theme_minimal()	+	

						labs(title	=	paste("Distribución	de",	var,	"por	Cluster"),	y	=	var)	

		}	else	{	

				p	<-	ggplot(clin_data,	aes(x	=	.data[[var]],	=ill	=	Cluster))	+	

						geom_bar(position	=	"=ill")	+	

						theme_minimal()	+	

						labs(title	=	paste("Proporción	de",	var,	"por	Cluster"),	y	=	"Proporción")	+	

						scale_y_continuous(labels	=	scales::percent_format())	

		}	

		print(p)	

}	

	#	Función	para	limpiar	el	ID	y	quitar	el	su=ijo	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	=inal	

}	

	

#	Limpiar	identi=icadores	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	%>%	

		=ilter(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_=iltrado	<-	pacientes_con_genetica	%>%	

		=ilter(!is.na(Genetica))	

	

#	Veri=icar	que	no	quedan	NAs	en	Genetica	después	del	=iltrado	

cat("Pacientes	con	Genetica	==	NA	después	del	=iltrado:\n")	

print(sum(is.na(pacientes_con_genetica_=iltrado$Genetica)))	

	

#	Grá=ico	de	barras:	distribución	porcentual	de	Genetica	por	cluster	

ggplot(pacientes_con_genetica_=iltrado,	aes(x	=	Cluster,	=ill	=	as.factor(Genetica)))	+	

		geom_bar(position	=	"=ill")	+	

		scale_y_continuous(labels	=	scales::percent)	+	

		labs(	

				title	=	"Distribución	porcentual	de	la	variable	Genetica	por	cluster",	

				x	=	"Cluster",	

				y	=	"Porcentaje",	

				=ill	=	"Genetica"	

		)	+	

		theme_minimal()	

	#	Función	para	limpiar	el	ID	y	quitar	el	su=ijo	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	=inal	

}	

	

#	Limpiar	identi=icadores	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	clı́nicas	que	quieres	analizar	

vars_clinicas	<-	c("Genetica",	"Inmunosupresor.T0",	"Inmunomodulador.T0",	"Sexo",	"Edad..escrito.",	
"Grupo.IDP..interno.")	

	

#	Función	para	generar	el	grá=ico	para	una	variable	dada	

plot_distribucion_por_cluster	<-	function(varname)	{	

		#	Hacer	join	y	=iltrar	pacientes	con	dato	no	NA	en	la	variable	

		pacientes	<-	umap_df	%>%	

				=ilter(Tipo	==	"Paciente")	%>%	

				left_join(df	%>%	select(Paciente_clean,	all_of(varname)),	by	=	"Paciente_clean")	%>%	

				=ilter(!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(=ill	=	Cluster),	alpha	=	0.7)	+	

						labs(	

								title	=	paste("Distribución	de",	varname,	"por	cluster"),	

								x	=	"Cluster",	

								y	=	varname	

						)	+	

						theme_minimal()	+	

						theme(legend.position	=	"none")	

		}	else	{	

				#	Para	variables	categóricas	(factor	o	numérica	discretizada),	barra	apilada	porcentual	

				p	<-	ggplot(pacientes,	aes(x	=	Cluster,	=ill	=	as.factor(.data[[varname]])))	+	

						geom_bar(position	=	"=ill")	+	

						scale_y_continuous(labels	=	scales::percent)	+	

						labs(	

								title	=	paste("Distribución	porcentual	de",	varname,	"por	cluster"),	

								x	=	"Cluster",	

								y	=	"Porcentaje",	

								=ill	=	varname	

						)	+	
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						theme_minimal()	

		}	

		return(p)	

}	

	

#	Generar	y	guardar	grá=icos	para	todas	las	variables	

plots	<-	lapply(vars_clinicas,	plot_distribucion_por_cluster)	

	

#	Mostrar	los	grá=icos	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	página	ha	sido	intencionalmente	dejada	En	Blanco		

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	



 

315	
 

 Anexos	

8.5	Anexo	V:	Producción	cientí^ica	
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visualización.	
	

3. Luo	Y,	Acevedo	D,	Baños	N,	Pluma	A,	Castellanos-Moreira	R,	Moreno	E,	Rodrı́guez-Garcı́a	S,	Deyà-
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C,	Antón	 J,	Vlagea	A,	 Juan	M,	Esteve-Solé	A*,	Alsina	L*.	Expected	 impact	of	 immunomodulatory	
agents	 during	 pregnancy:	 A	 newborn's	 perspective.	 Pediatr	 Allergy	 Immunol.	 2023	
Feb;34(2):e13911.	doi:	10.1111/pai.13911.	*Misma	contribución.	
	
Contribución:	Segundo	autor,	redacción	del	borrador	original,	visualización.	

	

Comunicaciones	a	congresos	nacionales	e	internacionales	

	
1. Acevedo	 D,	 Coloma	 J,	 Luo	 Y,	 Vlagea	 A,	 Martı́-Castellote	 C,	 Esteve-Solé	 A*,	 Alsina	 L*.	 Impact	 of	
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