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1. RESUMEN.

Estado actual del tema.

El fallo reproductivo recurrente (FRR), que se presenta en forma de dos entidades, el
aborto recurrente (AR) y el fallo de implantacidn recurrente (FIR), representa un desafio
significativo en la medicina de la reproduccion, afectando al 1-5% de las parejas en edad

reproductiva(l).

El AR se define como la pérdida consecutiva de dos o mds gestaciones, mientras que el
FIR se refiere a la incapacidad de lograr un embarazo tras la transferencia de embriones
de buena calidad en ciclos de fecundacion in vitro (FIV). La etiologia de estas entidades
es multifactorial, abarcando causas genéticas, inmunoldgicas, anatdmicas, endocrinas,
hematoldgicas e infecciosas; sin embargo, en aproximadamente el 50% de los casos, el

origen permanece desconocido(4).

El sistema inmunolégico, tanto innato como adaptativo, juega un papel fundamental en
la implantacion y el desarrollo del embarazo. Las células Natural Killer (NK), tanto
uterinas como periféricas, desempeiian un papel crucial en el éxito del embarazo. Las
NK uterinas, son las principales mediadoras en la interfaz materno-fetal, facilitando el
remodelado vascular y la inmunotolerancia hacia el embrién. Sin embargo, una
inadecuada activacidon puede asociarse con AR y FIR. De manera similar, las células NK
periféricas, aunque menos directamente involucradas, reflejan desequilibrios

inmunoldgicos sistémicos que pueden influir en el microambiente uterino(3).

A pesar de los avances en la investigacion, la heterogeneidad en la definicién y el manejo
del FRR dificulta la construccién de perfiles prepatoldgicos en base a distintos
biomarcadores inmunoldgicos. En consecuencia, la estandarizacion de estrategias
diagndsticas y terapéuticas, y su implementacién clinica carece de consenso por el
momento. Por ese motivo, este trabajo busca contribuir al entendimiento del FRR desde
una perspectiva ginecoldgica e inmunoldgica, con el fin de proponer enfoques que

optimicen los resultados reproductivos y, en ultima instancia, el éxito del embarazo.
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Hipotesis y objetivos.

Este estudio persigue profundizar en el conocimiento y la comprensién de los
biomarcadores inmunoldgicos relacionados con el FRR, abordando la inflamaciéon como

una posible causa.

Para ello se parte de la hipdtesis nula de que no existen diferencias inmunoldgicas, tanto
a nivel local (ovario, Utero) como sistémico (sangre periférica), entre mujeres con fallo
reproductivo recurrente (FRR) y mujeres fértiles. En contraste, la hipdtesis alternativa
plantea que un subgrupo de mujeres con FRR presenta un perfil inmunoldgico distinto,
caracterizado por biomarcadores proinflamatorios especificos (células NK,

monocitos/macrofagos), al perfil que presentan mujeres sanas con fertilidad probada.

El proyecto tiene como objetivo principal identificar biomarcadores inmunolégicos
locales (en endometrio y liquido folicular) y sistémicos (en sangre periférica)
relacionados con el FRR de origen inmunoldgico. Dichos biomarcadores son

determinadas subpoblaciones de células NK, de monocitos y macréfagos.

Entre los objetivos secundarios se encuentra realizar un andlisis comparativo de los
biomarcadores en cada tejido para las distintas poblaciones (pacientes con FRR, AR o
FIR, y controles sanos) y determinar si existen diferencias estadisticamente
significativas, asi como posibles correlaciones entre dichos biomarcadores. En ultima
instancia, se propone desarrollar un algoritmo diagndstico que integre los
biomarcadores mas importantes para hacer un manejo mas preciso y personalizado de

las pacientes con FRR.

Material y métodos.

Este proyecto se desarrolla por los servicios de Ginecologia e Inmunologia del Hospital
Clinico San Carlos de Madrid, en colaboracién con otros centros externos de medicina

reproductiva, entre 2019 y 2023.
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Se trata de un estudio observacional prospectivo de casos y controles sobre el posible
origen inflamatorio del fallo reproductivo recurrente. Incluye 33 mujeres, 13 controles
(mujeres sanas con fertilidad probada) y 20 casos, 7 con aborto de repeticion (AR) y 13

con fallo de implantacion recurrente (FIR).

La base del estudio es determinar el inmunofenotipo de las pacientes participantes a
través del analisis de marcadores inmunoldgicos especificos: natural killers (NKs),
monocitos y macrofagos, destacando entre otros las siguientes subpoblaciones
celulares: NK citotoxicas, reguladoras y NKT (TIGIT+, CD69+, NKp30+, Perforina+ y
TIM3+), asi como diferentes tipos de monocitos (cldsicos, intermedios y no cldsicos) y

células mieloides derivadas de monocitos (MDSC).

Las muestras proceden de endometrio, liquido folicular y sangre periférica de las
pacientes participantes en el contexto de un tratamiento de fecundacion in vitro (FIV) y
se analizan en fresco mediante citometria de flujo multiparamétrica siguiendo

protocolos estandarizados para garantizar la validez de los resultados.

El analisis estadistico incluyd descripciones de frecuencias para variables cualitativas y
medidas robustas para datos cuantitativos con distribucion no normal, ademas de un
analisis de significacidon para comparacion entre grupos (aplicando la prueba de Mann-
Whitney) y la evaluacion de correlaciones entre las variables mediante el coeficiente de

Spearman. El procesamiento de datos se hace con el software IBM SPSS Statistics v26.

Resultados.

Los resultados de este estudio se dividen en tres bloques: el descriptivo, el estudio de

significacidon entre grupos y el analisis de correlacion entre variables.

En cuanto al analisis descriptivo se aplica a toda la poblacién participante, en total 33

pacientes de las cuales 13 son mujeres con fertilidad probada (“controles”), y 20 son
“casos”, 13 son FIR y 7 son AR. Se describirdn las variables de manera conjunta como

por grupos de estudio. La media de edad de 24,53 afios para controles, 37,9 afios para
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FIR y 39,14 afios para AR. El 81,8% de las pacientes son caucasicas, el 78,1% tienen un
IMC normal y el 87,5% un cariotipo normal. Destaca que las pacientes ARy FIR presentan
mas antecedentes ginecolégicos como endometriosis. El consumo de alcohol y tabaco
por esta poblacion es bajo. Cabe destacar que seguin nuestros resultados, el 3.1% de
participantes presenta cariotipo alterado, lo cual es homdlogo con lo descrito en la

bibliografia.

Respecto al analisis de significacién estadistica destaca explicar que sdlo se realizara

entre mujeres con fertilidad probada y pacientes FIR. El motivo es que, a pesar de que
se consiguio reclutar inicialmente el nimero necesario de pacientes con AR, finalmente
varias pacientes desestimaron participar en el estudio por la incompatibilidad entre la

biopsia endometrial necesaria para el estudio y la transferencia embrionaria en fresco.

Las variables analizadas son diferentes subpoblaciones de natural Killers (NK) con perfil
activador o regulador, y también de monocitos, en muestras de endometrio, liquido

folicular y sangre.

Los resultados de significacidn estadistica calculados aplican de la U de Mann- Whitney

para los siguientes biomarcadores significativos:

En cuanto al analisis de significacidon se observa que en endometrio de pacientes FIR hay
una mayor presencia de células NK citotdxicas totales, asi como NK citotdxicas con
expresion CD69 y de células NKT con sobreexpresidn de perforina respecto a controles,
lo que podria indicar mayor actividad citotéxica y un microambiente endometrial menos
favorable para la implantacion. Por su parte, se observa mayor presencia de células NK
reguladoras en el endometrio de las mujeres fértiles, lo que sugiere mejores

mecanismos de inmunosupresion en su endometrio.

Por otro lado se objetiva que en el liquido folicular de las pacientes con FIR hay una
mayor presencia de células NKT con sobreexpresion de CD69 y de perforina, ambas
relacionadas con la activacion celular y la inflamacion, asi como aumento de las células

reguladoras NK reguladoras con sobreexpresiéon de CD69; mientras que en controles se
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encontraron niveles mas altos de NK citotdxicas con expresién de NKp30+, asi como

niveles altos de NK reguladoras NKp30+.

Finalmente en sangre periférica se observa una mayor presencia de células NKT
perforina positivo en pacientes FIR, sugiriendo mas actividad citotdxica, mientras que
en controles se determina mayor expresién de los biomarcadores NK citotdxicas TIGIT
positivo y de las NK citotéxicas CD69 positivo, lo que puede indicar una disminucion en

la regulaciéon de la respuesta inmunitaria a nivel sistémico.

En cuanto al analisis de correlaciones se aplicé a los biomarcadores inmunoldgicos

significativos para FIR y controles sanos en endometrio, liquido folicular y sangre
periférica. Es importante resaltar los resultados obtenidos en liquido folicular por lo
novedoso de la investigacién, y por presentar una asociacion significativa positiva o
negativa pero mas fuerte en comparacién con el resto de determinaciones. La
conclusion es que mientras los controles muestran un equilibrio entre activacion y
regulacién inmunoldégica en los tres tejidos estudiados, las pacientes FIR expresan un
perfil de activacion exacerbada y una regulacién insuficiente, especialmente en
endometrio y liquido folicular, lo que sugiere un desequilibrio en los mecanismos

inmunoldgicos que puede conllevar al fallo de implantacién

El conocimiento de las causas asociadas al FRR, tanto en su forma de FIR o de AR, ha sido
y es objetivo de multiples trabajos cientificos, y se ha desarrollado principalmente en
endometrio y sangre periférica. Nuestro trabajo, orientado a la inflamacion como causa
del FRR, traté de identificar biomarcadores inmunolégicos tipo NK y monocitos a nivel
local y periférico, aunque centrd su investigacidn en el liquido folicular, dada la escasez
de estudios previos en este tejido. A continuacion se resumen nuestros hallazgos y su

comparativa con la literatura médica publicada hasta la fecha.

En el endometrio se hallé6 un aumento de células NK citotdxicas totales y NKT con
sobreexpresidon de perforina en pacientes con FIR, cuya activacion puede generar un
microambiente hostil para la implantacién tal y como ya se describié en trabajos previos
de Cuadrado- Torroglosa et al., 2023(122); y Braun et al., 2023(123). Por otro lado, en

pacientes fértiles se encontrd un aumento significativo de las células NK reguladoras, lo
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gue sugiere un papel inmunomodulador, aunque estudios previos han presentado
resultados variables por lo que, en linea con lo descrito por Von Woon et al., 2022, se

necesita continuar investigando(83).

El analisis del liquido folicular representa la parte mds innovadora de este trabajo, ya
gue hay muy pocos estudios de investigacién sobre el microambiente inmunolégico
ovdrico. A este nivel se pueden encontrar desequilibrios inmunitarios que interfieran en
la maduracién ovocitaria y, potencialmente, en la implantacién. Nuestros hallazgos,
comparados con los de los estudios previos, reafirman su relevancia en el éxito
reproductivo. Asi, en pacientes con FIR se determind un aumento significativo de las
células NKT activadas (con sobreexpresién de CD69 y perforina) similar al descrito por
Krizan et al., 2009, lo que sugiere que una activacién desregulada puede interferir en la
maduracion folicular(131). Por otro lado, en pacientes FIR se determind un incremento
significativo de las células NK reguladoras CD69+ cuya presencia en el liquido folicular
sugiere una funcion moduladora hacia un entorno inmunitario local mas equilibrado
para una foliculogénesis exitosa y para la maduracién del ovocito(133).

En cuanto al estudio del liquido folicular en mujeres fértiles (controles) se observé una
expresion significativamente mayor de las células NK citotéxicas NKp30+ y de las NK
reguladoras NKp30+ cuyos niveles, significativamente mas altos, sugieren un
microambiente inmunoldgicamente equilibrado. Hasta la publicacion de este proyecto

no se conocen trabajos de investigacion especificos en liquido folicular.

Respecto al andlisis de los biomarcadores significativos en sangre periférica caben
destacar dos hallazgos significativos. Por un lado, la elevacion de marcadores
activadores como las células NKT con sobreexpresion de perforina en pacientes FIR, que
confirman un perfil proinflamatorio sistémico que sigue la linea de los trabajos
publicados previamente por Miko et al., 2010(136), que refiere cambios hacia Th1l, es
decir, hacia una accion proinflamatoria, en las células NK y las células NKT de mujeres
con FIR.

En cuanto a las mujeres fértiles (controles) se determind un aumento inesperado a priori

de las células NK citotéxicas TIGIT+ y CD69+, hallazgo que podria reflejar un estado
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inmunoldgico éptimo para la implantacion. Segun el trabajo de nuestro grupo, Comins-
Boo et al., 2021(6) se observd un aumento de las células NK citotoxicas, en este caso
TIGIT+, en la sangre de las pacientes con FIR. Ademas, estudios como el de Dons'koi et
al., 2014, mostraron que tanto niveles elevados como reducidos de las células NK CD69+
se asocian con un mayor riesgo de fallo de implantacion, en comparacién con niveles
moderados (30-60%), considerados O6ptimos(134). Publicado mas recientemente
destaca el trabajo de Salazar et al., 2022 que destaca la relevancia de la citotoxicidad de

las células NK en la etiologia del FIR(85).

La relevancia clinica de todos estos trabajos persigue, en ultima instancia, la integracién
de los biomarcadores en endometrio, liquido folicular y sangre periférica para
caracterizar de una forma mas precisa las alteraciones inmunoldgicas de las pacientes
con FIR. El liquido folicular, en particular, se presenta como una herramienta
prometedora para evaluar desequilibrios inmunitarios locales, aunque por el momento
se requiere continuar con mas estudios de investigacién.

Desde la perspectiva terapéutica se aboga por la personalizacion de los tratamientos.
Asi, terapias inmunomoduladoras, como las revisadas por Genest et al., 2023(140), que
incluyen corticosteroides, IVIg y tratamientos celulares pueden tener su lugar. Ademas,
la innovacidn tecnoldgica con algoritmos diagndsticos basados en inteligencia artificial
gue integren datos clinicos y analiticos (locales y sistémicos), podrian transformar el

manejo del FRR y mejorar las tasas de éxito de embarazo y RNVS.

Conclusiones.

Este estudio ha permitido identificar y caracterizar biomarcadores inmunofenotipicos
asociados a células NK, monocitos y macréfagos mediante citometria de flujo
multiparamétrica, analizando simultdneamente endometrio, liquido folicular y sangre
periférica en pacientes con fallo reproductivo recurrente de posible origen inflamatorio
y mujeres fértiles. El tamano muestral para el grupo AR no fue suficiente para realizar

analisis estadisticos significativos ni estudios de correlaciones.
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En el andlisis del endometrio, se observd un incremento de células NK citotdxicas y NKT
con perforina en pacientes con FIR respecto a mujeres fértiles, lo que sugiere un
ambiente proinflamatorio; mientras que las mujeres fértiles presentaron un predominio
de células NK reguladoras, favoreciendo un entorno mas propicio para la implantacion.
En el liquido folicular, los hallazgos son especialmente innovadores ya que
practicamente no existen estudios previos comparables. Se detecté un aumento
significativo de células NKT activadas (CD69+ y con expresidon de perforina) en pacientes
con FIR, acompafiado de un incremento de células NK reguladoras CD69+, lo que podria
indicar un intento de compensacién frente al estado inflamatorio. En los controles, se
observé un equilibrio entre células NK citotoxicas NKp30+ y NK reguladoras NKp30+,
reflejando un microambiente inmunolégico mas favorable.

En sangre periférica, las pacientes con FIR presentaron un incremento de células
activadoras a través de las células NKT con expresiéon de perforina, mientras que las
controles mostraron mayores niveles de células NK citotoxicas TIGIT+y CD69+.

Las correlaciones mas significativas se encontraron en el liquido folicular, destacando las
relaciones entre subpoblaciones citotéxicas y reguladoras tanto en pacientes con FIR
como en controles.

Estos hallazgos subrayan la importancia del perfil inmunolégico en el manejo del FRR,
destacando el liquido folicular como una herramienta novedosa y accesible para
explorar biomarcadores, abriendo la posibilidad de desarrollar algoritmos diagndsticos

gue permitan tratamientos personalizados y mejoren los resultados reproductivos.
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SUMMARY.

Introduction.

Recurrent reproductive failure (RRF), which manifests as two entities, recurrent
miscarriage (RM) and recurrent implantation failure (RIF), represents a significant

challenge in reproductive medicine, affecting 1-5% of couples of reproductive age(1).

RM is defined as the consecutive loss of two or more pregnancies, while RIF refers to
the inability to achieve a pregnancy after the transfer of good-quality embryos in vitro
fertilization (IVF) cycles. The etiology of these entities is multifactorial, encompassing
genetic, immunological, anatomical, endocrine, hematological, and infectious causes;

however, in approximately 50% of cases, the origin remains unknown(4).

The immune system, both innate and adaptive, plays a fundamental role in implantation
and pregnancy development. Natural Killer (NK) cells, both uterine and peripheral, play
a crucial role in pregnancy success. Uterine NK cells are the main mediators at the
maternal-fetal interface, facilitating vascular remodeling and immunotolerance towards
the embryo. However, inadequate activation may be associated with RM and RIF.
Similarly, peripheral NK cells, although less directly involved, reflect systemic

immunological imbalances that can influence the uterine microenvironment(3).

Despite advances in research, heterogeneity in the definition and management of RRF
complicates the construction of pre-pathological profiles based on different
immunological biomarkers. Consequently, the standardization of diagnostic and
therapeutic strategies and their clinical implementation lacks consensus at the moment.
For this reason, this work seeks to contribute to the understanding of RRF from a
gynecological and immunological perspective, in order to propose approaches that

optimize reproductive outcomes and, ultimately, pregnancy success.
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Hypotheses and objectives.

This study seeks to deepen the knowledge and understanding of immunological

biomarkers related to RRF, addressing inflammation as a possible cause.

The study is based on the null hypothesis that there are no immunological differences,
either locally (ovary, uterus) or systemically (peripheral blood), between women with
recurrent reproductive failure (RRF) and fertile women. In contrast, the alternative
hypothesis posits that a subset of women with RRF presents a distinct immunological
profile, characterized by specific pro-inflammatory biomarkers (NK cells,
monocytes/macrophages), compared to the profile presented by healthy women with

proven fertility.

The main objective of the project is to identify local (in the endometrium and follicular
fluid) and systemic (in peripheral blood) immunological biomarkers related to RRF of
immunological origin. These biomarkers are specific subpopulations of NK cells,

monocytes, and macrophages.

One of the the secondary objectives is to perform a comparative analysis of the
biomarkers in each tissue for the different populations (patients with RRF, RM, or RIF,
and healthy controls) and to determine if there are statistically significant differences,
as well as possible correlations among these biomarkers. Ultimately, the aim is to
develop a diagnostic algorithm integrating the most relevant biomarkers to achieve a

more precise and personalized management of patients with RRF.

Material and methods.

This project was carried out by the Gynecology and Immunology services of the Hospital
Clinico San Carlos in Madrid, in collaboration with other external reproductive medicine

centers, between 2019 and 2023.

It is a prospective observational case-control study on the possible inflammatory origin

of recurrent reproductive failure. It includes 33 women: 13 controls (healthy women
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with proven fertility) and 20 cases, 7 with recurrent miscarriage (RM) and 13 with

recurrent implantation failure (RIF).

The foundations of the study is to determine the immunophenotype of the participating
patients through the analysis of specific immunological markers: natural killers (NKs),
monocytes, and macrophages, highlighting among others the following cell
subpopulations: cytotoxic, regulatory, and NKT NKs (TIGIT+, CD69+, NKp30+, Perforin+,
and TIM3+), as well as different types of monocytes (classical, intermediate, and non-

classical) and myeloid-derived suppressor cells (MDSC-).

Samples come from the endometrium, follicular fluid, and peripheral blood of the
participating patients in the context of an IVF treatment and are analyzed fresh using
multiparametric flow cytometry following standardized protocols to ensure the validity

of the results.

Statistical analysis included frequency descriptions for qualitative variables and robust
measures for quantitative data with non-normal distribution, as well as a significance
analysis for group comparisons (using the Mann-Whitney test) and the evaluation of
correlations among variables using Spearman's coefficient. Data processing was

performed with IBM SPSS Statistics v26 software.

Results.

The results of this study are divided into three sections: the descriptive analysis, the

significance analysis between groups, and the correlation analysis between variables.

Regarding the descriptive analysis, it was applied to the entire study population, totaling

33 patients, of whom 13 were women with proven fertility ("controls") and 20 were
"cases" (13 RIF and 7 RM). Variables were described both jointly and by study groups.
The mean age was 24.53 years for controls, 37.9 years for RIF, and 39.14 years for RM.
Among the participants, 81.8% were Caucasian, 78.1% had a normal BMI, and 87.5% had
a normal karyotype. Notably, RM and RIF patients had more gynecological history such

as endometriosis. Alcohol and tobacco consumption were low in this population.
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According to our results, 3.1% of participants presented an altered karyotype, a finding

consistent with the literature.

Regarding the significance analysis, it was performed only between women with proven

fertility and RIF patients. This decision was made because, although the necessary
number of RM patients was initially recruited, several ultimately declined participation
due to the incompatibility between the required endometrial biopsy and fresh embryo

transfer.

The variables analyzed included different subpopulations of natural killer (NK) cells with
activating or regulatory profiles, as well as monocytes, in endometrial, follicular fluid,

and blood samples.

The significance analysis calculated using the Mann-Whitney U test yielded the following

results for significant biomarkers:

In the endometrium of RIF patients, there was a greater presence of total cytotoxic NK
cells, CD69-expressing cytotoxic NK cells, and perforin-overexpressing NKT cells
compared to controls, which may indicate higher cytotoxic activity and a less favorable
endometrial microenvironment for implantation. Conversely, a higher presence of
regulatory NK cells was observed in the endometrium of fertile women, suggesting

better immunosuppressive mechanisms.

In follicular fluid from RIF patients, there was a greater presence of CD69-expressing and
perforin-overexpressing NKT cells, both associated with cell activation and
inflammation, as well as an increase in CD69-expressing regulatory NK cells. In controls,
higher levels of NKp30+ cytotoxic NK cells and NKp30+ regulatory NK cells were

observed.

Finally, in peripheral blood, there was a greater presence of perforin-positive NKT cells
in RIF patients, suggesting higher cytotoxic activity. In controls, higher expression of
TIGIT-positive and CD69-positive cytotoxic NK cells was observed, potentially reflecting

better regulation of the systemic immune response.
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Regarding the correlation analysis, it was applied to significant immunological

biomarkers for RIF patients and healthy controls in the endometrium, follicular fluid, and
peripheral blood. The results in follicular fluid stand out due to the novelty of the
investigation and the stronger positive or negative associations compared to other
determinations. The conclusion is that while controls showed a balance between
immune activation and regulation in all three tissues, RIF patients exhibited an
exacerbated activation profile and insufficient regulation, particularly in the
endometrium and follicular fluid, suggesting an imbalance in immune mechanisms that

may lead to implantation failure.

Discussion.

Understanding the causes associated with RRF, both in its RIF and RM forms, has been
and remains the objective of multiple scientific studies, primarily focusing on the
endometrium and peripheral blood. Our work, oriented towards inflammation as a
cause of RRF, sought to identify NK-type and monocyte immunological biomarkers at
both local and systemic levels, although it focused its investigation on follicular fluid due
to the scarcity of prior studies in this tissue. The following is a summary of our findings

and their comparison with the medical literature published to date.

In the endometrium, an increase in total cytotoxic NK cells and perforin-overexpressing
NKT cells was found in RIF patients, whose activation may create a hostile
microenvironment for implantation, as previously described in studies by Cuadrado-
Torroglosa et al., 2023(122), and Braun et al., 2023(123). Conversely, in fertile patients,
a significant increase in regulatory NK cells was found, suggesting an
immunomodulatory role, although previous studies have presented variable results.

Consistent with the findings of Von Woon et al., 2022(83), further research is needed.

The analysis of follicular fluid represents the most innovative aspect of this work, as
there are very few studies on the ovarian immunological microenvironment. At this

level, immunological imbalances can interfere with oocyte maturation and potentially
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implantation. Our findings, compared to previous studies, reaffirm its relevance in
reproductive success. In RIF patients, there was a significant increase in activated NKT
cells (CD69 and perforin overexpression), similar to that described by Krizan et al.,
2009(131), suggesting that dysregulated activation may interfere with follicular
maturation. Additionally, in RIF patients, there was a significant increase in CD69+
regulatory NK cells, whose presence in follicular fluid suggests a modulatory function
towards a more balanced local immune environment conducive to successful

folliculogenesis and oocyte maturation.

In follicular fluid from fertile women (controls), there was a significantly higher
expression of NKp30+ cytotoxic NK cells and NKp30+ regulatory NK cells, whose
significantly higher levels suggest an immunologically balanced microenvironment. Until

the publication of this project, no specific research on follicular fluid has been known.

In terms of the analysis of significant biomarkers in peripheral blood, two noteworthy
findings stand out. First, the elevation of activating markers, such as perforin-
overexpressing NKT cells, in RIF patients confirms a systemic pro-inflammatory profile.
This aligns with previously published work by Miko et al., 2010(136), which reported a

shift toward a Th1 pro-inflammatory response in NK and NKT cells in women with RIF.

For fertile women (controls), an unexpected increase in TIGIT+ and CD69+ cytotoxic NK
cells was determined. This finding may reflect an optimal immunological state for
implantation. According to a study by our group, Comins-Boo et al., 2021(6), an increase
in cytotoxic NK cells, in this case TIGIT+, was observed in the blood of RIF patients.
Moreover, studies such as Dons’koi et al., 2014(134), showed that both elevated and
reduced levels of CD69+ NK cells are associated with a higher risk of implantation failure
compared to moderate levels (30-60%), which are considered optimal. Recently
published research by Salazar et al., 2022(85), further underscores the importance of NK

cell cytotoxicity in the etiology of RIF.

The clinical relevance of all these studies ultimately aims to integrate biomarkers from
the endometrium, follicular fluid, and peripheral blood to more accurately characterize

the immunological alterations in RIF patients. Follicular fluid, in particular, emerges as a
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promising tool for evaluating local immune imbalances, though further research is

required to substantiate its utility.

From a therapeutic perspective, personalized treatments are advocated.
Immunomodulatory therapies, as reviewed by Genest et al., 2023(140), including
corticosteroids, intravenous immunoglobulins (IVIg), and cell-based treatments, may
have a role. Additionally, diagnostic algorithms leveraging technological innovation,
such as artificial intelligence, could integrate clinical and analytical data (local and
systemic) to transform the management of RRF, improving pregnancy and live birth

rates.

Conclusions.

This study has enabled the identification and characterization of immunophenotypic
biomarkers associated with NK cells, monocytes, and macrophages through
multiparametric flow cytometry, analyzing endometrium, follicular fluid, and peripheral
blood simultaneously in patients with recurrent reproductive failure of potential
inflammatory origin and in fertile women. The sample size for the RM group was

insufficient to perform statistically significant analyses or correlation studies.

In the endometrial analysis, an increase in cytotoxic NK cells and perforin-expressing
NKT cells was observed in RIF patients compared to fertile women, suggesting a pro-
inflammatory environment. Conversely, fertile women exhibited a predominance of

regulatory NK cells, which promotes a more favorable environment for implantation.

In follicular fluid, the findings are particularly innovative as there are practically no
comparable prior studies. A significant increase in activated NKT cells (CD69+ and
perforin-expressing) was detected in RIF patients, along with an increase in CD69+
regulatory NK cells, potentially indicating a compensatory response to the inflammatory
state. In controls, a balance between NKp30+ cytotoxic NK cells and NKp30+ regulatory

NK cells was observed, reflecting a more favorable immunological microenvironment.
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In peripheral blood, RIF patients demonstrated an increase in activating markers via
perforin-expressing NKT cells, while controls showed higher levels of TIGIT+ and CD69+

cytotoxic NK cells.

The most significant correlations were found in follicular fluid, highlighting relationships

between cytotoxic and regulatory subpopulations in both RIF patients and controls.

These findings underscore the importance of the immunological profile in managing
RRF, highlighting follicular fluid as a novel and accessible tool for exploring biomarkers.

This opens the possibility of developing diagnostic algorithms to enable personalized

treatments and improve reproductive outcomes.
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2. INTRODUCCION.

El fallo reproductivo recurrente (FRR), bien en su forma de aborto de repeticién (AR) o
en su forma de fallo de implantacion recurrente (FIR) ha sido siempre un tema

inquietante para mi, tanto desde mi perspectiva personal como profesional.

Como ginecdloga especialista en Reproduccién Asistida es un tema de dificil abordaje en
la consulta ya que no hay una definicidn Unica y exacta, y ademas, en casi un 50% de las
pacientes que lo padecen no llegamos a saber la causa. En consecuencia, no podemos
plantear una solucion especifica y perfecta, hecho que genera malestar en nuestro
qguehacer como médicos, y ademas, cierto sentimiento de culpabilidad o pena hacia las
pacientes, ya que uno mismo es absolutamente consciente del sufrimiento por el que

estd pasando esa persona o pareja.

Por este motivo, cuando me propusieron participar en este proyecto de investigacion
gue se desarrollaria de manera conjunta por los Servicios de Ginecologia e Inmunologia

del Hospital Clinico San Carlos, no dudé ni un minuto en embarcarme.

Todos los profesionales de la reproduccion sabemos que la perspectiva de la inflamacién
como causa del fallo reproductivo recurrente es controvertida, hay adeptos y hay
escépticos, pero sobre todo hay que investigar si realmente subyace alguna alteracién
inmunoldgica que justifique la patologia, y en caso de que la haya, ponerle nombre y

apellidos y darle un valor de gravedad clinico.

Este trabajo, que profundiza en el estudio de distintas poblaciones celulares (natural
killers, monocitos, etc.), que llamaremos habitualmente marcadores inmunoldgicos o
biomarcadores, persigue el objetivo de construir con ellos un algoritmo diagndstico
sencillo que aplicar en el futuro a pacientes con FRR, facilitar su manejo e indicar la mejor

opcion terapéutica para conseguir el embarazo exitoso.
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3. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

3.1 VISION GENERAL DEL FALLO REPRODUCTIVO RECURRENTE.

Segun datos de la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF), entre el 15% y el 17% de las
parejas en edad reproductiva en Espafia experimentan problemas de fertilidad lo que
equivale a unas 800.000 parejas espafiolas(1). De hecho, cada vez son mas las personas
que presentan dificultades para conseguir la gestacion, o que, consiguiéndolo
reiteradamente, nunca llegan a tener un recién nacido vivo (RNV). Estas situaciones,
denominadas comunmente fallo reproductivo recurrente (FRR), son un grupo
heterogéneo de patologias que constituyen un reto importante para las unidades de
medicina reproductiva. Se estima que aproximadamente entre el 1% y el 5% de las
mujeres en edad fértil presentan abortos espontaneos recurrentes, definidos
cldsicamente como la pérdida consecutiva de tres o mas embarazos clinicamente
reconocidos(2). Y alrededor del 10% de las parejas que se someten a tratamientos de
fecundacion in vitro (FIV) presentan fallo de implantacién recurrente, es decir, la
imposibilidad de conseguir la implantacion de embriones de buena calidad tras varias
transferencias, a pesar de unas condiciones éptimas de receptividad endometrial(3). En
algunos estudios, la cifra asciende a un 10% segun ciertos contextos clinicos,
particularmente cuando se incluyen pérdidas gestacionales subclinicas (simplemente
con un test de embarazo positivo) o tempranas detectadas mediante ecografia antes de
gue el embridn sea visible. Otra forma de explicar su incidencia es a través del total de

embarazos, afectando al 0,4 al 1% de todas las gestaciones(4).

Su etiologia es muy variada. Segun un trabajo publicado en 2016 por Mateo Sdnez et
al(4), las causas de FRR se podrian distribuir de la siguiente manera: en el 47% de las
parejas su etiologia seria desconocida; un 18%, de origen inmunoldgicas, predominando
el Sindrome antifosfolipido, 14%, endocrina; en un 13%, anatdomica; en un 5%, genética

y en un 3%, infecciosa.
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Figura 1. Principales causas de pérdida recurrente del embarazo (2016)(4).

Datos obtenidos de Pérdida recurrente del embarazo. Revision bibliogrdfica. Mateo-Sanez HA.

Los abortos recurrentes suelen ser de origen multifactorial, con causas que incluyen las
alteraciones genéticas, inmunoldgicas, endocrinas y anatémicas. En aproximadamente
el 50% de los casos, la etiologia permanece sin explicacién, lo que complica el

diagndstico y tratamiento de estos pacientes.

A pesar de los avances en medicina reproductiva, la falta de consenso en la definicion y
en el diagndstico, ha dificultado la estandarizacién de los tratamientos, por lo que la
identificacion personalizada de las causas subyacentes podria mejorar
significativamente las tasas de éxito en estas pacientes, mediante intervenciones

especificas, como la seleccidén genética de los embriones y la modulaciéon inmunolégica.

Dado que la incidencia de estos trastornos es alta y afecta considerablemente, tanto a
la salud fisica como psicolégica de estas pacientes, es muy importante continuar
investigando. Con ese objetivo se desarrolla este trabajo, para profundizar en el
conocimiento de la inmunologia reproductiva, un campo que podria explicar algunos
casos del FRR y contribuir a mejorar la comprension de la etiologia y optimizar las
estrategias terapéuticas en las pacientes con abortos de repeticion (AR) y fallos de

implantacion repetidos (FIR), de posible de origen inflamatorio.
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3.2 APROXIMACION A LA INMUNOLOGIA REPRODUCTIVA.

La inmunidad se clasifica en dos tipos principales: innata y adquirida, ambas
desempefiian papeles cruciales en la proteccion del organismo y estan implicadas en las

respuestas inmunitarias que pueden influir en el FRR.

- La inmunidad innata representa la primera linea de defensa y actua de forma
inmediata tras la exposicién a patégenos. Es inespecifica, es decir, no distingue
entre diferentes tipos de agentes patdgenos. Incluye barreras fisicas (piel,
mucosas), células fagociticas (macréfagos, neutréfilos), células NK (Natural
Killer), y moléculas solubles como las citoquinas y el sistema del complemento.
Asi por ejemplo, en el contexto de AR, la disfuncion en componentes innatos
como las células NK uterinas podria estar relacionada con fallos en la tolerancia

inmunoldgica durante la implantacién embrionaria.

- La inmunidad adquirida o adaptativa es mas especifica y se desarrolla tras la
exposicidn a un patdgeno o antigeno. Implica la activacion de linfocitos Ty B, que

generan una memoria inmunoldgica.

Por otro lado, debemos conocer dos conceptos:

- La autoinmunidad, es un proceso patoldgico en el cual el sistema inmunoldgico
a través de su mecanismo de inmunidad adquirida o adaptativa reconoce como
extrafos sus propios tejidos y genera autoanticuerpos y los ataca erréneamente.
En el contexto de la salud reproductiva, se asocia con trastornos como el aborto
de repeticion y el fallo de implantacién recurrente. Las enfermedades
autoinmunes pueden interferir con la implantacién del embrién o el desarrollo
temprano del embarazo al generar una respuesta inmunoldgica inapropiada

contra componentes del tejido placentario o embrionario/ fetal.

- La aloinmunidad se caracteriza porque el sistema inmunitario de la madre, que

deberia desarrollar mecanismos de tolerancia hacia el feto, reconoce como
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extrafios los antigenos paternos, pudiendo derivar en un rechazo hacia el

embridn/feto.

Ambos tipos de inmunidad estan interconectados y su desregulacién puede contribuir a
diferentes patologias. Segun la guia de la ESHRE sobre AR de 2017 destacan los

siguientes factores inmunoldgicos(5):
- Monocitos y Macréfagos: implicados en ambos tipos de inmunidad.

- HLA y células NK estan principalmente relacionados con la inmunidad

aloinmune.

El sistema HLA (Human Leukocyte Antigen) es un conjunto de genes
altamente polimérficos ubicados en el cromosoma 6 que codifican
moléculas responsables de la presentacidon de antigenos a las células del
sistema inmunolégico, desempeiiando un papel clave en la diferenciacion
entre lo propio y lo ajeno. Estas moléculas son esenciales para la
regulacién de la respuesta inmune adaptativa y estan implicadas en la
tolerancia inmunolégica, particularmente en el contexto del embarazo,
donde facilitan la interaccion materno-fetal. Por otro lado, las células NK
(natural killer) son linfocitos del sistema inmune innato que, mediante
receptores activadores e inhibidores, reconocen células alteradas o
extranas. Desempefian un papel crucial en la vigilancia inmunoldgicay en
la remodelacion de las arterias uterinas durante la implantacion
embrionaria. La interaccion entre el sistema HLA, concretamente el HLA-
C, y las células NK uterinas es fundamental para establecer un ambiente

de inmunotolerancia que favorezca el embarazo.

- Las citocinas pueden actuar en ambos tipos de inmunidad, segun el

contexto.
- Los ANA son caracteristicos de la inmunidad autoinmune.

Dado que no hay un tratamiento consensuado de los abortos de repeticidn, es un campo

de investigacidn creciente. Como se reconoce en la literatura, una de las causas mas
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plausible de los AR es la inflamatoria, hablando asi de fallo reproductivo o gestacional

recurrente de origen inflamatorio (iFRR o iFGR).

Clasicamente se ha aceptado que Ila gestante presenta un estado
de inmunotolerancia (o estado anti-inflamatorio) en el que la placenta desempefia un

papel activo en la inmunosupresion de la respuesta inmune materna.

De manera general, en el embarazo normal, existe un predominio de citoquinas de
diferenciacién Th2/Treguladoras (Treg) antiinflamatorias. Sin embargo, durante un
breve periodo de la implantacién del embridn es necesario cierto grado de inflamacion,
con predominio de citoquinas Thl, que se sigue de una expansion de células
Treguladoras, especializadas en el control de la inmunidad celular de la madre hacia el
tejido trofoblastico (embrionario). Lainmunidad innata desempefia un papel esencial en
el éxito gestacional. De hecho, las células natural killers (NK) y los macrdfagos

constituyen el 90% de las células inmunitarias maternas en la interfase materno-fetal.

Durante la gestacion normal, salvo en un periodo muy concreto y limitado que
corresponde a la implantacidn, existe un elevado nimero de macrdéfagos en la interfase
materno-fetal con funciones antinflamatorias, que favorecen la remodelacion del
estroma uterino, la regulacion de Ila implantacion del trofoblasto vy la
inmunotolerancia frente a los antigenos fetales. Mas adelante, al final del embarazo,
también participaran en el inicio del trabajo del parto. Por su parte, a nivel de la sangre
materna los monocitos se encuentran activados, con elevacién en la expresion de

moléculas de adhesidn en su superficie, metabolismo oxidativo y fagocitosis.

Numerosos estudios han descrito la asociacion de expansiones de células
NK citotdxicas en sangre o endometrio con el iFRR, marcador inespecifico en muchas

ocasiones en el contexto de una enfermedad autoinmune subyacente(6)

Es aquellas pacientes con FRR sin filiar en las que se han descrito distintas alteraciones
inmunoldgicas, como aloinmunes, en relacién con la compatibilidad de la pareja
respecto al HLA-C y a ciertas combinaciones del HLA-C del feto con la expresidon
de ligandos de células NK (KIR) de la madre, como un factor de mal

prondstico gestacional;, como alteraciones de /a inmunidad celular, asociado a
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expansion de células natural killers (NK) en sangre y en endometrio como un factor de
riesgo de iFRR; ademds de un desequilibrio de citoquinas con predominio de

Th1/Th17 proinflamatorio frente al perfil Th2/Treg de la gestacién natural.

En los ultimos afos, se han desarrollado biomarcadores individuales, como la expansién
de células NK, cocientes de citoquinas Th1/Th2, o bien la actividad citotdxica in vitro de
las células NK(7), que son utiles pero no reflejan el estado global de riesgo de iFRR.
Tampoco existen adecuados estudios que analicen el papel de los
monocitos/macrofagos en el iFRR, a pesar de ser células clave en los procesos

inflamatorios y de su elevada presencia en sangre y en endometrio.

En conclusidn, a dia de hoy no existe un algoritmo diagndstico especifico que aplicar a
las pacientes o parejas con perfil de iFRR, lo cual seria fundamental para el abordaje

terapéutico en una préxima gestacién y prevenir un nuevo fracaso reproductivo.

3.3 ABORTOS DE REPETICION.

3.3.1 Definiciény epidemiologia.

Clasicamente se definia AR como la presencia de tres o mas abortos, siendo la incidencia
entre el 1-2% de las parejas en edad fértil. En el momento actual se contempla el aborto
de repeticién a partir de dos pérdidas gestacionales, y la incidencia aumenta a un 4-5%
de parejas(8). La realidad es que no existe unanimidad entre los especialistas, ya que
hay definiciones basadas Unicamente en el concepto numérico; otras basadas en el
concepto clinico (diagnéstico ecografico y/o histopatoldgico), o incluso algunas basadas
en la bioquimica (un test positivo de embarazo en sangre u orina). Asi, las principales
sociedades de Medicina Reproductiva publican diversos protocolos y revisiones: la
Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM) redactd en 2012 un protocolo
sobre pérdida gestacional recurrente(9) que posteriormente modificd en 2020 con una
nueva definicion de pérdida gestacional recurrente, contemplandola como una

enfermedad distinta de la infertilidad, caracterizada por la pérdida espontdnea de dos o
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mds embarazos, recomendando estudiar a la paciente/pareja a partir de esa cifra e
insistiendo en que cada aborto precisa una evaluacion especifica de cara a futuras
actitudes(10). La Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE)
elabord la “Guia clinica para pérdida gestacional recurrente”(5) publicada en 2017 y
actualizada en 2022. En nuestro pais contamos con la Sociedad espafiola de Fertilidad
(SEF) como referente, destacando el grupo de Trabajo de Fracaso Reproductivo que

publicé recomendaciones para el manejo de aborto de repeticién en 2019(11).

En 2017 la European Society of Human Reproduction (ESHRE) modificé su protocolo
sobre pérdida gestacional recurrente (PGR) y define el AR como la interrupcién de dos
0 mas embarazos clinicos, conseguidos espontaneamente o mediante TRAs, excluyendo
embarazos ectdpicos, gestaciones molares y el propio fallo de implantacién. Esas dos o
mas pérdidas gestacionales pueden ser consecutivas o no(5).

A su vez, establece el concepto de pérdida gestacional recurrente primaria, cuando no
ha ocurrido una gestacion viable previamente, o secundaria, cuando si ha habido otra/s
gestacidn/es evolutivas mas alld de las 24 semanas. El prondstico para un embarazo
exitoso es mejor en los casos de AR secundario(12).

Ademas, también aclara que no hay mas riesgo de AR si las pérdidas previas fueron
consecutivas, o si hubo tres o dos pérdidas anteriores; tampoco es mas probable que los
progenitores presenten alteraciones cromosdmicas si hubo dos o tres abortos
consecutivos frente a no consecutivos, y por ultimo, la presencia de AR previos impacta

en el prondstico de un nuevo aborto.

El Grupo de Trabajo en Fracaso Reproductivo de la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF)
publicé en 2019 una guia de Recomendaciones para el manejo de AR, definiéndolo en
dos o mas gestaciones clinicas interrumpidas involuntariamente por debajo de las 22

semanas(11).

En cuanto a la prevalencia, si se utiliza la definicion clasica de tres o mas abortos, se
recoge una incidencia en la poblacion general del 1-2% de las parejas en edad fértil,
mientras que, si se utiliza la definicion mds actual, en dos o mds AR, la incidencia

aumenta a un 4-5%(12).
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Teniendo en cuenta que la probabilidad de que una pareja joven y sana presente un
nuevo aborto tras haber tenido dos abortos previos es de un 24-30%, y de un 30-33% en
el caso de haber presentado tres abortos, dada la escasa diferencia porcentual, la
recomendacién es iniciar los estudios complementarios tras dos abortos. Respecto a si
las pérdidas son consecutivas o no, sélo el 1-2% de las mujeres embarazadas

experimentan dos pérdidas de embarazo seguidas, y entre el 0,4-1%, tres(5).

3.3.2 Impacto psicoldgico.

El aborto de repeticidon presenta un gran impacto emocional en las mujeres y también
en sus parejas, ya que para ellos supone la pérdida de un posible futuro hijo y de la
posibilidad de convertirse en familia, siendo frecuentes los sentimientos de duelo y
fracaso personal tras la pérdida. Hay pacientes/parejas que cesan en la bdsqueda del
embarazo, pero en las que siguen intentandolo, la ansiedad sobre una nueva gestacién
puede ser mayor. Es deseable conocer en la medida de lo posible las causas que
ocasionaron la pérdida previa y realizar pruebas/ tratamientos de cara a evitar su

recurrencia(13)

3.3.3 Principales factores de riesgo.

- Edad.

- Factores relacionados con el estilo de vida: estrés, ocupacién, habitos de salud.

EDAD.

El aumento de la edad femenina es un factor de riesgo ampliamente conocido en la
disminucion de la fertilidad debido al detrimento de la funcién ovérica y a la presencia
de alteraciones cromosdmicas en los ovocitos, lo cual puede derivar en anomalias en el
embridn y/o en el feto, ademas de asociarse a un aumento de la morbilidad/mortalidad
obstétrica. Se conoce que el riesgo de aborto es mas bajo entre los 20 y los 35 afnos
donde se situa entre el 10-13%(14). Para mujeres de mas de 40 afios esta por encima

del 60%, y en mujeres de 45 afios, por encima del 80%(15,16).
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Un estudio de cohortes retrospectivo concluyd que la edad de la mujer por encima de
35 afios era el unico factor predictivo estadisticamente significativo del riesgo de

anomalias cromosémicas en la pérdida gestacional esporadica y recurrente(17).

FACTORES RELACIONADOS CON EL ESTILO DE VIDA.
Estrés.

Algunos estudios de poca calidad sugieren la relacién entre el estrés materno y los
resultados adversos en el embarazo y el parto. No esta claro el impacto del estrés en el

riesgo de aborto espontaneo o AR(18).
Factores ambientales.

Hay pocos estudios. La exposicién a factores ambientales y ocupacionales (metales
pesados, pesticidas, etc.) parece asociarse con un mayor riesgo de pérdida gestacional
en mujeres con AR, pero no hay datos suficientes para recomendar la proteccién contra

un determinado factor ambiental en mujeres con AR(19).
Habitos de salud: peso, tabaquismo, alcohol, cafeina, ejercicio.
- Peso.

La obesidad, definida por un Indice de masa corporal (IMC) mayor a 30 kg/m2, tiene un
impacto significativo en la salud reproductiva femenina. A mayor IMC menor fertilidad,
mas abortos y peores resultados en los TRA(20). Una revisidn sistematica informé de
una mayor prevalencia de AR en mujeres obesas en comparacion con mujeres con IMC

normal(21).
- Tabaco, alcohol, cafeina.

El tabaquismo y el alcoholismo estdan estrechamente relacionados con resultados
obstétricos y perinatales adversos pero su impacto en el AR es menos conocido. Asi, en
un estudio en el que se revisé el consumo femenino de tabaco, cafeina y alcohol, no se

pudo relacionar un aumento de riesgo de AR para dichos factores(5).
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- Ejercicio.

Se recomienda el ejercicio durante el embarazo ya que se considera beneficioso para la
mujer, pero los datos para el aborto espontdneo no son tan claros, y no se dispone de

estudios para AR(22).

3.3.4 Investigacion de posibles factores causales y diagnéstico.

a. Factor inmunolégico.

b. Otros factores: genético, hematolégico, endocrino, anatémico e infeccioso.

Se han propuesto multiples causas de AR, algunas demostradas a través de la medicina
basada en la evidencia (MBE), pero en la mayoria de los casos no han podido ser
ratificadas a través de estudios o estan siendo investigadas en el momento actual. En
principio, sodlo los factores genéticos y el sindrome antifosfolipidico han sido

adecuadamente demostrados.

En cualquier caso, la evaluacidon de todos estos factores se sigue incluyendo para

construir una mejor aproximacion diagndstica en las pacientes con AR.
A continuacidn, se explican con mas detalle los posibles factores causales del AR.
a. Factor inmunoldgico.

El campo de la inmunologia en la reproduccidn asistida y el embarazo esta en continua
investigacion, y aunque en algunas parcelas la evidencia cientifica aun es contradictoria,
son muchos los estudios aleatorizados y los ensayos clinicos en curso para tratar de

demostrar la validez de las pruebas diagndsticas y de las terapias propuestas.

Asi, la disfuncion en la inmunidad innata y/o en la adaptativa que juegan un papel
fundamental en la implantacién y el mantenimiento del embarazo, provoca la aparicidn
de situaciones patoldgicas como el AR. Dentro de las causas inmunoldgicas de AR se

distinguen alteraciones autoinmunes y aloinmunes que a continuacién se detallan.
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Autoinmunidad.

El sindrome antifosfolipido (SAF) es la causa inmunoldgica autoinmune mejor

caracterizada asociada a AR. Se trata de una enfermedad sistémica definida por la
existencia de trombosis y morbilidad durante el embarazo, y se debe a la presencia de
anticuerpos (Ac) antifosfolipidos (AFL), como los Ac anticardiolipina (ACA), los Ac
antibeta-2-glicoproteina | (AB2l) y el anticoagulante lupico (AL). Durante la gestacidn
estos anticuerpos favorecen un estado procoagulante que conduce a la trombosis
placentaria, afectando el desarrollo adecuado del feto y provocando abortos
espontaneos recurrentes o complicaciones obstétricas como preeclampsia o

crecimiento intrauterino restringido(5,23).

Las guias recientes recomiendan el uso de anticoagulacién con heparina de bajo peso
molecular (HBPM) y aspirina en gestantes con SAF confirmado, lo cual ha demostrado

mejorar las tasas de RNV(23).

Aloinmunidad.

El sistema inmunitario de la madre debe desarrollar tolerancia hacia el feto, el cual
expresa antigenos paternos extrafios. Sin embargo, el fallo en los mecanismos de

tolerancia inmunolégica puede derivar en un rechazo hacia el embrién/feto.

Uno de los modelos mds estudiados es el papel de las células NK uterinas (uNK), las
cuales regulan la invasién trofoblastica y la vascularizacién en el sitio de implantacién.
La activacién aberrante o el aumento de la citotoxicidad de las células NK se ha
relacionado con abortos recurrentes, aunque su papel exacto aun es objeto de

debate(24).

La influencia de las células NK en sangre periférica y en el endometrio sigue siendo
controvertida y las terapias basadas en la modulacion de células NK, como el uso de
inmunoglobulina intravenosa (IglV) o esteroides, no han demostrado consistentemente

una mejoria en los resultados

Segun la guia de la ESHRE sobre AR destacan los siguientes factores inmunolégicos(5).
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- HLA y células NK estan principalmente relacionados con la inmunidad

aloinmune.

- Las citocinas pueden actuar en ambos tipos de inmunidad, segun el

contexto.

- Los ANA son caracteristicos de la inmunidad autoinmune(6).

Compatibilidad HLA (HLA (Antigenos Leucocitarios Humanos):

El HLA juega un papel central en la inmunidad aloinmune, reconociendo lo extrafio,

como sucede en el embarazo, donde el sistema inmune reconoce el feto como un semi-
aloinjerto. Esta funcidn de tolerancia es fundamental durante la implantacion y el
mantenimiento del embarazo, y su desregulacion puede llevar a rechazo fetal y abortos

de repeticion.

Los alelos HLA de clase Il, expresados principalmente en células presentadoras de
antigenos, pueden influir en el reconocimiento y la tolerancia inmunoldgica durante el
embarazo. Las moléculas HLA-C y HLA-G, en particular, son de interés debido a su
expresion en el trofoblasto, interfiriendo en la interaccién materno-fetal. HLA-G, una
molécula no clasica, se asocia con el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica en el
embarazo, y sus isoformas solubles y ligadas a membrana participan en la modulacién
de la citotoxicidad de las células NK (Natural Killer). Los niveles bajos de HLA-G se han
relacionado con complicaciones como abortos recurrentes, preeclampsia e infecciones

intrauterinas.

Las investigaciones en torno a la compatibilidad HLA entre parejas con AR han arrojado
resultados mixtos. Un meta-analisis encontrd que la comparticion de alelos HLA-A, By C
entre parejas con AR no presentaba diferencias significativas en comparaciéon con
parejas sin AR. Sin embargo, estudios recientes sugieren una posible relaciéon entre
ciertos alelos HLA, como HLA-DRB1*03, y un mayor riesgo de abortos en mujeres con

multiples pérdidas gestacionales. En mujeres con AR secundario, el nacimiento previo
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de un varén y la presencia de alelos HLA de clase |l restrictivos parecen estar asociados
con un peor prondéstico en embarazos posteriores, sugiriendo una respuesta inmunitaria

especifica que contribuye a la pérdida gestacional(5).

Anticuerpos anti-HLA (Ac antiHLA).

Segun diferentes estudios, los anticuerpos anti-HLA de clase | o Il se detectan con una
frecuencia significativamente mayor en mujeres multiparas respecto a mujeres con AR,
y curiosamente, las mujeres con AR de causa conocida presentaban niveles similares de

Ac antiHLA respecto a las de origen desconocido(25).

Otro estudio informd que las gestantes con antecedente de AR que tenian Ac antiHLA
positivos presentaban una tasa menor de RNV respecto a las que no tenian dichos

Ac(26).

En conclusion, no hay suficiente evidencia cientifica sobre la determinacién de los Ac

antiHLA en el cribado de mujeres con AR(5).

Citocinas.

Las citocinas son moléculas reguladoras tanto a nivel autoinmune como aloinmune y
tienen una funcidn crucial en el embarazo. La investigacion sobre su papel en los abortos
de repeticion (AR) ha revelado un predominio de citocinas proinflamatorias en lugar de
antiinflamatorias (predominio de la respuesta Th1 en lugar de la Th2, como ocurre en el

embarazo de curso normal).

Asi, se han identificado citocinas antiinflamatorias como la interleucina-10 (IL-10) y la
interleucina-4 (IL-4) y proinflamatorias, como el IFNy y el TNF-a, que predominan en la
interfaz materno-fetal y generan un ambiente hostil que deriva en el rechazo del
embridn y en el posible aborto de repeticion. Ademas, es un marcador de inflamacion
sistémica, observandose niveles plasmaticos elevados de TNF-a y una mayor proporcion
de células Thl productoras de TNF-a en sangre periférica de mujeres con una mayor
incidencia de abortos espontaneos, especialmente de aquellos euploides(27).
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Ademas, las mujeres con AR secundario presentan niveles significativamente mas altos

de TNF-a al inicio del embarazo en comparacién con mujeres con AR primario(28).

Otros estudios encontraron un porcentaje significativamente mayor de células Th1 que
expresan TNF-a intracelular en linfocitos de sangre periférica y una relacion TNF-a/IL10

Th significativamente mayor en pacientes con AR en comparacién con controles(29).

Por ello, debido a la variabilidad en los resultados de los estudios que examinan citocinas
en diferentes momentos del embarazo y a la influencia de polimorfismos genéticos, no
se recomienda el uso rutinario de pruebas de citocinas ni de polimorfismos en la practica

clinica para pacientes con AR(5).

Anticuerpos antinucleares (ANA)

Los ANA estdan dirigidos contra componentes del ntcleo celular propio y son reguladores
de la inmunidad y las enfermedades autoinmunes. Su presencia en mujeres con AR
indica una respuesta autoinmune que afecta negativamente el desarrollo del embarazo

y puede favorecer la pérdida gestacional.

Varios estudios, aunque antiguos, han analizado la relacién entre la positividad de ANA
en AR respecto a controles sanos(30). Incluso algin estudio informé que la positividad
de ANA fue mds prevalente en mujeres con AR y un nuevo aborto espontaneo respecto

a las que tuvieron un RNV(31).

En el momento actual la relacion fisiopatolégica entre los ANA y los AR no esta
completamente establecida, y algunos estudios no han encontrado una correlacién
significativa. Se ha propuesto que el alelo HLA-DRB1*03, uno de los origenes de las

sintesis de ANAs, podria estar involucrado en esta predisposicion(32).

Células natural killer (NK)

Los estudios sobre las células NK en la pérdida gestacional recurrente se pueden hacer
mediante andlisis de citometria de flujo o pruebas de citotoxicidad de linfocitos NK en

sangre periférica antes o durante el embarazo, y estudios de células NK en biopsias de
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endometrio previas al embarazo o restos de tejido decidual de embarazos

interrumpidos.

- Células NK en sangre periférica

Son varios los estudios realizados entre 1995 y 2013, amplios y de buena calidad,
gue demostraron que el porcentaje de células NK CD56+ en sangre periférica
antes del embarazo es significativamente mayor en mujeres con AR.

El estudio de Chao et al., 1995 considera que las células NK periféricas pueden
estar vinculadas a disbalances inmunolégicos asociados al embarazo, pero no
pone el foco en ellas ya que considera que las NK uterinas desempefan un papel
mas directo en el microambiente uterino y en el éxito o fracaso del
embarazo(33).

Carbone et al., 2009 publicaron un trabajo sobre pérdida gestacional recurrente
donde destaca que la hiperactividad de las células NK periféricas en pacientes
con sindrome antifosfolipido puede exacerbar la disfuncidon inmunoldgica y

vascular, aumentando el riesgo de pérdida del embarazo(34).

También destaca el estudio de Lee et al., 2013 segun el cual las células NK
periféricas no actuan directamente sobre el trofoblasto, pero en mujeres con AR
se determinaron niveles mas altos de NK periféricas con actividad citotdxica
anormal, que reflejan una actividad inmunolégica sistémica que afecta al
microambiente uterino, lo cual puede asociarse a mayor riesgo de aborto
espontaneo o recurrente. Asi, las células NK periféricas se podrian utilizar como

marcador inmunolégico para identificar mujeres en riesgo de AR(35).

El grupo de Katano et al., 2013 llegd también a la conclusidn tras el andlisis de
1200 mujeres y sus embarazos, que niveles altos de NK periféricas producen
mayor tasa de evolucidn gestacional no favorable, y que niveles mas altos previos

a la concepcién pueden tener impacto en no conseguir el embarazo(36).
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Células NK uterinas en biopsia endometrial o tejido decidual.
Parece que en embarazos normales la citotoxicidad de las células NK deciduales
estd significativamente reducida en comparaciéon con embarazos anormales,

como se demuestra en los siguientes trabajos:

Asi, segun refiere el trabajo de Michimata et al., 2002, aunque se observaron
variaciones en el numero y distribucion de las células NK en el endometrio de
mujeres con AR, éstas no mostraron una correlacion directa con los resultados
de embarazos posteriores(37).

El estudio de Tuckerman et al., 2009 demuestra que un aumento significativo en
la densidad de células NK uterinas en el endometrio de mujeres con
antecedentes de AR en comparacidon con mujeres fértiles, sin antecedentes de
pérdidas, lo que sugiere su utilidad como biomarcador prondstico para pacientes
con AR(38).

Segun el estudio de Lee et al., 2013 previamente mencionado, las células NK
uterinas son clave para la interaccion directa con el trofoblasto y la remodelacién
vascular(35).

Por otro lado, en un estudio muy reciente de este mismo afio publicado por
Cuadrado- Torroglosa et al., 2024 se destaca el importante papel de las NK
uterinas en la remodelacion de las arterias espirales y en la regulacién de la
invasion del trofoblasto. Estas células, aunque derivadas de la linea inmunitaria
citotoxica, tienen una funcion mas de inmunomodulacién en el desarrollo

temprano del embarazo que una funcién destructiva(39).
Podemos concluir por tanto:

A partir de los estudios que analizan las células NK en la sangre periférica antes
o durante el embarazo, parece existir una débil asociaciéon con AR, pero por el
momento las pruebas de células NK no pueden utilizarse para seleccionar a las

mujeres con AR para plantear posteriormente un tratamiento inmunolégico.

50



- Porotrolado, la expresion de subconjuntos de células NK en endometrio y sangre
periférica son muy diferentes, y, ademas, dentro de un determinado tejido,

existen fluctuaciones a lo largo del ciclo ginecolégico.

- Las células NK pueden medirse en biopsia endometrial mediante
inmunohistoquimica o citometria de flujo. La primera técnica puede hacer una
evaluacién subjetiva y, en el caso de segunda, puede cambiar la expresion de los
marcadores de superficie al someter al tejido a digestiéon enzimatica. De hecho,
ninguna técnica de medicién se ha protocolizado y no existen rangos de

normalidad estandarizados.

3.5.5 Tratamientos inmunoldgicos: nuevas terapias.

Recientes avances en la comprension de las interacciones inmunoldgicas materno-
fetales han llevado a investigar terapias dirigidas para mujeres con abortos recurrentes
de causa inmunoldgica. Entre ellas, se han estudiado tratamientos con inmunoglobulina
intravenosa, inmunosupresores como el rituximab y moduladores del complemento,

aunque los resultados no son concluyentes.

Un campo prometedor es la evaluacidon del microambiente inmunoldgico endometrial,
donde algunos estudios han sugerido que un equilibrio entre células T reguladoras (Treg)
y células T efectoras es clave para la tolerancia materno-fetal. La disfuncién de las células
Treg ha sido implicada en la patogénesis de abortos recurrentes, lo que ha llevado a la
propuesta de nuevos enfoques terapéuticos dirigidos a mejorar la tolerancia

inmunoldgica(40).

En resumen, las causas inmunoldgicas de los abortos recurrentes abarcan un espectro
complejo de desregulaciones autoinmunes y aloinmunes. A pesar de los avances en el
diagndstico y tratamiento, aun persisten lagunas en el entendimiento de estos
mecanismos. Se requieren estudios adicionales para establecer terapias inmunoldgicas

eficaces y personalizadas para las pacientes AR.
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b. Otros factores: genético, hematolégico, endocrino, anatémico uterino

e infeccioso.

Factor genético:

Las alteraciones genéticas son una causa mas que reconocida de aborto, tanto
esporadico como recurrente y presentan una prevalencia aproximada del 45%. En una
revision sistematica, la prevalencia de anomalias cromosémicas en un Unico aborto

esporadico fue del 45%, y la prevalencia para un siguiente aborto similar, del 39%(5).

Las alteraciones cromosémicas se clasifican de una manera sencilla en dos grupos,
numeéricas, por exceso o defecto de cromosomas (trisomias, monosomias, poliploidias)
y/o estructurales, como son traslocaciones (reciprocas o robertsonianas), inversiones,

deleciones y mosaicismos.

Respecto al embridon, éste puede presentar cromosomopatias heredadas de sus
progenitores o de novo. Estas representan el 75% de los abortos esporadicos, y son
habitualmente de origen materno asociado a una edad avanzada (por alteraciones de
disyuncién en la meiosis | y Il del ovocito, dando lugar habitualmente a trisomias)(11).
Por tanto, resulta muy interesante estudiar la euploidia del producto de la gestacidn

para determinar si subyace una causa genética(41).

Asi, los estudios publicados han utilizado diversas técnicas genéticas como el andlisis del
cariotipo, hibridacion fluorescente in situ [FISH], o hibridacion gendmica comparativa
basada en array [array-CGH]). El cariotipo convencional presenta limitaciones, ya que

puede tener un resultado no concluyente o haber contaminacién materna(42).

El FISH también puede tener un uso limitado dado que sélo utiliza sondas para
determinados cromosomas y, por tanto, puede no detectar la causa en si misma. Las
nuevas técnicas de secuenciacion masiva o next generation sequencing (NGS) también
se pueden aplicar exitosamente examinando todos los cromosomas y evitando las
limitaciones del cariotipo y del FISH, a pesar de que también presenta sus limitaciones
ya que puede no detectar reordenamientos equilibrados y mosaicismos de bajo nivel

(por debajo de un 10-15%)(43).
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Cuando una pareja presenta cariotipos normales y tienen un aborto por una trisomia,
un nuevo aborto puede volver a ocurrir hasta en el 50% de los casos. Sin embargo, si el
producto de la gestacidn es cromosdmicamente normal, es probable que subyazca otra
causa de aborto(44). Por el contrario, se observa que el 3-5% de las parejas con AR
presentan una alteracion genética, que en el caso de ser una traslocacion reciproca o

una inversion, la probabilidad de aborto es de un 35-65%(45).

Asi, el estudio del cariotipo en progenitores aporta mucha informacién, ya que aquellos
casos con resultado alterado, presentan una probabilidad mayor de tener un nuevo
aborto, y una tasa de recién nacido vivo (RNV), mds baja; aunque la tasa acumulada de
RNV es buena (del 64%) sigue siendo mas baja en comparacién con las mujeres con

cariotipo normal (78%)(46).

Por tanto, se recomienda analizar el cariotipo parental en parejas con AR, o en parejas
cuyos hijos presenten anomalias cromosdmicas/ congénitas; ante la existencia de
familiares con alteraciones cromosémicas desequilibradas, o ante la presencia de
alteraciones cromosdémicas como una translocacion en el analisis de un feto/ tejido

abortivo.

Factor hematoldgico:

Las alteraciones en el sistema de la coagulacion pueden producir un aumento del riesgo
trombotico. Pueden ser de origen congénito (hereditarias) o adquiridas (de novo) como

es el caso del sindrome antifosfolipido.

Dentro de las trombofilias congénitas o hereditarias destacan la mutacion del factor V
de Leiden, la mutacion del factor Il o protrombina, el déficit de proteina C, proteina S
y/o antitrombina, asi como la mutacion de la metiltetrahidrofolato reductasa (MTHFR).
Sélo la mutacion del factor V de Leiden y la mutacion 20210A del factor Il han
demostrado cierta asociacion con el AR, pero no se dispone de estudios para definir la
prevalencia exacta de dichas trombofilias entre estas pacientes. Asi, en la guia de 2017

de la ESHRE sobre AR se explica que no existe asociacion, o si la hay es débil, y, por tanto,
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no recomienda su screening rutinario salvo contextos de investigacion o factores de

riesgo trombdtico adicionales(5).

Respecto a las trombofilias adquiridas, el sindrome antifosfolipido (SAF) es la Unica causa

demostrada no genética de AR. Para realizar su diagndstico se necesita que coexistan

determinados criterios definidos por consenso (llamados criterios de Miyakis,

actualizados en 2006(23):

- Criterios analiticos: los llamados anticuerpos antifosfolipidos determinados en
sangre periférica durante al menos 12 semanas. Son el anticoagulante lupico (AL),
los anticuerpos anticardiolipinas (ACA, tipo IgG e IgM) y los anticuerpos anti B2
glicoproteina | (AB2, tipo 1gG e IgM).

- Criterios clinicos como puede ser “tres o mds abortos espontdneos, consecutivos,
por debajo de las 10 semanas, excluidas alteraciones anatémicas/hormonales
maternas o cromosdmicas en ambos progenitores”; trombosis vascular y/o

complicaciones del embarazo.

En un estudio retrospectivo de cohortes, no se observaron diferencias en el nimero de
abortos, la secuencia de los embarazos o la edad materna entre las mujeres con AR y
SAF, frente a mujeres con AR inexplicado (sin SAF). Por lo tanto, los autores concluyen
qgue estd justificado ofrecer pruebas de deteccion del SAF a todas las mujeres con

antecedentes de dos o mas pérdidas de embarazo, consecutivas o no consecutivas(47).

Factor endocrino/ metabélico.

En el contexto de las pacientes con aborto recurrente (AR), se han investigado diversos

factores endocrinos y metabdlicos que podrian influir en la pérdida gestacional:

- Disfuncidn tiroidea: Las alteraciones de la funcién tiroidea, especialmente el
hipotiroidismo y la autoinmunidad tiroidea (antiTPO), se asocian con un mayor
riesgo de subfertilidad y aborto espontaneo. Se ha reportado una mayor
prevalencia de hipotiroidismo en mujeres con AR(48), aunque los estudios sobre
hipotiroidismo subclinico no muestran un impacto significativo en la tasa de

nacidos vivos. Se recomienda el cribado tiroideo en mujeres con AR(49).
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En cuanto a la autoinmunidad, los anticuerpos antiTPO son los mas estudiados y
mas relevantes en mujeres con AR. Su prevalencia es del 8-14% en mujeres en
edad reproductiva y predisponen al hipotiroidismo, aunque la mayoria de las

mujeres que los presentan son eutiroideas(50,51).

Metabolismo de la insulina y sindrome de ovario poliquistico (SOP): El SOP y el
aborto podrian relacionarse por factores como la obesidad, la hiperinsulinemia,
la hipersecrecion de hormona luteinizante (LH), el hiperandrogenismo vy la
trombofilia, aunque se desconoce el mecanismo exacto. El SOP es mas frecuente
en mujeres con AR(52), y la resistencia a la insulina parece estar presente en un
porcentaje significativo de estas pacientes, lo que sugiere una posible

implicacion en la etiologia del AR(53).

Prolactina: Aunque la prolactina es importante para el mantenimiento del
cuerpo ldteo, no se ha establecido una relacién clara entre los niveles de
prolactinay el AR. En ausencia de sintomas de hiperprolactinemia, no se justifica

la realizacion de pruebas de prolactina en mujeres con AR(54).

Progesterona, andrégenos, vitamina D y homocisteina.
No se ha demostrado un papel causal claro de la progesterona o los andrégenos

en el AR(5).

Factor anatoémico uterino:

Las malformaciones congénitas, como el septo uterino (U2) o el Utero bicorne (U3)

(segun la clasificacion de la ESHRE(55), estan asociadas con una mayor prevalencia de

AR. También se han observado malformaciones uterinas adquiridas, como miomas y

adherencias uterinas, en mujeres con AR. Se recomienda la evaluaciéon anatdmica

uterina en todas las pacientes con AR debido a su mayor riesgo de anomalias

uterinas(53,56).

Factor infeccioso. La endometritis cronica se caracteriza por la inflamacion crénica del

endometrio y la presencia de células plasmaticas (CD138) y podria estar relacionada con
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una disbiosis vaginal y/o endometrial, aunque su impacto en el AR no se conoce por

completo(57).

Causa desconocida/inexplicada. Dado que en torno al 50% de los casos no se conoce la

causa de la pérdida gestacional(4), en algunas pacientes se han probado diferentes

tratamientos de manera empirica para evitar un nuevo fallo reproductivo.

La ESHRE a través de su guia de recomendaciones para pérdida gestacional recurrente
de 2022 actualiza los estudios realizados hasta el momento actual sobre determinadas

terapias y formula las siguientes recomendaciones(58).

- No utilizar la  terapia de inmunizacién linfocitaria, las inmunoglobulinas
intravenosas (lvlg) y el factor estimulante de colonias granulociticas (G-CSF) hasta
gue se desarrollen mas ensayos controlados aleatorizados.

- No utilizar anticoagulantes para pacientes con AR idiopatico segun los resultados de
un metaanalisis y dos grandes ensayos controlados aleatorizados.

- En cuanto a los glucocorticoides la evidencia apunta un efecto beneficioso de la
prednisolona en mujeres con AR seleccionadas, aunque teniendo en cuenta sus
posibles fendmenos adversos, por ahora la ESHRE desaconseja su recomendacién.

- Acido félico y progesterona no han demostrado ningln beneficio.

Debido a que la evidencia cientifica actual es insuficiente, se necesitan mas trabajos de
investigacion para mejorar los algoritmos diagndsticos y terapéuticos como el presente

trabajo.

3.3.6 Pronéstico del AR.

Segun un estudio danés que evalla el prondstico de casi mil mujeres con AR primario
y/o secundario, a los cinco afios habian conseguido un RNV el 66% de las pacientes, y a
los 15 afos, el 71%. La edad materna determina claramente el prondstico, ya que
consiguieron RNV el 41% de las mujeres de mas de 40 afios y el 81% de las mujeres entre
20 y 24 afos. También este estudio observd una disminucién significativa de las

probabilidades de RNV a mayor numero de abortos espontaneos previos(59).

56



Son factores prondsticos a tener en cuenta:

Antecedentes familiares: varios estudios que evalian el componente familiar del

AR en mujeres con mas de dos abortos espontaneos y sus familiares de primer
grado, parecen encontrar la existencia de un componente hereditario (deben
tenerse en cuenta los sesgos de informacion)(60).

Antecedentes reproductivos

Los autores encuentran sistematicamente que el nimero de abortos previos es
un factor prondstico importante sobre para la probabilidad de obtener un RNV y
el tiempo transcurrido hasta conseguirlo(61).

Sexo del primogénito

Segun un estudio danés de mujeres con AR secundario de causa inexplicada,
parece que es mas probable tener un aborto cuando el sexo del primogénito es

un varén. En cuanto a los RNV tras los abortos, predominaban las mujeres(62).

3.4 FALLO DE IMPLANTACION RECURRENTE.

3.4.1. Definiciones y epidemiologia. Estimacion de la probabilidad de implantacion.

Definiciones y epidemiologia.

Hasta la fecha, el fallo de implantacion recurrente (FIR) no tiene una definicién clara ni

una fisiopatologia establecida. Se usa de forma un tanto aleatoria por los especialistas

para describir la situacion clinica por la cual, un embrién presumiblemente viable

transferido a la cavidad uterina no logra la consecucién de un embarazo (considerando

éste como un saco gestacional visible ecograficamente). Como ocurre de manera

repetida o recurrente, por su por su homonimo en lengua anglosajona, “recurrent”, ha

dado lugar a la aparicién del término fallo de implantacion recurrente (FIR) de una

manera un tanto paralela al concepto de aborto de repeticidn.
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Se considera FIR un fendmeno secundario a las TRAs, ya que solo se observa en el
contexto de la FIV, siendo la cohorte de pacientes heterogénea con respecto a la

indicacion del tratamiento y las posibilidades individuales de conseguir un embarazo.

Clasicamente se definia como tres o mas intentos fallidos de transferencia de embriones
de alta calidad, frescos o congelados(63) Entre las pacientes bajo tratamiento de
infertilidad, el 15% experimenta FIR(64). Pero al igual que ocurre con AR, existe una
importante falta de consenso en su definicidn. La mayoria de ellas se basa en un nimero
de embriones transferidos con una frecuencia suficiente como para haber conseguido

embarazo.

La evolucién de la medicina reproductiva y de las practicas de transferencia de
embriones (TE), de varios embriones a embrién unico, de TE en estado de clivaje a
blastocisto, de embriones sin cribado cromosdémico a embriones analizados con pruebas
de screening genético preimplantacional (pregestational test, PGT-A) etc., el concepto
de TE fallida ha cambiado(65). Teniendo en cuenta el numero de embriones
transferidos, la ESHRE considera el diagndstico de FIR cuando se transfiere de dos a tres

embriones de buena calidad sin embarazo(66).

En 2019 la ESHRE desarrollé una guia de Buena Practica Clinica con el objetivo de una
mejor identificacion, diagndstico y tratamiento de las pacientes con FIR(67).. En 2022,
expertos internacionales en medicina reproductiva se reunieron en Lugano, Suiza, para
hacer una revision sistematica sin metaandlisis de los estudios publicados sobre FIR en
inglés entre 2015y 2022, y tratar de definir las diferentes facetas del mismo, sobre todo

un diagndstico y manejo mas apropiados(68).

En algunas publicaciones, se concreta a 2 transferencias de blastocitos euploides, o al
numero equivalente de transferencias de embriones no cribados, ajustado a la edad de
la paciente y la tasa de euploidia correspondiente para dicho rango etario. A
continuacion se muestra una tabla en la que se especifica la tasa de embarazo y el
numero minimo de TE para conseguir embarazo segun la euploidia del embridn,
(desconocida o euploide), por rangos de edad materna. Como se observa, aunque

algunas pacientes pueden alcanzar el umbral del 60% de implantacién positiva con una
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Unica transferencia, lo esperable es al menos tener que recibir dos transferencias para

que la BHCG sea positiva.

Tabla 1. Aplicacion de la definicion de FIR a la practica clinica de la Medicina

Reproductiva.

EDAD TASA DE MINIMO N.2 DE TE PARA
MATERNA IMPLANTACION/TASA CONSEGUIR 60% TASA
EMBARAZO (%) DE EMBARAZO
EMBRION <35 31,5 >3ET
SLihel 35-39 29,5 >AET
DESCONOCIDA

> 40 15,0 >6ET

<35 68,4 >2ET
EMBRION 35-39 64,1 >2ET
EUPLOIDE >40 58,0 >2ET

Datos obtenidos del programa de registros de la ESHRE para las TRA en 2017(69) y del estudio publicado

por Reig en 2020 tras la revision de mas de 8000 transferencias de embriones euploides(70).

En conclusidn, si los embriones son euploides, se necesitarian al menos 2 transferencias
para conseguir un test de embarazo positivo, mientras que si la euplodia es desconocida,
se requieren al menos tres transferencias para el grupo de menores de 35 afios; 4 para

el grupo de 35 a 39 afios; y al menos, 6 TE para las mujeres mayores de 40 aiios(66).

Segun un trabajo de P. Pirtea publicado por IVIRMA-New Jersey con mds de 4500
pacientes con FIR, con hasta tres transferencias simples consecutivas de embriones
vitrificados euploides se revela que el verdadero FIR es poco frecuente. Aquellas
pacientes que logren 3 blastocistos euploides, conseguiran embarazo con mas del 95%

de probabilidad(71).
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La ASRM no es rigida con la definiciébn ya que no hay un consenso universal, y
generalmente se acepta el criterio de FIR tras la transferencia de al menos dos o tres

embriones.

Estimacion de la probabilidad de implantacion.

La probabilidad de éxito de la implantacién tras la FIV viene determinada por varios

factores, entre los que destacan:

e Factores femeninos: la edad, los niveles hormonales, el estado uterino/
endometrial, posible patologia genética u otras afecciones subyacentes.

e Factores relacionados con el embrion: |las caracteristicas del cultivo embrionario,
estadio de desarrollo (clivaje o blastocisto), la euploidia y las implantaciones
previas de embriones hermanos.

e Factores masculinos: posibles trastornos genéticos.

e Factores externos: el rendimiento del laboratorio y la clinica, las politicas de

transferenciay las restricciones legales.

La creacion de un modelo de probabilidad acumulada de éxito de la implantacién que
considere estos factores seria util. En casos de FIR, la probabilidad de embarazo tras
cada transferencia embrionaria (TE) es compleja, pero crucial para el manejo clinico(72).
El grupo de expertos en FIR de la ESHRE considerd un umbral del 60% como referencia
clinica para determinar si un fallo de implantacidn se debe a la "mala suerte" o a una
patologia subyacente. Sin embargo, este valor puede variar entre pacientes y centros de

reproduccion asistida(66).

En la practica clinica de los tratamientos de reproduccién asistida (TRA), las pacientes
pueden dividirse en dos grupos: aquellas con una probabilidad realista de embarazo y
aquellas con una resistencia bioldgica a la implantacidn. En las primeras transferencias
de embriones euploides, la probabilidad de implantacion es alta, alcanzando un 69%, y
se mantiene entre el 59-60% en las transferencias sucesivas. Con tres TE consecutivas,
la tasa acumulada de implantacion es del 95.5%, quedando solo un 4.5% sin lograr el

embarazo. Segun el grupo de Lugano, el verdadero FIR ocurre en menos del 5% de las
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parejas con infertilidad. Asi, el grupo de Lugano estimo tras su analisis que el verdadero
FIR es extremadamente infrecuente, ocurriendo en <5% de las parejas con

infertilidad(68).

La aneuploidia es la principal causa de fallo de las TRA, y su tasa aumenta con la edad
materna. Por eso, los estudios de tasa de implantacidn tras transferencia de embriones
euploides son los que mas informacién nos dan sobre la prevalencia de FIR. Algunos
autores sostienen que sdélo se puede hablar de FIR si la euplodia esta demostrada, y asi
buscar otras causas que justifiquen la no implantacién. Ademas sugieren que se deberia
establecer una definiciéon de FIR diferente seglin la edad materna y la posibilidad de
conseguir embriones euploides y la probabilidad acumulada de embarazo de cada grupo

etario(73).

3.4.2 Impacto psicoldgico.

El FIR representa una situacion emocionalmente compleja para las mujeres y parejas en
las unidades de reproduccidén asistida ya que tras varios ciclos de FIV y sus
correspondientes tratamientos, varias transferencias, tiempos de B- espera, etc. no
logran el éxito de la implantacién, generando niveles elevados de ansiedad e incluso,

depresidn, ademas de frustracion y enfado hacia el equipo médico.

Esta falta de uniformidad en la definicién y los criterios diagndsticos entre centros e
incluso entre especialistas de la misma unidad, conduce a una gran heterogeneidad en
los estudios publicados, lo que a su vez se traduce en enfoques diagndsticos vy
terapéuticos diversos que repercuten negativamente, en ultima instancia, sobre los

pacientes.

Es esencial ofrecer un diagndstico adecuado a las pacientes que experimentan FIR, asi
como transmitir que los fracasos repetidos no implican necesariamente un fracaso

definitivo en el tratamiento de la infertilidad.

Aunque se sabe que factores bioldgicos y el estilo de vida influyen en el éxito del

tratamiento, el impacto del estrés emocional continta siendo incierto(74).
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3.4.3 Posibles factores de riesgo para FIR: estilo de vida.

Los especialistas en reproduccion asistida consideran que el tabaquismo, el indice de
masa corporal (IMC) y el consumo de farmacos son los factores de riesgo relacionados
con el estilo de vida mas importantes en pacientes con FIR; seguidos de la dieta, el estrés

y el consumo cafeina(65).

El IMC se considera un factor de riesgo relevante para el fracaso de las TRA(75) aunque
la mayoria de estudios indican que la obesidad no afecta de forma significativa a la
calidad embrionaria(76), el IMC puede influir negativamente en la calidad ovocitaria.

Ademas, la obesidad (clase II- Ill) puede afectar a la receptividad endometrial

desplazando la ventana de implantacién(76).

El papel de la Vitamina D en los TRA es controvertido. Asi hay estudios que encuentran
asociaciéon entre los niveles bajos séricos e intrafoliculares de vitamina D y la tasa de

embarazo(77), mientras que otros no lo encuentran(78).

3.4.3 Investigacion de posibles factores causales del FIR y manejo diagndstico.

FACTOR INMUNOLOGICO:

El hecho de que diferentes mecanismos inmunoldgicos puedan intervenir negativamente
en el proceso de implantacion hace que el campo de la inmunologia reproductiva esté en
continua investigacion.

Asi, aunque la gran mayoria de los especialistas en reproduccidn asistida solicitan pruebas
complementarias, no hay marcadores inmunitarios claramente definidos asociados a FIR,
por lo que las guias de buena practica clinica de la ESHRE(66) en el momento actual no
respaldan el cribado inmunoldgico universal, a expensas de que nuevas investigaciones

arrojen luz para mejorar este campo.

En base a los mecanismos involucrados en la fisiopatologia del FIR, se ha tratado de

establecer pruebas diagndsticas para mejorar los resultados en las pacientes.
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Células natural killers uterinas y periféricas (NKu y NKp).

Las células natural killers (NK) se encuentran en sangre periférica, NKp, o en la interfaz
feto-maternal, NKu, donde representan alrededor del 70% de las células inmunitarias. Las
NKu son menos citotéxicas y demuestran un perfil de citocinas secretadas y expresion de
receptores/genes diferente a las NKp(79). Ademas, no existe correlacion entre el nUmero
de células NKp y NKu en un mismo individuo, por lo que deben analizarse como

marcadores independientes.

Las concentraciones de NKu cambian significativamente durante el ciclo menstrual, con
niveles altos en la fase lutea, lo que destaca la importancia de establecer unos criterios
estrictos para analizar su cantidad y su funcién. Algunos estudios relacionan mas NKu con
un ambiente menos favorable para la implantacion y con fallo de implantacion recurrente
(FIE). Sin embargo, otros estudios no han encontrado esta asociacién, lo cual podria
deberse a la falta de consenso en su metodologia de cuantificaciéon. Recientemente ha
surgido la teoria de que una inadecuada activacidn de las células NKu podria ser la causa

del FIR(80).

En cualquier caso, la estandarizacion de un umbral de normalidad para las NKu no ha sido
posible incluso a través de diversas técnicas (analisis FACS, inmunohistoquimica), y se cree
qgue el dinamismo de las NKu a lo largo del ciclo menstrual, siendo mayormente inactivas
en el endometrio no gestante y mas activas en la fase lUtea, preparando el endometrio
para facilitar la implantacion y estableciendo un ambiente de inmunotolerancia para el

embrién de cara al embarazo(81).

Si bien un metaanalisis de seis estudios identificd que las pacientes con FIR presentaban
niveles altos de NKu(82), otro estudio mds reciente que compara niveles altos frente a
normales de NKu en pacientes con FIR no encontré diferencias significativas(82,83,84).

De la misma forma ocurre para NKp donde los estudios sugieren que la NKp diferencian
significativamente a las mujeres no embarazadas con AR y FIR de los controles sanos, y a

las mujeres embarazadas con AR de los controles embarazadas normales en FIR(85).
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Linfocitos T.

Uno de los principales mecanismos involucrados en la regulacion del FIR es el desarrollado
por las células T, con un desequilibrio a favor de las células Thl (proinflamatorias)
respecto a Th2 (antiinflamatorias). Aunque se conoce que cierto grado de inflamacidn es

necesario para la implantacion, un exceso puede implicar que el embrion no implante.

Los desequilibrios en los Linfocitos T helpers CD4+, es decir, Thl, Th2, Th17 y Treg, se han
visto implicados en el FIR(86).

En una revisidn sistematica, que incluyd varios estudios de pacientes con FIR, se observé
una diferencia significativa en el total de células CD56+ en mujeres con FIR en
comparacion con los controles(83).

En relacidn a la actividad de linfocitos CD3, CD4 y CD8 en pacientes con FIR, un estudio
reciente que compara porcentajes de CD3+ vio que sus niveles eran mas altos en las
mujeres que no consiguieron embarazo frente a las que si (87). Sin embargo, no se
observaron diferencias en los linfocitos CD4+ y CD8 en pacientes FIR(88).

En otro estudio, no se observaron diferencias significativas en los linfocitos T circulantes,
aunque los autores informaron de una mayor produccidn de citocinas Thl y Th2 en
pacientes FIR(89).

Por tanto, ante la falta de uniformidad en los resultados, no se recomienda la evaluacion

de Linfocitos T uterinos y/o en sangre periférica en pacientes FIR.

Citoquinas.
Son proteinas fundamentalmente sintetizadas por linfocitos T, aunque también por

macroéfagos, linfocitos B, células dendriticas y células NK (natural killer).

Durante la implantacidn, se ha descrito que las citocinas en la sangre periférica cambian
de un perfil proinflamatorio (tipo Th1) a un perfil antiinflamatorio (tipo Th2)(90). Si bien
esto puede representar una simplificacién excesiva, algunos estudios con poblaciones
pequefias demostraron que en las mujeres con FIR persiste un estado proinflamatorio

que podria perturbar la implantacién(82).
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Dado que la evaluacion de los niveles de citoquinas requiere mucho tiempo y es costosa,

no se recomienda en la practica clinica.

Compatibilidad HLA-C.

Otro mecanismo relevante en la implantacién es el complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA) y los receptores KIR a nivel del Utero. La interaccion entre los
antigenos HLA-C del embrién y los receptores KIR influye en la capacidad del embridn para
implantarse. Las combinaciones desfavorables entre estos marcadores pueden dar lugar
a respuestas inmunoldgicas que impidan la implantacion exitosa.

Debido a su variabilidad genética y a su capacidad para unirse a alotipos especificos de
HLA de clase |, los receptores (KIR) de las células NKu se han considerado buenos
candidatos para equilibrar la tolerancia leucocitaria materna hacia el embrién.

Se ha postulado que una interaccion entre los KIR maternos y sus ligandos de moléculas
de antigeno leucocitario humano (HLA) de clase |, expresados por las células del
trofoblasto, es crucial para una implantacién clinica(91).

Se observa un mayor riesgo de FIR en mujeres portadoras del alelo HLA-C2 y del alelo HLA-
G(92).

Sin embargo, el hecho de que ni los blastocistos ni el sincitiotrofoblasto expresen HLA-C
en el momento de la transferencia, y que su expresidn se inicie mas tarde, durante la

placentacién, plantea la importancia de seguir investigando el papel del HLA-C en la FIR.

FACTOR GENETICO: cariotipos parenterales.

Como se ha mencionado previamente, las alteraciones cromosdémicas embrionarias son
la principal causa de pérdida del embarazo, y asi se observa en el periodo
preimplantacional donde los blastocitos aneuploides presentan una capacidad de
desarrollo significativamente menor(93). En la mayoria de los casos las alteraciones
genéticas presentan una herencia materna asociada a la edad, donde se observan mas
alteraciones en la meiosis del ovocito(93), presentando la edad paterna un impacto

limitado(94).
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El 67% de los especialistas en reproduccion consideran la causa genética como origen del
FIR y la mayoria evaluan el cariotipo de los futuros progenitores(65). De acuerdo a esto,
los estudios publicados revelan que mds alteraciones en los cariotipos de pacientes con
FIR, aunque la prevalencia absoluta es baja(95). De hecho, estas cifras se encuentran
dentro del rango de prevalencia de las anomalias cromosdmicas descritas en parejas

infértiles sometidas a TRA, que oscilan entre del 3- 15% de las mujeres(96).

La presencia de un cariotipo parental alterado predispone a alteraciones en el embridn,
por lo que se recomienda el consejo genético y las pruebas de screening

preimplantacional (PGT)(97).

FACTOR ANATOMICO.

Mas del 80% de los especialistas en reproduccion asistida profundizan el estudio uterino
en los casos de FIR, incluso algunos sugieren su evaluacién antes de la primera TE. Se
destacan patologias como Sindrome de Asherman, hidrosalpinx,

endometriosis/adenomiosis, malformaciones uterinas, endometritis y miomas(65).

GROSOR ENDOMETRIAL.

Este aspecto ha sido ampliamente estudiado tratando de establecer un umbral por debajo
del cual los resultados sean desfavorables. Es raro un endometrio menor a 5 mm en
pacientes con sustitucién estrogénica para preparacion endometrial. Una revision
sistematica reciente y un metaanalisis que evaluaron la relacion del grosor endometrial y
el éxito del embarazo, refiere que la tasa de RNV es menor en pacientes con un
endometrio delgado, por debajo de 7 mm(98). Sin embargo, en otros estudios muy

interesantes refieren que el grosor endometrial no influye en el resultado de los TRAs(99).

Hay que destacar también el momento en que se mide el grosor del endometrio, por

ejemplo, existe un proceso de compactacién como la administracion de PGT(100).
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FACTOR INFECCIOSO: endometritis crdnica.

La endometritis cronica (EC) es la inflamacidn crénica del endometrio, y puede disminuir
la tasa de embarazo. Puede darse asociada a infeccién intrauterina(101) y se trata con
antibidticos como la doxiciclina entre otras medicinas(102) siendo significativamente
mejores las tasas de embarazo/RNV en pacientes con EC curada que sin curar(103); sin

asociarse a infeccion, como en pacientes con endometriosis(104).

Estas pacientes presentan alteraciones macroscépicas en el endometrio como
micropdlipos, y al tomar biopsias para el andlisis anatomopatoldgico se observan células
plasmaticas (CD138). Lamentablemente, los criterios de diagndstico no estan

estandarizados(65).

FACTORES METABOLICOS/ ENDOCRINOS.

Mds del 80% de los especialistas en reproduccion consideran que los aspectos endocrinos
son relevantes en el FIR, centrandose principalmente en la funcidn tiroidea, la obesidad y

los niveles de progesterona(65).

El estudio de la funcion tiroidea en el diagndstico de FIR estd bien establecido: niveles
séricos de TSH>4 muUI/L (hipotiroidismo subclinico o hipotiroidismo) o <0,4 muUl/I
(hipertiroidismo subclinico) pueden considerarse como disfuncién tiroidea y requerir

seguimiento y tratamiento adicionales(105).

La obesidad puede alterar la receptividad endometrial por cambios en del metabolismo
lipidico(106). Ademas, la asociacién entre obesidad, inflamacién crénica y estrés oxidativo
disminuye la receptividad endometrial por desplazamiento de la ventana de

implantacion(107).

En los ultimos afos también se ha investigado profundamente los resultados clinicos en
relacion con los niveles de progesterona (PGT) en sangre en las fases folicular tardia y
litea. Los aumentos prematuros de progesterona proximos a la ovulacién, y/o niveles
bajos de PGT previa o posteriormente a la TE, pueden conducir a una asincronia entre el

endometrio y el embridn y a la no implantacién, lo que justificaria cancelar la TE(108).
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FACTOR HEMATOLOGICO- TROMBOFILIAS

La predisposicién a la trombofilia puede implicar una limitacién local para la implantacién
embrionaria. Mas del 75% de los especialistas en reproduccién complementan con
estudios de coagulacidn en pacientes con FIR, especialmente para trombofilias congénitas
y SAF(65), pero realmente hay pruebas contradictorias de la asociaciéon entre FIR y
trombofilias (hereditarias y también adquiridas), por lo que no se aconseja su

estudio(109).

Trombofilia hereditaria.

Un metaanalisis reciente de siete articulos no informé de diferencias en los
resultados en caso de mutacion del factor V Leiden, del gen de la protrombina,

de la MTHFR y/o de la mutacién de la resistencia a la proteina C activada(110).

Trombofilia adquirida.

Un estudio reciente que evalud la relacion de los anticuerpos del SAF en
pacientes con FIR, no demostré una relacion causal por lo que en el momento

actual no se recomienda su screening(111).

FACTORES RELACIONADOS CON EL EMBRION.

La mala calidad embrionaria o las alteraciones morfocinéticas en el cultivo embrionario
se relacionan con una menor capacidad reproductiva, incluso en el contexto de los

embriones euploides(112).

OTRAS PRUEBAS: RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL Y MICRIOBIOMA

Pruebas de receptividad endometrial.

Un ensayo clinico multicéntrico que comparé la TE personalizada frente a TE en fresco/
desvitrificada rutinaria, mostré una tasa mayor de RNV acumulada para el grupo de TE
personalizada(113), aunque un metaanalisis mds actual demostré una tasa de

implantacion exitosa similar a la de las pacientes con TE rutinaria(114). Por lo tanto, no
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hay pruebas con suficiente evidencia para considerar el estudio de la receptividad

endometrial de manera rutinaria.

Pruebas de microbioma.

Muchos trabajos han revelado que la cavidad endometrial no es estéril, sino que en ella
residen de diversos microorganismos y algunas publicaciones refieren que el microbioma
endometrial influye en la receptividad(115) mientras que otros no han encontrado dicha
correlacién(116). En un estudio mas reciente publicado en 2019 se concluia que un

microbioma vaginal disbiético reducia la probabilidad de embarazo en los TRA(117).

3.4.6 Manejo terapéutico en FIR.

Tras la revisidn por el grupo de expertos en FIR de la ESHRE (Lugano 2022) se concluyd
gue dada la falta de estudios exhaustivos y la heterogeneidad de los trabajos presentados,
no se recomienda la infusién intrauterina de inmunoglobulina intravenosa, el factor
estimulante de colonias de granulocitos, la perfusién intrauterina de plasma rico en
plaquetas (PRP), la infusion intrauterina de células mononucleares de sangre periférica

autdlogas ni la gonadotropina coriénica humana(68).

Por el contrario, si se recomienda aquellos cambios que impliquen una mejora en el estilo
de vida; el consejo genético en caso de alteraciones cromosémicas conocidas en los

progenitores y la medicién de los niveles de estradiol en caso de endometrios finos.

En el punto intermedio entre las medidas a considerar se debe tener en cuenta la
transferencia de embriones en estadio de blastocisto y el cribado genético de
aneuploidias (PGT-A) de forma sistematica a todos los embriones; el tratamiento

antibidtico en caso de endometritis crdnica y la Instilacion intrauterina de hCG.
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Tabla 2. Recomendacion de intervenciones en pacientes FIR segun grado de evidencia.

RECOMENDACION DE INTERVENCIONES EN PACIENTES FIR

Mejorar el estilo de vida.

RECOMENDADO Consejo genético + PGT- SR si e alteracidon cromosdmica conocida

Evaluacion de los niveles de estradiol si endometrio fino

Transferencia de embriones en estadio de blastocisto

Estudio genético preimplantacional de aneuplodias (PGT-A).

SE PUEDE CONSIDERAR Tratamiento antibidtico si endometritis cronica.

Scratching endometrial.

Administracion de G- CSF.

Infusidn intravenosa de intralipidos.

Infusion intravenosa de IGIV.

NO SE RECOMIENDA Infusidén intrauterina de PRP.

Infusidn intrauterina autéloga de células mononucleares de sangre

periférica.

Assited hatching

HBPM

Instilacion intrauterina de hCG.

(Basado en Recomendaciones de buena practica clinica de la ESHRE para FIR- 2023)(66).
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3.3.6 Pronostico del FIR.

En el momento actual, las recomendaciones ofrecidas en el campo del FIR se desarrollan
sin una base sodlida. Por tanto, es una prioridad de la medicina reproductiva seguir
investigando en este campo(118), ya que aplicar una definicion de FIR comun
homogenizaria los estudios y los resultados de los metaanlisis.

Es de especial interés, avanzar en estudios sobre los posibles factores inmunolégicos
como causa subyacente de FIR y progresar en opciones terapéuticas como la Infusidn
intrauterina autdloga de células mononucleares de sangre periférica, el PRP vy la

inyeccion intrauterina de hCG.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

HIPOTESIS.

En el disefio de este estudio partimos de las siguientes hipotesis:

Hipdtesis NULA: No existe un fenotipo inmunolégico diferencial o existe un

fenotipo inmunolégico similar tanto a nivel local (ovario, Utero) como sistémico
(sangre periférica) en pacientes que presentan fallo reproductivo recurrente, bien
en su forma clinica de abortos de repeticién o de fallo de implantacidn recurrente,
en comparacion con pacientes sanas y con fertilidad probada (al menos dos hijos
propios, y/o donantes de O&vulos cuyos embriones han dado al menos dos
embarazos en otra/s mujer/es) en muestra de liquido folicular, endometrio y sangre
recogidas el dia de la puncidon ovdrica para la extraccion de ovocitos en el contexto

de un ciclo de FIV.

Hipdtesis ALTERNATIVA: Existe un subgrupo de mujeres que clinicamente

manifiestan una situacion de fallo reproductivo recurrente, bien en forma de
abortos de repeticion o de un fallo de implantacidn recurrente, que presentan un
perfil inmunolégico diferencial a nivel local (ovarico y/o uterino) y/o sistémico
(sangre periférica) expresado a través de diferentes biomarcadores
proinflamatorios (células Natural Killers, monocitos/macréfagos) en comparacion
con el perfil inmunoldgico que presentan mujeres sanas y con fertilidad probada
(al menos dos hijos propios, y/o donantes de évulos cuyos embriones han dado al
menos dos embarazos en otra/s mujer/es).

La determinacién de estas subpoblaciones se realiza mediante citometria de flujo
multiparamétrica analizando las muestras bioldgicas de liquido folicular,
endometrio y sangre obtenidas el dia de la puncidn ovarica para la recuperacién de

ovocitos en el contexto de un tratamiento de fecundacién in vitro.
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OBJETIVOS.

Para mejorar los resultados reproductivos de pacientes/ parejas que presentan FRR,
bien en su forma de AR o en su forma de FIR, se debe profundizar en el campo de la
investigacion, siendo la Inmunologia Reproductiva uno de las dreas con mas potencial

de investigacion.

Ademas de otras causas ya conocidas como la edad materna o situaciones
protrombdticas como el sindrome antifosfolipido (SAF), se considera la inmunoldgica

como una de las causas mas plausibles de FRR.

Asi, la finalidad de este proyecto es investigar los posibles perfiles inmunoldgicos/

proinflamatorios subyacentes en la fisiopatologia del FRR a través de distintos

biomarcadores locales y sistémicos asociados a células natural killer 'y
monocitos/macrofagos, persiguiendo mejorar los resultados reproductivos, tanto

gestacionales como de RNV de estas pacientes.

A continuacidn, se enumeran los objetivos de este estudio:

OBJETIVOS PRINCIPALES

OBIJETIVO 1. Determinar si existe algun tipo de biomarcador local, endometrial y/u
ovarico, que nos permita diagnosticar y tratar el FRR de causa inmunoldgica, como por
ejemplo, células natural killers, monocitos y macrdfagos, células supresoras de origen

mieloide.

OBIJETIVO 2. Determinar si existe algun tipo de biomarcador sistémico o periférico que

nos permita diagnosticar y tratar el FRR de causa inmunolégica como por ejemplo,

células natural killers, monocitos y macréfagos, células supresoras de origen mieloide.
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OBJETIVOS SECUNDARIOS

OBIJETIVO 1: caracterizar los biomarcadores inmunofenotipicos a nivel de células NK y

macroéfagos, presentes en el endometrio de una cohorte de pacientes estrictamente
seleccionadas con posible iFRR y otra cohorte de pacientes con fertilidad probada y
sanas desde la perspectiva reproductiva, dentro del contexto de un tratamiento de FIV,

y aplicar estudios de asociacidén estadistica para cada uno de dichos biomarcadores,

realizando una comparativa por grupos, es decir, casos- controles ( AR- controles y FIR-

controles).

OBIJETIVO 2: caracterizar los biomarcadores inmunofenotipicos a nivel de células NK y

macroéfagos, presentes en liquido folicular de una cohorte de pacientes estrictamente

seleccionadas con posible iFRR y otra cohorte de pacientes con fertilidad probada y
sanas desde la perspectiva reproductiva, dentro del contexto de un tratamiento de FIV,

y aplicar estudios de asociacién estadistica para cada uno de dichos biomarcadores,

realizando una comparativa por grupos, es decir, casos- controles ( AR- controles y FIR-

controles).

OBIJETIVO 3: caracterizar los biomarcadores inmunofenotipicos células NK y monocitos

presentes a nivel sistémico, sangre periférica, de una cohorte de pacientes

estrictamente seleccionadas con posible iFRR y otra cohorte de pacientes con fertilidad
probada y sanas desde la perspectiva reproductiva, dentro del contexto de un

tratamiento de FIV, y aplicar estudios de asociacidn estadistica para cada uno de dichos

biomarcadores, realizando una comparativa por grupos, es decir, casos- controles ( AR-

controles y FIR-controles).

OBIJETIVO 4- Para aquellos biomarcadores inmunofenotipicos que hayan resultado
estadisticamente significativos, se plantea un estudio de correlaciones y el grado de la

misma, comparando los grupos de pacientes, es decir, casos y controles (AR- controles
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y FIR-controles) en cada uno de los tres tejidos analizados (endometrio, liquido folicular

y sangre periférica).

OBIJETIVO 5- Crear un algoritmo diagndstico en base a los biomarcadores analizados y

que nos ayude a identificar y/o clasificar a las pacientes con FRR para un mejor
diagnodstico de su cuadro clinico, y aplicar las estrategias terapéuticas mas precisas para

la consecucion del embarazo.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Lugar de ejecucion y grupo de trabajo.

- Centro logistico central: Hospital Clinico San Carlos de Madrid (HCSC) a

través de sus Servicios de Inmunologia y de Ginecologia y Obstetricia (Instituto
de la Mujer José Botella Llusid).

- Centros colaboradores externos: Fertility Madrid y Centro Reproductivo

Hermanos Garcia del Real de Madrid.

Este estudio se ha realizado en el Hospital Clinico San Carlos de Madrid de manera
multidisciplinar por la Unidad de Reproduccién Asistida del Servicio de Obstetricia y
Ginecologia y el Servicio de Inmunologia Clinica a través de la Unidad de Inmunologia
Reproductiva, y la Unidad de Investigacidén y Analisis de muestras), durante el periodo

comprendido entre 2019 y 2023.

Para su desarrollo ha contado con la colaboracién, completamente altruista, de dos
centros externos especializados en Medicina Reproductiva, Fertility Madrid y Hermanos

Garcia del Real. (VER APARTADO DE ANEXOS: CONVENIOS DE COLABORACION).

El comité de Etica e Investigacién Clinica (CEIC) del Hospital Clinico San Carlos aprobé
este estudio con cdédigo 19/478-E_BC en 2019 (APARTADO DE ANEXOS: PERMISOS,
PERMISO 1).

Ademas, este trabajo presenta parte de su financiacion a través de una beca del FEDER
(Fondo Europeo de desarrollo Regional) a nombre de la Dra. Sdnchez Ramdén como
directora del proyecto “Desarrollo de medicina de precision en el fallo gestacional
recurrente de causa inflamatoria” (APARTADO DE ANEXOS, PERMISO 2) y cuenta con el
apoyo y la colaboracidn del Departamento de Investigacién dirigido por el Dr. Corbi del
Consejo Superior de Investigaciéon Clinica desde 2019 (APARTADO DE ANEXOS:
PERMISOS, PERMISO 3).
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5.2 Descripcion de pacientes.

5.2.1 Diseiio global del estudio.

En cuanto al disefio global del estudio, se trata de un estudio prospectivo observacional
de cohortes, con una seleccién de dos series de pacientes: pacientes “caso” con Fallo
Reproductivo Recurrente de posible origen inflamatorio, dentro de las cuales se
diferencia el grupo de mujeres con AR y el grupo de pacientes con FIR; y el grupo de

pacientes “controles” o mujeres sanas, sin patologia reproductiva y fertilidad probada.

Respecto al tamafio muestral, el nimero de muestras necesarias dependera del andlisis
utilizado. A priori no es facil cuantificar el nUmero de casos necesarios. Asi, segun
Peduzzi considera suficiente un minimo de 10 casos por variable independiente en el

analisis de regresion logistica(119), de manera que para este proyecto serian necesarios:

- CASOS: 20 pacientes con FRR de posible origen inflamatorio: 10 mujeres con
abortos de repeticién y 10 mujeres con fallo de implantacion recurrente.

- CONTROLES: 10 pacientes sanas (mujeres con fertilidad probada).

Finalmente, la poblacidn de este estudio incluye un total de 33 pacientes: 20 con posible
iFRR, dentro de las cuales, 7 pertenecen al grupo de AR y 13 pertenecen al grupo de FIR,

y 13 son controles sanos.

El tiempo de estudio propuesto inicialmente fue de 24 meses en total, con un periodo
estimado de recogida de pacientes de 18 meses, y un tiempo estimado de unos 6 meses
para el analisis de datos. El reclutamiento comenzé en enero de 2020 coincidiendo con
la pandemia de COVID — SARS 19 que produjo una interrupcidon en las consultas de
Medicina Reproductiva y de los ciclos de FIV tanto en centros publicos como privados,
lo cual derivd en un retraso de unos 9-10 meses en el inicio del reclutamiento. Ademas,
dado que como mds adelanta se detalla, hubo dificultades para el reclutamiento de la
cohorte de pacientes caso-AR, con desestimacion de la participacién por parte de las
mismas por cinco mujeres, por lo que este proceso se prolongd unos seis meses mas

respecto al planteamiento inicial, terminando en noviembre de 2023.
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Todas las pacientes recibieron y firmaron el consentimiento informado y el documento
informativo del consentimiento informado (ver apartado de Anexos: ANEXOS | y Il
respectivamente) previamente al procedimiento. La recuperacion de las muestras
(liquido folicular, biopsia de endometrio y muestra de sangre) se realizé durante el acto
quirargico de la puncién ovarica para la recuperacion de ovocitos bien en el HCSC o en
los centros reproductivos colaboradores externos. Por ultimo, el andlisis de las muestras
se realizo por la Unidad de Andlisis e Investigacion del Servicio de Inmunologia del HCSC

en las 24-48 horas primeras horas tras su recogida.

Finalmente, en cuanto a la confidencialidad, el consentimiento informado y el
documento informativo anexo al mismo, el registro de los datos personales de los
pacientes es absolutamente confidencial de acuerdo a la Ley Espafiola, y seran
mantenidos en el anonimato durante la duracién del estudio, asi como en las
publicaciones de los datos obtenidos. La identidad de los pacientes estara codificada,
siendo el coordinador del estudio el responsable de los archivos y el acceso a los mismos

estara limitado.

5.2.2 Grupos de estudio: definicion de casos y controles.

GRUPO CASOS:

A). Paciente con abortos de repeticion (AR):

En este estudio se considera AR si se cumplen los siguientes criterios:

- Al menos dos abortos espontaneos de causa no filiada.

- Deben ser abortos clinicos, es decir, tras haberse visualizado ecograficamente o
cuyos resultados de anatomia patolégica confirman que se trata de restos
embrionarios/corio-deciduales.

- Se excluyen los abortos bioquimicos.
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B). Fallo implantacion recurrente (FIR):

En este estudio se considera FIR si se cumplen los siguientes criterios:

- Al menos dos transferencias embrionarias.

- Los embriones transferidos previamente podran haberse transferido
“desvitrificados” o “frescos”.

- Los embriones deben ser de buena calidad a criterio de Laboratorio de
Reproduccidn asistida.
Los embriones pueden o no haber sido cribados genéticamente (PGT-A). En
nuestro centro, perteneciente a la red de hospitales de la medicina publica, el
analisis genético preimplantacional no estd incluido en cartera de servicios, y por
tanto, los embriones procedentes de nuestro laboratorio de FIV no estaran

cribados genéticamente y se desconoce su euplodia.

GRUPO CONTROL:

- Mujeres con fertilidad probada, del rango de edad definido por criterios de
inclusién, que hayan presentado al menos dos embarazos biolégicos con sendos

hijos sanos.

- Mujeres que tras haber donado ovocitos, los embriones procedentes de dichos
ovulos han dado lugar a embriones de buena calidad a criterio de Laboratorio de
Reproduccidn Asistida (con o sin PGT-A) y tras haber sido transferidos a mujeres
receptoras, han dado lugar a embarazo y a RNV. ( Nota: segun la Ley de
Reproduccion Asistida que regula la donacion de gametos y preembriones en
Espafia, Ley 14/2006, del 26 de mayo en su articulo 5 refiere que la mujer

donante debe tener entre 18 y 35 afios).
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5.2.3 Criterios de participacion en el estudio: criterios de inclusidn y exclusidn.

CRITERIOS DE INCLUSION:

e Otorgar el consentimiento informado para participar en el estudio
observacional.

e Capacidad intelectual suficiente para comprender el Cl y firmarlo.

e Edad entre 18 y 45 afios (ambos inclusive).

e Cumplir con la definicion propuesta para este estudio de caso- aborto de
repeticion (AR), caso- fallo de implantacion recurrente (FIR), o ser paciente control
e No haber recibido ningun tratamiento inmunosupresor en los meses previos ni
en el momento actual.

e Contexto de un tratamiento de FIV.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Pacientes con enfermedades autoinmunes o historia de inmunodeficiencia,
incluyendo HIV.

e Presencia de hepatitis B o Cy / o antigeno positivo hepatitis B de superficie
(HBsAg) o la prueba de la hepatitis C en el cribado, en el momento actual.

e Pacientes en lactancia materna o con alteraciones asociadas a
la hiperprolactinemia.

e Pacientes embarazadas.

e Pacientes portadoras de malformaciones uterinas, o enfermedades
ginecoldgicas como endometriosis o adenomiosis, o enfermedades sistémicas
que afecten a la reproduccion como trombofilias.

e Abuso de alcohol en el momento actual o durante los 12 meses previos.

e Retirada del consentimiento informado por parte de la paciente.

Pacientes que no cumplan estrictamente los criterios de inclusion, como recibir

tratamientos inmunosupresores.
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Tabla 3. Definiciones de AR, FIR, Controles y Criterios de inclusion y exclusion para el

reclutamiento poblacional de participantes en el estudio con iFRR.

RECLUTAMIENTO POBLACIONAL PARA ESTUDIO INMUNOLOGICO EN LiQUIDO FOLICULAR Y

BIOPSIA ENDOMETRIAL DE PACIENTES CON POSIBLE iFRR

DEFINICIONES

CONTROL
ABORTO FALLO FERTILIDAD PROBADA
REPETICION IMPLANTACION
> 2 abortos clinicos 2 transferencias de - 21 hijo bioldgico previo.
blastocitos de buena
calidad (no precisa DGP). - 22 embarazos (en la misma o en

diferentes mujeres receptoras)
con # embriones procedentes de
su donacién de 6vulos.

- Donantes de évulos.

- Mujer con hijo previo (no TRA)
qgue hace nueva FIV por cambio
pareja o patologia tubarica.

CRITERIOS

Firma del consentimiento informado (para extraccion de
biopsia endometrial, recuperacién de liquido folicular y
muestra de sangre).

INCLUSION Mujer: 18-45 afios (inclusive).
Haber tenido 1 aborto espontaneo o 1 o mas abortos
voluntarios.
Historia de inmunodeficiencia, incluyendo VIH.
Presencia de hepatitis B o Cy / o antigeno positivo hepatitis B
de superficie (HBsAg) o la prueba de la hepatitis C en el
cribado, en el momento actual.

) Pacientes gestantes, en lactancia materna o
EXCLUSION hiperprolactinemia.

Abuso de alcohol en el momento actual o durante los 12
meses previos.

Haber tenido dos o mas abortos (uno, si incluye). Se excluyen
los abortos voluntarios.

Malformaciones uterinas, endometriosis, adenomiosis,
trombofilias.

Retirada del consentimiento informado por parte de la
paciente.
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5.2.4 Recogida de datos poblacionales: variables cuantitativas y cualitativas.

Las variables poblacionales recogidas para este estudio son las siguientes:
VARIABLES CUANTITATIVAS

- Edad. La poblacién a estudio se dividira en tres rangos etarios: menores a 34, de
35 a 39 afios, y mayores de 40 anos. El motivo por el que se seleccionan estos
puntos de corte es porque a los 35 afios se objetiva la disminucién de la funcién
ovdrica y de la calidad ovocitaria, siendo este proceso declive a partir de los 40
afios. La afectacion de la calidad de los 6vulos repercute en la calidad de los
embriones y su probabilidad para conseguir gestacion(120).

- Peso.

- IMC. La OMS establece los siguientes rangos: Bajo peso: < 18; Normopeso: 18-
25; Sobrepeso: 25-30; Obesidad: > 30(121).

- Numero de embarazos propios previos.

- Numero de hijos vivos.

- Numero de abortos.

- Numero de fallos de implantacién (Numero de embriones transferidos
previamente)

- NuUmero de embarazos externos.
VARIABLES CUALITATIVAS.

- Raza.

- Etnia.

- Grupo sanguineo.

- Cariotipo.

- Fumadora o no fumadora o exfumadora.

- Consumidora de alcohol o no consumidora o consumidora ocasional.

- Consumidora de otras drogas o no consumidora.

- Antecedentes oncolégicos.

- Enfermedades/ alteraciones con repercusion en la reproduccion o sin

repercusion en la reproduccion.
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- Antecedentes quirurgicos: si o no.

- Natural Killers, monocitos y macréfagos y sus subpoblaciones celulares:

En endometrio:

Linfocitos totales (%), células NK totales, células NK citotdxicas, células NKT totales y

células NK reguladoras.

Subpoblaciones de células NK citotdxicas: células NK TIGIT positivo, células NK CD69

positivo, células NK NKp30 positivo y células NK Perforina positivo.

Subpoblaciones de células NKT: células NKT TIGIT positivo, células NKT CD69

positivo, células NKT NKp30 positivo, células NKT Perforina positivo.

Subpoblaciones de células NK reguladoras: células NKreg TIGIT positivo, células NK

CD69 positivo, células NK NKp30 positivo, células NKreg Perforina positivo.

Monocitos totales (%), Monocitos HLA-DR positivo.

Monocitos cldsicos y subpoblaciones de cldsicos: Monocitos cldsicos CX3CR1
positivo, Monocitos cldsicos CD69 positivo, Monocitos clasicos CCR2 positivo,

Monocitos clasicos CCR5 positivo.

Células mielodes: Células supresoras derivadas de mieloides (MDSCs_M), Células

granulociticas y Células supresoras mieloides derivadas de monocitos (MDSCs_MO).

Células T CD4 positivo, células T reg CD4 positivo, células T CD8 positivo, células

Treg_CD25 "ieh,

En liquido folicular:

Linfocitos totales (%), células NK totales, células NK citotdxicas, células NKT totales y
células NK reguladoras.

Subpoblaciones de células NK citotodxicas: células NK TIGIT positivo, células NK CD69

positivo, células NK NKp30 positivo y células NK Perforina positivo.

Subpoblaciones de células NKT: células NKT TIGIT positivo, células NKT CD69
positivo, células NKT NKp30 positivo, células NKT Perforina positivo.

- Monocitos totales (%), Monocitos HLA-DR positivo.
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- Monocitos clasicos y subpoblaciones de clasicos: Monocitos clasicos CX3CR1
positivo, Monocitos clasicos CD69 positivo, Monocitos clasicos CCR2 positivo,
Monocitos clasicos CCR5 positivo.

- Subpoblaciones de monocitos intermedios: monocitos intermedios CX3CR1 positivo,
monocitos intermedios CD69 positivo, monocitos intermedios CCR2 positivos,
monocitos intermedios CCR5 positivos.

- Células mielodes: Células supresoras derivadas de mieloides (MDSCs_M), Células
granulociticas y Células supresoras mieloides derivadas de monocitos (MDSCs_MO).

- Células T CD4 positivo, células T reg CD4 positivo, células T CD8 positivo, células

Treg_CD25 Mih,

En sangre periférica:

- Linfocitos totales (%), células NK totales, células NK citotdxicas, células NKT totales y
células NK reguladoras.

- Subpoblaciones de células NK citotdxicas: células NK TIGIT positivo, células NK CD69
positivo, células NK NKp30 positivo, células NK Perforina positivo y células citotdxicas
TIM3 positivo.

- Subpoblaciones de células NKT: células NKT TIGIT positivo, células NKT CD69
positivo, células NKT NKp30 positivo, células NKT Perforina positivo, células NKT
TIM3 positivo.

- Subpoblaciones de células NK reguladoras: células NKreg TIGIT positivo, células
NKreg CD69 positivo, células NKreg NKp30 positivo, células NKreg Perforina positivo,
células NKreg TIM3 positivo.

- Monocitos totales (%), Monocitos HLA-DR positivo.

- Monocitos clasicos y subpoblaciones de clasicos: Monocitos clasicos CX3CR1
positivo, Monocitos cldsicos CD69 positivo, Monocitos clasicos CCR2 positivo,
Monocitos clasicos CCR5 positivo, Monocitos clasicos CD11b_ACT positivo.

- Subpoblaciones de monocitos intermedios: monocitos intermedios CX3CR1 positivo,
monocitos intermedios CD69 positivo, monocitos intermedios CCR2 positivos,

monocitos intermedios CCR5 positivos, Monocitos intermedios CD11b_ACT positivo.
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- Subpoblaciones de monocitos no cldsicos: Monocitos no clasicos CX3CR1 positivo,
Monocitos no clasicos CD69 positivo, Monocitos no clasicos CCR2 positivo,
Monocitos no clasicos CCR5 positivo, Monocitos no clasicos CD11b_ACT positivo.

- Células mielodes: Células supresoras derivadas de mieloides (MDSCs_M), Células
granulociticas y Células supresoras mieloides derivadas de monocitos (MDSCs_MO).

- Células T CD4 positivo, células T reg CD4 positivo, células T CD8 positivo, células

Treg_CD25 e,

5.3 Metodologia clinica.

5.3.1 Reclutamiento de pacientes. Inclusidn y exclusidn

En la Consulta de Reproduccion asistida, bien del HCSC o de los centros colaboradores
externos, asi como desde la consulta de Inmunologia Reproductiva del HCSC se realizé
una historia clinica completa de cada paciente, con la correspondiente anamnesis para
identificar aquellas pacientes que cumplen o no criterios de inclusion para participar en

el estudio.

Ademas, desde la perspectiva ginecoldgica, a todas ellas se les realiza un estudio
reproductivo completo con ecografia ginecoldgica para recuento folicular y exclusién de
patologia ovarica/ uterina, asi como analitica completa con determinacion de
hemograma, bioquimica, perfil de coagulacidn, perfil hormonal y serologias que deben
ser aptos para realizar posteriormente un ciclo de fecundacién in vitro en cuya puncién
ovarica se recogeran las muestras de liquido folicular, endometrio y sangre periférica
para analizar los biomarcadores inmunolégicos posiblemente asociados a nuestro

estudio de iFRR.

A todas aquellas pacientes que cumplan criterios de inclusidon, se les explica
detalladamente y entregan los documentos de Consentimiento informado y Anexo del
Consentimiento informado (ANEXOS | y 11). Se les entrega para su lectura completa, y en
la siguiente visita a consulta de medicina reproductiva se resuelven las posibles dudas y

se procede a la firma en caso de que estén de acuerdo en participar en el proyecto.
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Las pacientes son informadas con detalle de las caracteristicas del estudio en el que
participan, especificandose que ellas no seran conocedoras de los resultados de sus
muestras, y que por tanto, no obtendran beneficio personal alguno de la participacién

en este proyecto de investigacion.

Por otro lado, en la practica clinica diaria de la medicina reproductiva, es habitual utilizar
como herramientas de trabajo la vitrificacion de embriones. En algunos contextos
clinicos, como el riesgo de hiperestimulacién ovarica, se hace necesario realizar la
vitrificacion de todos los embriones o “freeze all” difiriendo la transferencia hasta un
ciclo en el que las condiciones clinicas de la paciente sean favorables. A las pacientes
participantes en este proyecto se les explica insistentemente que la biopsia endometrial
para el estudio de biomarcadores inmunoldégicos no es compatible con una posible
transferencia de embriones en fresco, y por tanto, los embriones deben ser vitrificados,
medida que no se aparta de la préctica habitual de las Unidades de reproduccién asistida
y que no implica perjuicio en el éxito global del tratamiento. Este aspecto es importante
puesto que habra pacientes que al no poder recibir transferencia “en fresco” decidan no

participar en el estudio como mas adelante se detalla.

Se debe informar a las pacientes de que no hay otras pruebas o estudios adicionales

para ellas mas que los requeridos en la practica clinica habitual.

A la paciente se le entrega el Anexo del consentimiento informado y una copia del
Consentimiento informado, mientras que el original se custodia por el equipo de

investigacion.

Tabla 4. Participacion de pacientes (casos y controles) en el estudio iFRR.

PACIENTES CONTROLES FIR AR
CANDIDATAS PROPUESTAS 16 15 12
PACIENTES RECLUTADAS Y 13 13 7

PARTICIPANTES

% PARTICIPACION 81.25% 86.67% 58.33%
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Teniendo en cuenta la cohorte total de pacientes a las que se les ofrecid participar en el
estudio, la continuidad en el proyecto fue menor. Entre los motivos de pérdida de

pacientes destacan los siguientes:

- Enelgrupo de controles: problemas técnicos en el laboratorio de citometria. Por

motivos infraestructurales, no se pudo procesar de manera satisfactoria las
muestras de tres de las pacientes controles a las que se les habia ofrecido el
estudio y ellas habian decidido participar. En conclusién, en el grupo control se
trabajo con 16 muestras iniciales y 3 se perdieron, en total 13 muestras utiles, lo

que equivale a una participacion del 81,25%.

- En el grupo casos FIR: dos de las pacientes a las que se le habia propuesto

participar en el estudio solicitaron en la medida de lo posible la transferencia
embrionaria en fresco, la cual es incompatible con la biopsia de endometrio.
Estas pacientes directamente no fueron reclutadas. Dado que de las 15 pacientes
FIR propuestas, 13 se incluyeron y continuaron en el estudio hasta el final,

diremos que 2 se perdieron y que la participacion en este grupo fue del 86.67%.

- En el grupo casos AR: en este grupo es donde mds destaca la caida de la

participacién. En tres de las cinco pacientes el motivo fue que se quedaron
embarazas espontdneamente tras la firma del Cl y el inicio del tratamiento de
estimulacion ovarica para la FIV; y en los otros dos casos fue, porque habiendo
iniciado el tratamiento de estimulacién ovarica para la recuperacién de ovocitos,
revocaron el Cl dado que estas pacientes solicitaban la transferencia embrionaria
“en fresco”. En total se perdieron 7 pacientes, siendo la participacion final en

este grupo del 58,33%.

A todas las candidatas se les explica el proyecto de investigacion en consulta de
Medicina Reproductiva o de Inmunologia Reproductiva, donde se le hace entrega del

Consentimiento informado y el Anexo al consentimiento informado. En las sucesivas
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siguientes consultas la paciente comunicara si desea o no participar, y en caso positivo

entrega el Cl que serd custodiado por el Equipo Investigador.

En el momento en que la paciente participante en el estudio inicia el tratamiento
hormonal para el ciclo de FIV (unos 10-12 dias) el equipo de Ginecologia reproductiva
informa al equipo de Inmunologia de la llegada de nuevas muestras para procesar. Dicha
informacién se confirma con la programacién quirurgica de la puncion ovarica para la
preparacion de infraestructuras por parte del Equipo de Inmunologia/ Analisis (margen

de unas 48 horas).

5.3.2 Obtencidon de las muestras: quiréfano y laboratorio de Reproduccidon Asistida.

La intervencidn para la recuperacién de ovocitos es realizada por el equipo de
Ginecologia de la Unidad de Medicina Reproductiva en el quiréfano destinado a FIV.
El equipo de Inmunologia — Unidad de andlisis e investigacién es informado

previamente, unas 48-72 horas antes.

El ginecélogo realiza la puncidn ovarica bilateral bajo sedacién y con control ecografico
para la recuperacion del liquido folicular a través de un sistema especifico de aspiracion,
el cual se almacena en tubos de ensayo estériles en una gradilla sobre una placa térmica

a 37°C.

Del liquido folicular obtenido en la puncién, unos 20 mL habitualmente, se destinan 2-5
ml del primer tubo recuperado para evitar la contaminacion hematica. Tras haber
separado los ovocitos, dicho liquido folicular se conservara en vasos de orina estériles

(de 120 mL).

Tras la realizacion de la puncién ovarica, el ginecdlogo realiza también la toma de Ia
biopsia de endometrio, mediante curetaje o scratching, con canula de Cornier, entrando

a la cavidad uterina a través del cérvix y sin precisar control ecografico. El material se
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recoge un vaso de orina estéril de 120 mL “en fresco”, sin ningun otro medio

complementario (suero, formol, etc.).

El equipo de anestesia que realiza la sedacion de la paciente para la puncién ovarica se
encarga de coger la muestra de sangre periférica (tubo malva de 5 ml con EDTA). Dicha
muestra, junto con la de sangre periférica, se guarda en frio (en nevera a 42C), mientras
se espera el procesamiento del liquido folicular.

El equipo de embridlogas del Laboratorio de Reproduccidn Asistida procesa la muestra
de liquido folicular, recuperando los ovocitos para la realizacion de la técnica de FIV, y

almacenando el liquido folicular en un vaso de orina estéril cerrado.

Una vez que se tienen las tres muestras, son entregadas en mano junto con el
consentimiento informado original, en la Unidad de analisis e Investigacion del Servicio

de Inmunologia para su procesamiento en las 2-3 horas siguientes.
En los casos en los que en el mismo dia de la recuperacién de las muestras éstas no
puedan ser procesadas, todas ellas se conservan y custodian en nevera a 42C. En el caso

de las muestras de endometrio, se debe hidratar la misma con suero fisiolédgico.

El equipo de investigacion decidié por consenso no procesar las muestras pasadas 24

horas de su extraccién para no perder homogeneidad en la cohorte.

5.3.3 Evolucion posterior de las pacientes.

Tras la recuperacién de las muestras, la paciente prosigue su tratamiento de FIV con
normalidad.

A corto plazo, el mismo dia de la puncion ovarica la paciente recibe el alta médica y
puede hacer vida con normalidad, salvo algin caso excepcional. Las pacientes
participantes no van a presentar ningun signo/sintoma diferente al del proceso habitual

por haber recogido las muestras para el estudio.
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A medio plazo, los embriones obtenidos del proceso de fertilizaciéon de los ovocitos en
el Laboratorio de Embriologia se vitrifican hasta el siguiente periodo menstrual en el que
el médico de reproduccidn asistida dé el visto bueno a la paciente para iniciar la

preparacion del endometrio y recibir la transferencia embrionaria.
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5.4 Metodologia analitica.

5.4.1 Determinacion biomarcadores inmunofenotipicos en endometrio, liquido

folicular y sangre periférica

A continuacién se detalla el listado de biomarcadores analizados en células NK vy
monocitos/ macrofagos para estudiar su relacion con el iFRR en los tres tejidos descritos,

endometrio, liquido folicular y sangre periférica.

Se describen previamente, en el apartado de “Recogida de datos poblacionales:

variables cuantitativas y cualitativas”. En variables cualitativas.

La siguiente tabla hace un resumen de todos los biomarcadores analizados por tejido.

Tabla 5. Comparacién de biomarcadores inmunofenotipicos analizados en cada tejido.

BIOMARCADOR ENDOMETRIO LIQUIDO FOLICULAR SANGRE PERIFERICA

Linfocitos (%) Presentes Presentes Presentes

Células NK totales (%)

Células NK citotoxicas

Células NKT

Células NK reguladoras

Subpoblaciones de NK reguladoras Cél. NKreg TIGIT+ Cél. NKreg TIGIT+ Cél. NKreg TIGIT+
Cél. NKreg CD69+ Cél. NKreg CD69+ Cél. NKreg CD69+
Cél. NKreg NKp30+ Cél. NKreg NKp30+ Cél. NKreg NKp30+
Cél. NKreg Perforina+ Cél. NKreg Perforina+ Cél. NKreg Perforina+
Cél. NK reg TIM3+
Subpoblaciones de NK citotéxicas Cél. NKcit TIGIT+ Cél. NKcit TIGIT+ Cél. NKcit TIGIT+
Cél. NKcit CD69+ Cél. NKcit CD69+ Cél. NKcit CD69+
Cél. NKcit NKp30+ Cél. NKcit NKp30+ Cél. NKcit NKp30+
Cél. NKcit Perforina+ Cél. NKcit Perforina+ Cél. NKcit Perforina+
Cél. NKcit TIM3+
Monocitos (%) Presentes Presentes Presentes

Monocitos HLA-DR+

93




BIOMARCADOR

ENDOMETRIO

LIQUIDO FOLICULAR

SANGRE PERIFERICA

Monocitos clasicos

Subpoblaciones de clasicos

Mo cldsicos CX3CR1+

Mo cldsicos CD69+

Mo cldsicos CCR2+

Mo cldsicos CCR5+

Mo cldsicos CX3CR1+

Mo clasicos CD69+

Mo cladsicos CCR2+

Mo clasicos CCR5+

Mo cldsicos CX3CR1+
Mo cldsicos CD69+
Mo cldsicos CCR2+
Mo cldsicos CCR5+

Mo clésicos CD11b_ACT+

Monocitos intermedios

Subpoblaciones de intermedios

No determinado

Mo intermedios CX3CR1+

Mo intermedios CD69+

Mo intermedios CCR2+

Mo intermedios CCR5+

Mo intermedios CX3CR1+
Mo intermedios CD69+
Mo intermedios CCR2+
Mo intermedios CCR5+

Mo intermedios
CD11b_ACT+

Monocitos No clasicos

Subpoblaciones de no clasicos

No determinado

No determinado

Mo no clasicos CX3CR1+

Mo no clasicos CD69+

Mo no clasicos CCR2+

Mo no clasicos CCR5+

Mo no clasicos
CD11b_ACT+
| . Presentes Presentes Presentes
Células mielodes
Células MDSCs_M
Células granulociticas
Células MDSCs_MO.
Presentes Presentes Presentes

Células T CD4+
Células TregCD4+
Células T CD8+

Células Treg_CD25 high
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5.4.2 Procesamiento/preparacién de muestras: endometrio, liquido folicular y sangre
periférica.

Todas las muestras recuperadas para este estudio fueron analizadas por la seccion de
Andlisis e Investigacion del Servicio de Inmunologia, en casi el total de las ocasiones por

el mismo facultativo, el doctor Nabil Shubi-Issa.

Los protocolos aplicados son diferentes para cada tipo de muestra, tal y como se detalla

a continuacion.

A. Procesamiento y marcaje de biopsia de endometrio.
A continuacion se detallan los pasos del tratamiento de las muestras de endometrio.

Recepcion de la muestra.

El tejido endometrial ha sido recogido en vasos estériles de 120 ml (de orina).

Las muestras de tejido se lavan con suero salino PBS estéril para evitar la contaminacién

con sangre y moco.

Preparacion del medio completo:

Se prepara el medio RPMI (medio Roswell Park Memorial Institute, utilizado
habitualmente para cultivo de células humanas o tejidos aislados) con 0.1 mg/ml de

DNasa tipo | y 1 mg/ml de Colagenasa tipo IV (medio completo).

Digestion del tejido.

Se transfieren las muestras del tejido endometrial a un tubo Falcon de 50 ml que

contiene 15 mL del medio completo previamente mencionado.

Los tubos con las muestras se incuban durante 30 minutos en un bafio a 37°C,
agitandolos ocasionalmente para facilitar la digestiéon enzimatica (“agitacidon

intermitente).
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Filtracion y Centrifugacion.

Posteriormente se recoge el sobrenadante resultante, el cual se pasa por un Strainer de

70 um y se deposita en un tubo Falcon de 15 o0 10 ml.

Las células filtradas se centrifugan durante 8 minutos a 1600 revoluciones por minuto
(rpm), para posteriormente resuspender el pellet celular (la muestra) en 250-300 pL de
solucién de Buffer MACS® PBS + BSA azida (solucidn salina tamponada con fosfato -PBS-

pH 7.2, 0.5% albumina de suero bovino -BSA-).

Marcaje de Superficie.

A continuacidn se toman 200 pL de la suspension anterior para realizar el marcaje de
superficie, poniendo 4 plL de cada anticuerpo en los 200 uL. Se deja incubar durante 20

minutos a temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad.

Tras la incubacidn, se afiade un buffer de lisis de eritrocitos (buffer RBL de la marca BD

Biosciences®) y se deja incubar durante otros 15 minutos en las mismas condiciones.

Lisis y Lavado.

Finalmente se centrifuga durante otros 5 minutos a 1600 rpm.

El siguiente paso consiste en decantar el sobrenadante y lavar las células con medio
Buffer FACS FLOW de BD Biosciences® para posteriormente volver a centrifugar durante

5 minutos a 1600 rpm (se realizan dos lavados)

Preparacion para Citometria.

Por ultimo, la muestra centrifugada se resuspende en 350 plL y las células quedan

preparadas para pasar por el citdmetro.
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Tabla 6. Marcadores y fluorocromos para NKs y macréfagos en endometrio.

Marcador Fluorocromo Proveedor Clon
CD45 APC-Cy7 BD Biosciences 2D1
CD56 BV510 BD Biosciences NCAM16.2
CD16 FITC BD Biosciences 3G8
CD3 PerCP Cy5.5 BD Biosciences SK7
NK TIGIT PE Biolegend A15153G
NKp30 AF647/ APC BD Biosciences p30-15
CD69 PE Cy7 BD Biosciences FN50
PERFORINA BVv421 BD Biosciences 5G9
CD45 PerCP-Cy 5.5 BD Biosciences 2D1
HLADR BV510 BD Biosciences G46-6
CDh14 APC-Cy7 BD Biosciences MOP9
CD16 FICT BD Biosciences 3G8
MACROFAGOS | cD69 PE-Cy7 BD Biosciences FN50
CCR5 Bv421 BD Biosciences 3A9
CX3CR1 PE Biolegend 2A9-1
CCR2 APC BD Biosciences 48607
LEYENDA:

e Proveedor: marca comercial.
e Clon: especificidad del Ac (necesario para la replicacidon del estudio hacia el epitopo de una diana.

B. Procesamiento y marcaje del liquido folicular.

A continuacidén se detallan los pasos del tratamiento de las muestras de liquido folicular

gue es discretamente diferente al de endometrio.
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Filtracion y Centrifugacion.

El liquido folicular recibido en un envase de orina estéril se transfiere a tubos Falcon de
50 ml a través de un Strainer de 70 um, para a continuacion realizar un centrifugado de

las células durante 8 minutos a 1600 rpm.

A continuacidn, se decanta el sobrenadante y las células se resuspenden en un volumen

adecuado de Buffer (unos 200 pl por cada poblacién celular a marcar).

Marcaje de Superficie.

Se cogen 200 ul de la suspension celular para realizar el marcaje de superficie,

afiadiendo 4 pl de cada anticuerpo a dichos 200 pl de suspension celular.

Se deja incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y en condiciones de

oscuridad.

Tras es primera incubacién, se afiade un Buffer de lisis de eritrocitos y se deja de nuevo

incubar durante 15 minutos en las mismas condiciones.

Lisis y Lavado.

Se centrifugan de nuevo las células durante 5 minutos a 1600 rpm, para posteriormente

decantar el sobrenadante y lavar las células con Buffer FACS Flow.

El lavado se repite y se realiza una segunda centrifugacién durante 5 minutos a 1600

rpom.

Preparacion para Citometria.

Finalmente, las células se resuspenden en 350 pul de Buffer y se procesaron mediante

citometria de flujo.
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Tabla 7. Anticuerpos y fluorocromos para NKs y macréfagos en liquido folicular.

Marcador Fluorocromo Proveedor Clon
CD45 APC-Cy7 BD Biosciences 2D1
CD56 BV510 BD Biosciences NCAM16.2
CD16 FITC BD Biosciences 3G8
CD3 PerCP Cy5.5 BD Biosciences SK7
NK TIGIT PE Biolegend A15153G
NKp30 AF647/ APC BD Biosciences p30-15
CD69 PE Cy7 BD Biosciences FN50
PERFORINA Bv421 BD Biosciences 5G9
CD45 PerCP-Cy 5.5 BD Biosciences 2D1
HLADR BV510 BD Biosciences G46-6
CDh14 APC-Cy7 BD Biosciences M®P9
CD16 FICT BD Biosciences 3G8
CD69 PE-Cy7 BD Biosciences FN50
MACROFAGOS " CCRS BV421 BD Biosciences 3A9
CX3CR1 PE Biolegend 2A9-1
CCR2 APC BD Biosciences 48607
CX3CR1 PE Biolegend 2A9-1
CCR2 APC BD Biosciences 48607

A. Procesamiento y marcaje de la sangre periférica.

Recogida de muestras.

Las muestras de sangre periférica se obtienen por via venosa, y se recogen en tubos con
EDTA de 5 mL al inicio, durante o inmediatamente después de la puncién ovarica para
la recuperacion del liquido folicular y la biopsia de endometrio para su procesamiento

en las 2-3 horas siguientes a su recogida.
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Filtracion y Centrifugacion.

No procede.

Marcaje.

Se marcan 100 plL de sangre con cada uno de los anticuerpos monoclonales utilizados
en el estudio, divididos en 4 tubos que permite la evaluacién de las células NK y de los

monocitos através de un panel de anticuerpos por citometria de flujo multiparamétrica.

Los leucocitos de sangre periférica se tifien con los anticuerpos monoclonales detallados

en la siguiente tabla de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

Lisis y Lavado.

Tras una incubacién de 20 minutos a temperatura ambiente y en condiciones de
oscuridad, las muestras se someten a lisis con 2 mL de tampdn de lisis (Lysis Solution,
BD Biosciences®) durante otros 10 minutos en las mismas condiciones (oscuridad y

temperatura ambiente).

Posteriormente, se centrifuga de nuevo las células durante 5 minutos a 1600 rpm, para

posteriormente decantar el sobrenadante y lavar las células con Buffer FACS Flow.

El lavado se repite y se realiza una segunda centrifugacién durante 5 minutos a 1600

rpm seguido de una segunda centrifugacion con tampdn (FACSFlow, BD Biosciences®).

Preparacion para Citometria.

Finalmente, las células se resuspenden en 350 ul de Buffer y se procesaron mediante
citometria de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences) tras realizar los controles y
calibraciones necesarios, siguiendo las instrucciones proporcionadas por el proveedor

comercial.

Los datos se analizaron en el software de andlisis de datos FlowJo, LLC (version 10.6.1;

Becton Dickinson). Las poblaciones celulares se dividieron en tres tubos para la
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identificacion de células NK, monocitos y células T reguladoras. Los paneles de
anticuerpos utilizados en cada tubo se resumen en la Tabla X. Asimismo, se utilizé un

tubo sin etiquetar como control negativo y FMO para cada anticuerpo.

Tabla 8. Anticuerpos y Fluorocromos utilizados como marcadores para sangre
periférica.

Anticuerpo Fluorocromo Proveedor Clon
CD56 BV510 BD Biosciences NCAM16.2
TIGIT PE Biolegend A15153G
NKp30 Alexa Fluor (AF) 647 BD Biosciences p30-15
NK Perforina BvV421 BD Biosciences 3G9
TiM3 APC Cy7 Biolegend F38-2E2
CD3 PerCP Cy5.5 BD Biosciences SK7
CD69 PE Cy7 BD Biosciences FN50
CD16 FITC BD Biosciences 3G8
CCR2 Alexa Fluor 647 BD Biosciences 48607
CCR5 BVv421 BD Biosciences 3A9
CX3CR1 PerCP Cy5.5 Biolegend 2A9-1
MONOCITOS HLA-DR BV510 BD Biosciences G46-6
CD16 FITC BD Biosciences 3G8
CD69 PE Cy7 BD Biosciences FN50
CD14 APC Cy7 BD Biosciences M®P9
CD11b ACT PE Biolegend CBRM1/5

5.4.3 Citometria de Flujo Multiparamétrica (CFM).

La Citometria de Flujo Multiparamétrica (CFM) es una técnica avanzada usada en
biologia y medicina para analizar rapidamente caracteristicas fisicas y quimicas de
células en suspensidon. Permite examinar miles de células por segundo y es crucial para

estudios de poblaciones celulares complejas.
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Su principio de funcionamiento es que las células suspendidas en fluido son inyectadas
en un tubo estrecho donde pasan individualmente por un laser. El |aser dispersa luz en
distintas direcciones, proporcionando datos sobre el tamafio (dispersion frontal, FSC) y
la complejidad interna (dispersion lateral, SSC) de las células. Ademas, los marcadores
fluorescentes especificos permiten identificar caracteristicas moleculares cuando son

excitados por el [dser y detectados por fotomultiplicadores en diferentes canales.

Para realizar el andlisis se deben configurar determinados datos del citdmetro, como
voltaje y compensacion, que se ajustan para optimizar la sensibilidad y precisién. En
estudios complejos, se seleccionan paneles de anticuerpos y fluorocromos adecuados
para detectar multiples marcadores sin interferencia, maximizando el brillo para

detectar células con marcadores menos abundantes.

El gating permite seleccionar subpoblaciones celulares especificas, estableciendo
umbrales que diferencian entre sefiales positivas y de fondo. Los controles de isotipo,
negativos no tefiidos y FMO (Fluorescence Minus One) se utilizan para definir la
fluorescencia de fondo y ajustar umbrales, mejorando la precisién en la deteccién de

marcadores especificos.

La CFM permite asi un analisis detallado de subpoblaciones celulares en tiempo real,

siendo una herramienta indispensable en investigaciones biomédicas avanzadas.

5.4.4 Diseiio del panel para citometria de flujo y Estrategias de gating.

A. Descripcion del panel de citometria para este estudio.

Este estudio se basa en la hipdtesis de que las mujeres con fallo reproductivo recurrente
bien en forma de AR o FIR, presentan un perfil inflamatorio diferente a las pacientes con

fertilidad probada o controles sanos.

El estudio se centra en el analisis de NK y monocitos/macréfagos por ser las células del

sistema innato mas relacionadas con la inflamacién.
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Con esos biomarcadores ya seleccionados el equipo de Analisis/ Investigacion disefia el
panel para la citometria de flujo, que realiza la seleccién de los fluorocromos. A modo
de informacidn, es importante para la seleccién de los fluorocromos la abundancia del
marcador en las células revisadas, el brillo del fluorocromo y que no se solapen los

espectros de emision de los fluorocromos.

B. Estrategias de gating para NK y monocitos en endometrio, liquido folicular vy

sangre periférica.

Como se describe previamente, el gating es el proceso de seleccionar subpoblaciones

de células en base a sus caracteristicas medidas.

Los pasos comunes incluyen:

e Gating Inicial para eliminar eventos no celulares (ruido) usando parametros
como FSC y SSC o poblaciones caracterizadas en sangre.

e Identificacion de Subpoblaciones: Usar combinaciones de marcadores
especificos para definir subpoblaciones celulares.

e Establecimiento de Senal Positiva o Negativa para un Marcador: Determinar si
una célula es positiva o negativa para un marcador especifico. Este proceso
implica haber establecido un umbral que diferencie claramente entre la sefial de

fondo (negativa) y la sefial especifica (positiva).

Se capturd un minimo de 100.000 eventos dentro de la regién de linfocitos/monocitos,
caracterizados por su tamano (Forward Scatter, FCS) y complejidad (Side Scatter, SSC).
Se disefiaron varias estrategias de seleccion en funcion de la poblacién especifica
examinada, incluidas las células NK (figura ) y los monocitos (figura ) que se describen a

continuacion.
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Figura 2. Estrategia de gating para endometrio.

Descripcidn.

En la primera grafica se observa la deteccidn de leucocitos en la muestra de endometrio
gracias al marcaje con CD45 (+), siendo la poblacion de linfocitos los que presenta un
SSC-A bajo (en color azul celeste, sefialado por un gate con forma de circulo). Lo que
gueda en azul oscuro son otras poblaciones como monocitos, macrdfagos, etc. que en

este momento no se van a estudiar.

A través de la segunda grafica la citometria indica qué poblacion de linfocitos son CD3+

(positivos) y CD3 — (negativos) ambos con un SSC-A bajo.

En la tercera grafica se muestran los CD3+ que a su vez son CD56+ marcados por el gate

en forma de cuadrado (en azul oscuro), correspondiendo estos ultimos a la poblaciéon de
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NKT. Mediante histogramas en verde claro se representa la expresion de los diferentes
receptores para las NKT, diferencidndose cuatro biomarcadores: TIGIT, CD69, NKp30 y
Perforina. La raya del histograma representa el punto de corte a partir del cual el

resultado es positivo.

En la cuarta grafica vemos como dentro de los CD3 negativos se encuentran los CD16-

(negativos) y CD56+ (positivos); y los CD-16 positivos con CD-56 positivos.

Los CD16- (negativos) y CD56+ (positivos) estdan marcados por un gate cuadrado con
tonos azul oscuro, verde fllor y rojo corresponden a los NKreg, y mediante histogramas
azules (azul claro) se representan los biomarcadores TIGIT, CD69, NKp30 y Perforina (de

nuevo la raya establece el punto de corte para un resultado positivo).

Por otro lado, se observan los CD-16 positivos con CD-56 positivos marcados por un gate
cuadrado y en color azul oscuro, que corresponden a los NKcyt con cuatro histogramas
en morado que representan sus subpoblaciones TIGIT, CD69, NKp30 y Perforina (de

nuevo la raya establece el punto de corte para un resultado positivo).
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Figura 3. Estrategia de gating para liquido folicular.
Descripcién

En la primera grafica se ve como en la muestra de liquido folicular se encuentran los
leucocitos gracias al marcador CD45, siendo los linfocitos los que presentan un patrén

CD45+ y SSC-A bajo (verde flor y rojo) marcados con un gate circular.

De dichos linfocitos, a través de la segunda grafica se diferencian dos subpoblaciones.

Los CD3+ vy los CD3 -, ambos con un SSC-A bajo.

La tercera grdfica muestra como dentro de los CD3 positivos con CD56
positivo/intermedio en color azul marino y marcado con un gate cuadrado se encuentra
la poblacién de NKT representdndose a través de histogramas en verde claro las
subpoblaciones de TIGIT, CD69, NKp30 y perforina. La raya representa el punto de corte

a partir del cual se considera positivo.
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Finalmente, la cuarta grafica sefiala como dentro de los CD3 negativos se diferencian los

CD16 negativos y CD56 + que tefiidos en azul marinos y marcados con un gate cuadrado

corresponde a las NKreg con cuatro subpoblaciones que corresponden a TIGIT, CD69,

NKp30 y perforina, todas ellas representadas a través de histogramas en azul claro y

siendo la raya el punto de corte para discriminar lo positivo.

También en esta cuarta grafica se distinguen los CD16 intermedios con CD56 +/

intermedios en azul marino y con un gate rectangular que corresponden alos NKcyt con

cuatro subpoblaciones sefialadas a través de histogramas morados para TIGIT, CD69,

NKp30 vy perforina y la raya representa el punto de corte para discriminar lo positivo.
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Figura 4. Estrategia de gating para sangre periférica.
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Descripcidn
La primera grafica muestra como en la sangre periférica se diferencia inicialmente el

grupo de los linfocitos caracterizado por tener un FSC-A bajo y un SSC-A bajo (en color

rojo y marcados con un gate redondeado).

A través de la segunda grafica se ve como dentro de los linfocitos, se distinguen los CD3
negativos y positivos. Dentro de éstos, en la tercera grafica se representa que hay una
poblacién con CD3+ y CD56 + en azul marino y marcados con un gate cuadrado que
corresponde a los NKT con cinco subpoblaciones identificadas mediante histogramas
verde claro para TIGIT, CD69, NKp30, perforina y TIM3. La raya en el histograma

representa el punto de corte para discriminar lo positivo.

En la cuarta grafica se observa como dentro de los CD3 negativos con bajo SSC-A se
encuentran los CD16 negativos con CD56 positivos en color azul marino y sefialados por
un gate cuadrado que corresponde a los NKreg con 5 subpoblaciones: TIGIT, CD69,
NKp30, perforina y TIM3 representadas por histogramas en color azul claro, y siendo la

raya el punto de corte para positivo.

También la cuarta grafica muestra los CD16 positivo/ intermedio con CD56 positivo/
intermedio que corresponde a las NKcyt, color verde fluor y azul marino dentro de un
gate cuadrado, y ahi se diferencian 5 subpoblaciones represesentadas por histogramas
morados para TIGIT, CD69, NKp30, perforina y TIM3, siendo la raya el punto de corte

para discriminar lo positivo.

5.5 Metodologia estadistica.

Se trata de un estudio prospectivo observacional de casos y controles, con dos cohortes:
una de pacientes con fallo reproductivo recurrente de posible origen inflamatorio (iFRR),
dentro de la cual se diferencian dos subgrupos: pacientes con abortos de repeticion, AR,
y pacientes con fallo de implantacion recurrente, FIR; y otra de controles sanos, formada
por mujeres sin patologia reproductiva y fertilidad probadas segln los criterios de

inclusion/exclusién descritos en el apartado correspondiente.
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En el andlisis descriptivo de los datos las variables cualitativas se resumirdn con su

distribucion de frecuencias.

Las variables cuantitativas con distribucidon simétrica se presentardn con media vy
desviacién estandar, ya que estos valores reflejan mejor el centro y la dispersion de los
datos; mientras que para las variables de distribucidon asimétrica se utilizan la mediana
y el rango intercuartilico porque la mediana es la medida mads robusta para el centro y
el rango intercuartilico (Q1-Q3) muestra la dispersién de los datos sin verse influido por

valores extremos. En nuestro caso la distribucidon de las variables es no normal.

El analisis de asociacidon entre los grupos de estudio (controles y FIR) y las variables
independientes, se analizara a través del test Mann-Whitney ya que el tamafio de cada
grupo es pequefio. El grupo de AR solo se mostrara descriptivamente ya que es
demasiado pequefio para tenerlo en cuenta en contraste de hipétesis. Se considerara

un nivel de significacién del 5%.

Respecto al analisis de correlacidn se aplica el Coeficiente de Spearman, p (ro), con un
nivel de significacién positivo si el p valor es menor a 0,05, y muy significativo si p valor

menor 0,01. Los valores varian entre -1y 1, interpretandose de la siguiente forma:

- Un valor positivo indica que a medida que una variable aumenta, la otra
también tiende a aumentar, y cuanto mas se acerque a uno, mas correlacion
hay.

- Un valor negativo indica que cuando una variable aumenta, la otra tiende a
disminuir, y cuanto mas se acerque a menos 1, mayor es la diferencia entre esas
variables.

- Unvalor cercano a 0 indica poca o ninguna correlacién.
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Tabla 9. Coeficiente de correlacidn de Spearman: valores e interpretacion.

NIVELES DE CONFIANZA
VALORES INTERPRETACION DE LA ASOCIACION
De0a0,2 POBRE
De0,2a0,4 BAJA
De 0,4a0,6 MODERADA-BAJA
De 0,62 0,8 MODERADA-ALTA
De0,8a1l FUERTE

El software estadistico utilizado es IBM SPSS Statistics v26.
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RESULTADOS



6. RESULTADOS.

6.1 Datos demograficos de la poblacion: analisis descriptivo, global y por

grupos.

6.1.1 Andlisis descriptivo de la poblacidn del estudio desde su perspectiva global.

El estudio incluye un total de 33 mujeres, de las cuales 13 son controles sanos con fertilidad
probada (39,4%) y 20 presentan fallo reproductivo de origen inflamatorio (iFRR). Esta
cohorte estd dividida en dos grupos: el de fallo de implantacién recurrente (FIR), con 13

mujeres (39,4%), y el de aborto de repeticion (AR) con 7 pacientes (21,21%).

Tabla 9. Total y porcentaje de participantes

PACIENTE N (%)

FIR 13 (39,40%)
AR 7 (21,20%)
CONTROL

= AR = FIR = CONTROLES =

Figura Distribucion poblacion reclutada.
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Datos de la poblacion total por caracteristica demografica estudiada.

- Respecto a la edad:

El 46.9% de las mujeres son Edad
menores de 34 afios. Un 31.3%
tienen entre 35 y 39 afos, y un
21.9% son mayores de 40 afios.

La menor edad registrada son
18 anos, y la mayor 43 aios.

La edad media para los
controles/donantes es 24,53

anos; para los FIR, 37,9 afos, y
para los paralos AR, 39,14 afios. w<34 w3539 m>40

Figura distribucion por edad.

- Respecto a la raza (segun la clasificacién americana):

Un 81.8% de Ilas
mujeres participantes

Raza
son caucasicas.

Un 12.1% son
hispanoamericanas,

Un 3% negras y un 3%
asiaticas.

m Caucasica ® Hispana = Negra Asiatica

Figura distribucién por raza.
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- Teniendo en cuenta el indice de masa corporal (IMC):

Un 78.1% de las mujeres IMC
participantes presentan un
IMC normal (entre 18.5 y
24.9); un 9.4% de las
pacientes se encuentran en
rango de delgadez (IMC
menor a 18.5) y también un
9.4% presentan sobrepeso
(un IMC entre 25 y 29.9).
Finalmente, un 3.1% de las

pacientes presentan
obesidad (IMC por encima #<185 ®185249 =25299 =>30
de 30).

No habrd pacientes con Figura distribucion por IMC.

obesidad modrbida porque
éstas se excluyen de los
tratamientos de fertilidad.

Tabla 10. Numero y porcentaje de pacientes segin rango de IMC.

IMC N.2 PACIENTES | % PACIENTES
<184 3 9,4%
18.5-24,9 | 25 78,13%
25-29,9 3 9,4%

>30 1 3,1%

114



- Respecto al grupo sanguineo:

El 56.7% de las mujeres Grupo sanguineo
participantes son A

positivo y el 20.0% son 0

positivo. El resto de los
grupos  presentan  un
porcentaje menor: 6.7%

son B positivo; un 3.3% son
0 negativo; un 3.3% son A
negativo; un 3.3% son AB
positivo; habiendo un

6,7% de pacientes sin este
analisis. = A positivo = 0 positivo = B positivo 0 negativo

m A negativo = AB positivo = Sin cribar

Figura distribucion por grupo sanguineo.

- Respecto al estudio genético o cariotipo:

Un 87.5% de las mujeres
participantes presentan

CARIOTIPO

un cariotipo normal.

El 3.1% presentaba
anomalias (mutacion
CACNA1A)

De la poblacidn reclutada,
un 9.4% no tenia estudio
cromosomico realizado a

pesar de las guias de

manejo de FIR = NORMAL = ANOMALO = SIN ESTUDIO

Figura de distribucion del cariotipo.
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En cuanto a los embarazos propios, un 39,4% de las pacientes habian gestado

en algin momento previo al estudio.

En cuanto a hijos vivos, el 78,1% de las participantes no tenia.

Respecto a los abortos clinicos, el 33,3% del total de las pacientes habian

presentado aborto en algin momento de su historia reproductiva.

En cuanto a fallo de implantacion, el 39,4% de las pacientes lo habian presentado

(grupo FIR) y lo mismo para embarazos externos que son los controles sanos de

este estudio, un 39,4%.

En cuanto al consumo de téxicos:

Tabaco:

un 75.8% de las
mujeres no son
fumadoras, un
12.1% son
fumadoras; un
6.1% son
fumadoras

Tabaquismo

ocasionales y un
6.1% son
exfumadoras.

mSi = No = Ocasional Exfumadora

Figura de distribucion por tabaquismo.
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Alcohol: un 81.8% nunca consumen alcohol, y un 18.2% lo consumen de manera

ocasional.

Otras drogas: ninguna paciente consume o habian consumido sustancias tdxicas o

adictivas.

Respecto a los antecedentes de salud:

e Antecedentes oncoldgicos: ninguna paciente los presenta.

e Antecedentes de enfermedades ginecoldgicas que pueden afectar a la

reproduccién tales como endometriosis, malformaciones uterinas o
trombofilias: un 24.2% de las participantes las presentaba y un 75.8% de las
pacientes no las tenia.

e Antecedentes quirdrgicos como metroplastia, mastoplastia, hernia inguinal,

etc.: un 12.1% de las participantes los presentaban y un 87.9%, no.
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Tabla 11. Caracteristicas demogrdficas de la poblacion general: FIR+ AR+

CONTROLES.

CARACTERISITICA RANGOS N (%)

EDAD <34 15 (46.9%)
35-39 10 (31.3%)
>40 7 (21.9%)

RAZA Caucasica 27 (81.8%)
Hispana 4(12.1%)
Negra 1(3.0%)
Asiatica 1(3.0%)

IMC <18.5 3(9.4%)
18.5-24.9 25 (78.1%)
25-29.9 3(9.4%)
>30 1(3.1%)

GRUPO SANGUINEO 0 Rh positivo 6 (20.0%)
0 Rh negativo 1(3.3%)

A Rh positivo 17 (56.7%)
A Rh negativo 1(3.3%)
B Rh positivo 2 (6.7%)
AB Rh positivo 1(3.3%)
Sin estudio 2 (6.7%)
CARIOTIPO Normal (46XX) 28 (87.5%)
Otras variantes 1(3.1%)
Sin estudio 3(9.4%)
EMBARAZOS PROPIOS NO 20 (60.6%)
Sl 13 (39.4%)
HIJOS VIVOS PROPIOS NO 25 (78.1%)
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(Continuacion Tabla 11. Caracteristicas demogrdficas de la poblacion general:

FIR+ AR+ CONTROLES.
CARACTERISTICA RANGO N (%)
sl 7 (21.9%)
ABORTOS CLINICOS NO 22 (66.7%)
Sl 11 (33.3%)
FALLO IMPLANTACION NO 20 (60.6%)
Sl 13 (39.4%)
EMBARAZOS EXTERNOS NO 20 (60.6%)
Sl 13 (39.4%)
FUMADORA NO 25 (75.8%)
sl 4(12.1%)
OCASIONAL 2 (6.1%)
EXFUMADORA 2 (6.1%)
ALCOHOL NO 27 (81.8%)
SI 6(18.2%)
OTRAS DROGAS NO 33 (100.0%)
ANTEC. ONCOLOGICOS NO 33 (100.0%)
ANTEC. GINECOLOGICOS NO 25 (75.8%)
s 8 (24.2%)
ANTEC. QUIRURGICOS NO 29 (87.9%)
sl 4 (12.10%)

A. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION POR GRUPOS DE ESTUDIO Y
CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS Y DEMOGRAFICAS.

Grupo de pacientes con Abortos de Repeticion (AR).

Los resultados se muestran en la tabla 12.

En total hubo 7 pacientes reclutadas.
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El 50% de las pacientes tenian entre 35y 39 afios, y el otro 50% eran mayores de 40
aflos aunque ninguna paciente de la rama de AR era mayor a 41 afios ni menor a 34

afos. La media de edad para este grupo es 39,28.

Respecto a la raza, el 71,4% de mujeres AR son caucdsicas, seguidas de un 14,3% de

negras, y un 14,3% de hispanas (no hubo asiaticas en este grupo).

Teniendo en cuenta el IMC, un 66,7% presenta un IMC normal, mientras que un
16,7% presenta sobrepeso y otro 16,7%, obesidad. No hay mujeres con IMC menor

a 18.5 en AR.

En la evaluacion del grupo sanguineo, predomina el A Rh positivo en el 60% de las

pacientes, seguido del 0 positivo y 0 negativo en un 20% cada uno.
Todas las pacientes AR reclutadas presentan un cariotipo normal.

Desde la perspectiva de los embarazos, todas estas mujeres han presentado
embarazos propios y todas ellas han tenido mas de dos abortos. Un 66,7% ha tenido

hijos vivos (4 pacientes en valor absoluto).

Respecto a si alguna de estas pacientes ha tenido fallo de implantacién ademas de

los abortos de repeticidn, sélo una ha tenido (un 14,29%) y el 85,71% restante, no.

Ninguna de estas mujeres ha donado ovocitos y por tanto, no ha dado lugar a

“embarazos externos”.

En cuanto al consumo de tdxicos, ninguna es fumadora, o consumidora de alcohol

o ha tomado otras drogas.

Y finalmente, respecto a los antecedentes de salud, ninguna de las pacientes con AR
reclutadas presenta antecedentes oncoldgicos ni quirurgicos, aunque si un 28,6%

de estas mujeres presentan alguna enfermedad ginecoldgica asociada.
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Grupo de pacientes con Fallo de implantacion recurrente (FIR).

Los resultados se muestran en la tabla 12.

Se reclutan 13 pacientes con FIR.

El 53,8% de las pacientes con FIR tienen entre 35 y 39 afios, mientras que un 30,8%
son mayores de 40 anos y un 15,4% son menores de 34. La edad maxima registrada

en este grupo son 40 aios, y la edad minima son 32 afos.

Respecto a la raza, un 76,9% son caucdsicas, un 15,4% son hispanas y un 7,7% son

mujeres asidticas ( no hubo pacientes FIR negras en este estudio).

Teniendo en cuenta el IMC, un 92,3% de mujeres son normales y un 7,7% son

delgadas, pero no hay mujeres con sobrepeso u obesidad.

En cuanto al grupo sanguineo, un 61,5% de las mujeres son A positivo, mientras que
un 7,7% son o 0 positivo, o B positivo o AB positivo. Cabe destacar que hay un 15,4%
de las pacientes FIR que no tienen estudio del grupo sanguineo (2 pacientes en

frecuencia absoluta).

En la evaluacion del estudio genético o cariotipo, un 76,9% presenta un cariotipo
normal, mientras que el 7,7% presenta alguna anomalia genética. Dicha anomalia

es la mutacion CACNA1A. Un 15,4% de las pacientes FIR no realizé este estudio.

Respecto a los embarazos, un 53,8% no ha tenido embarazos y un 46,2%, si.

De las que han tenido embarazo, un 15,4% ha tenido hijos vivos (y un 84,6%, no),

en valor absoluto 2 y 11 respectivamente.

Ademads del FIR, en cuanto a los abortos, un 30,8%, si ha tenido y un 69,2%, no.

Todas estas pacientes han presentado al menos dos fallos de implantacién, y

ninguna ha dado lugar a embarazos externos (ninguna ha donado ovocitos).

En cuanto al consumo de sustancias tdxicas o adictivas, el 61,5% de estas mujeres

no fuma, el 23,1% fuma ocasionalmente y el 15,4% son exfumadoras. Teniendo en
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cuenta el alcohol, el 84,6% no bebe nuncay el 15,4% bebe ocasionalmente. Ninguna

de estas pacientes consume otras drogas.

Finalmente, respecto a los antecedentes de salud, ninguna tiene antecedentes
oncolégicos. Un 46,2% presenta alguna otra enfermedad ginecoldgica y un 30,8%

ha presentado algin antecedente quirurgico.
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Tabla 12. Caracteristicas demogrdficas para el grupo CASOS: ABORTOS DE
REPETICION Y FALLO DE IMPLANTACION RECURRENTE.

CARACTERISTICA RANGOS AR N (%) FIR N (%)
TOTAL PACIENTES 7 13
EDAD <34 0 (0%) 2 (15,40%)
35-39 3 (50,00%) 7 (53,80%)
>40 3 (50,00%) 4 (30,80%)
RAZA Caucasica 5(71,40%) 10 (76,90%)
Hispana 1(14,30%) 2 (15,40%)
Negra 1(14,30%) 0(0,0%)
Asiatica 0 (0,0%) 1(7,70%)
IMC <18.5 0(0,0%) 1(7,70%)
18.5-24.9 4 (66,70%) 12 (92,30%)
25-29.9 1(16,70%) 0 (0%)
>30 1(16,70%) 0 (0%)
GRUPO SANGUINEO 0 positivo 1(20,00%) 1(7,70%)
0 negativo 1(20,00%) 0 (0%)
A positivo 3 (60,00%) 8 (61,50%)
B positivo 0 (0%) 1(7,70%)
AB positivo 0 (0%) 1(7,70%)
Sin estudio 2 (28,60%) 2 (15,40%)
CARIOTIPO Normal: 46XX 7 (100%) 10 (76,90%)
Otras variantes 0 (0%) 1(7,70%)
Sin estudio 0 (0%) 2 (15,40%)
EMBARAZQOS PROPIOS S| 7 (100%) 4 (30,80%)
HIJOS VIVOS PROPIOS Sl 4 (66,70%) 6 (46,20%)
ABORTOS CLINICOS S| 7 (100%) 4 (30,80%)
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(Continuacion Tabla 12. Caracteristicas demogrdficas para el grupo CASOS:

ABORTOS DE REPETICION Y FALLO DE IMPLANTACION RECURRENTE.

CARACTERISTICA RANGOS AR N (%) FIR N (%)
EMBARAZOS EXTERNOS NO 7 (100%) 13 (100%)
FALLO DE IMPLANTACION si 1 (14,29%) 13 (100%)
FUMADORA NO 7 (100%) 8 (61,50%)

] 0 (0%) 3(23,10%)

EXFUMADORA 0 (0%) 2 (15,40%)
ALCOHOL NO 7 (100%) 11 (84,60%)
OTRAS DROGAS NO 7 (100%) 13 (100%)
ANTEC.ONCOLOGICOS NO 7 (100%) 13 (100%)
ANTEC. GINECOLOGICOS NO 5(71,40%) 7 (53,80%)

] 2 (28,60%) 6 (46,20%)

Grupo de pacientes controles.

Los resultados se muestran en la tabla 13.
Se reclutan un total de 13 pacientes con fertilidad probada o controles sanos.

Todas las participantes son menores de 34 afios, ya que la edad mdxima para donar
ovocitos permitida por la Ley de Reproduccion Asistida en Espafia son 35 afios
(incluidos). La edad minima de este grupo fue 18 afios y la maxima 34 afios. La media

de edad del grupo fue 24,53 aios.

Respecto a la raza, el 92,3% de las mujeres son blancas y el 7,7% son mujeres

hispanas (no hubo mujeres negras ni asiaticas en este grupo).

Teniendo en cuenta el IMC, un 69,2% presentaban un IMC normal, mientras que un

15,4% eran delgadas y/o con sobrepeso, pero no participaron mujeres obesas.

En cuanto al grupo sanguineo, el 50% de las pacientes son A positivo y un 33,3% son
0 positivo. Los grupos A negativo y B positivo tuvieron una representacion de un

8,3% cada uno.
124



Y sobre el estudio genético, el 92,3% presenta un cariotipo 46XX normal, mientras
que un 7,7% no tiene el estudio hecho (2 pacientes en valor absoluto). No se han

recogido pacientes que presenten anomalias genéticas.

Respecto a los embarazos, ninguna de estas pacientes ha presentado embarazos
propios, y por tanto, tampoco hijos biolégicos/ propios. Tampoco ninguna ha

presentado abortos o fallos de implantacidn.

El 100% de estas pacientes fueron reclutadas como controles por haber dado lugar

a embarazos externos tras donacion de ovocitos.

En cuanto al consumo de téxicos, para el tabaco, el 76,9% no fuma, el 15,4% fuma
ocasionalmente y el 7,7% fuma habitualmente, y respecto al alcohol, el 69,2% no

bebe, y el 30,8% bebe ocasionalmente. Ninguna consume otras drogas.
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Tabla 13. Caracteristicas demogrdficas para el grupo CONTROLES.

CARACTERISITICA RANGOS N (%)
EDAD <34 13 (100,00%)
RAZA Caucasica 12 (92,30%)

Hispana 1(7,70%)
IMC <18.5 2 (15,40%)

18.5-24.9 9 (69,20%)

25-29.9 2 (15,40%)
GRUPO SANGUINEO 0 positivo 4 (33,30%)

A positivo 6 (50,00%)

A negativo 1(7,70%)

B positivo 1(7,70%)

Sin estudio 1(7,70%)
CARIOTIPO NORMAL 46XX 12 (92,30%)

Sin estudio 1(7,70%)
EMBARAZOS PROPIOS NO 13 (100,00%)
HIJOS VIVOS PROPIOS NO 13 (100,00%)
ABORTOS CLINICOS NO 13 (100,00%)
FALLO IMPLANTACION NO 13 (100,00%)
EMBARAZOS EXTERNOS Sl 13 (100,00%)
FUMADORA NO 10 (76,90%)

SI 1(7,70%)

OCASIONAL 2 (15,40%)
ALCOHOL NO 9 (69,20%)

SI 4(33,30%)
OTRAS DROGAS NO 13 (100,00%)
ANTEC.ONCOLOGICOS NO 13 (100,00%)
ANTEC. GINECOLOGICOS NO 13 (100,00%)
ANTEC. QUIRURGICOS NO 13 (100,00%)

126



Finalmente, respecto a los antecedentes de salud, ninguna presenta antecedentes oncoldgicos ni
alguna enfermedad ginecoldgica, ni antecedentes quirurgicos de otro tipo.

6.2 Biomarcadores inmunofenotipicos: descripcidon de datos y calculos de significacion
estadistica clasificados por grupo de paciente (AR, FIR y controles) y origen de la

muestra (endometrio, liquido folicular y sangre periférica).

6.2.1 RESULTADOS OBTENIDOS POR CITOMETRIA Y ANALISIS DE SIGNIFICACION

ESTADISTICA.

A continuacidn se detallan los resultados obtenidos en cada muestra analizada
(endometrio, liquido folicular y sangre periférica) comparando a su vez los distintos
grupos clinicos (pacientes caso FIR, pacientes caso AR y controles). Es muy
importante destacar que al ser la poblacién total reclutada para AR muy pequefia,
sélo puede hacerse un estudio descriptivo. Por su parte, para el grupo FIR y los
respectivos controles se hard tanto un estudio descriptivo como de significaciéon

estadistica.

Al tratarse de una distribucién no normal se utiliza para la descripcién de los
biomarcadores los parametros estadisticos mediana y rango intercuartilico. Los
estudios de significacidn se hicieron con la prueba de Mann- Whitney considerando

significativo un p valor menor a 0.05(*) y muy significativo un p valor menor a 0,01

Por su parte, se considerara tendencia estadistica cuando el p valor esta entre 0,051
y 0,08, y significacion marginal cuando p esta entre 0,100y 0,199, pero si aumentase

el tamano muestral p podria ser significativo.
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6.2.2 RESULTADOS ABORTOS DE REPETICION. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS

BIOMARCADORES ANALIZADOS EN CADA TEJIDO.

Los resultados se describen a continuacién con la media y el recorrido

intercuartilico. Al no haber tamafio muestral suficiente, no se puede comparar con

controles sanos y no se pueden hacer calculos de inferencia estadistica.

Al hacer el analisis por citometria no se dispone de datos para monocitos

intermedios, no clasicos y Células CD11b_ACT porque no se pudieron incluir en el

panel de andlisis por motivos técnicos.

Tabla 14. Resultados de los biomarcadores inmunofenotipicos en el grupo AR en

los tres tejidos: endometrio, liquido folicular y sangre periférica.

BIOMARCADOR

ENDOMETRIO

N=7

LIQUIDO
FOLICULAR

N=7

SANGRE
PERIFERICA

N=7

Linfocitos (%)

23,80 [13,35; 40,20]

24.20 [23.75; 34.10]

21,80 [15,30; 32,10]

Células NKs totales (%)

32,20 [24,85;42,70

11.65 [7.83; 15.93]

12,20 [6,15; 13,80]

Células NK citotoxicas

11,40[4,7;17,05]

7.90 [6.40; 13.45]

11,40 [5,30; 13,25]

Cél. NKcit TIGIT+

57,70 [42,65 ; 71,90]

80.30 [57.80; 86.60]

84,40 [70,40; 93,70]

Cél. NKcit CD69+

29,30 [28,70; 72,85]

9.70 [6.40; 15.05]

15,30 [5,80; 66,95]

Cél. NKcit NKp30+

81,50 [39,05; 87,60]

36.40 [9.60; 70.35]

78,50 [48,80; 85,15]

Cél. NKcit Perforina+

69,30 [61,40; 83,05 ]

96.80 [88.25; 98.55]

90,20 [77,80; 94,30]

Cél. NKcit TIM3+

No presentes

No presentes

0,20 [0.10; 24.05]

Células NKT

1,90 [1,45; 4,00]

3.40[1.65; 6.15]

3,10 [1,40; 6,80]

Cél. NKT TIGIT+

28,90 [23,950; 59,45]

34.90 [21.50; 70.55]

28,50 [15,30; 65,50]
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BIOMARCADOR

ENDOMETRIO

N=7

LIQUIDO
FOLICULAR

N=7

SANGRE
PERIFERICA

N=7

Cél.NKTcit CD69+

65,20 [52,35; 79,35]

100.00 [67.00;
100.00]

14,80 [6,10; 71,80]

Cél. NKT NKp30+

2,40 [1,15; 20,25]

95.50 [0.00; 99.95]

5,10 [0,75; 9,30]

Cél. NKT Perforina+

4,80 [3,95; 19,30]

93.80 [62.45; 98.95]

15,10 [7,65; 23,10]

Cél. NKT cit TIM3+

No presentes

No presentes

0,70 [0,10; 7,25]

Células NK reguladoras

33,40 [25,25; 78,40]

7.60 [4.45; 11.65]

2.60 [1.65; 3.35]

Cél. NKreg CD69+

92,90 [87,25; 97,70]

97.40 [5.85; 99.75]

70,00 [14,90; 89,80]

Cél. NKreg NKp30+

87,30 [38,50; 89,25]

100.00 [9.95; 100.00]

9,10 [0,30; 35,90]

Cél. NKreg Perforina+

14,10 [8,35; 48,25]

94.20 [65.75; 98.00]

95,60 [87,15; 97,80]

Cél. NK reg TIM3+

No presente

No presente

1,30 [0,60; 4.35]

Monocitos (%)

10,05 [5,30; 13,38]

3.10[2.63; 16.55]

7,00 [6,15; 8,25]

Monocitos con HLA-DR+

32,65 [24,68; 80,98]

61.90 [36.93; 84.63]

89,90 [89,90; 89,90]

Monocitos Clasicos

22,00 [18,53; 45,28]

69.00[29.55; 73.28]

68,60 [66,15 ; 74,80]

Mo clasicos CX3CR1+

70,75 [66,83; 77,53]

19.15 [7.35; 80.75]

3,80 [2,15; 23,50]

Mo clasicos CD69+

18,45 [9,90; 33,15]

17.80 [8.45; 50.48]

6,50 [2,70; 39,55]

Mo clasicos CCR2+

44,00 [14,18; 55,98]

73.65 [46.15; 88.12]

88,90 [73,05; 93,65]

Mo clasicos CCR5+ 2,35[0,80; 5,55] 28.00 [7.13; 37.03] 6,85 (2,73 ; 14,88]
Mo clasicos CD11b_ACT+ ND ND 97,60 [71,75 ; 99,55]
Monocitos Intermedios ND ND 5,70 [2,40; 8,35]

Mo intermedios CX3CR1+

47,40 [28,30; 82,30]

Mo intermedios CD69+

14,60 [6,70; 52,95]
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LIQUIDO SANGRE
ENDOMETRIO
BIOMARCADOR FOLICULAR PERIFERICA
N=7
N=7 N=7

Mo intermedios CCR2+ 64,00 [40,75; 74,30]
Mo intermedios CCR5+ 22,80 [6,03; 36,65]

Mo intermedios 99,50 [85,10; 100,00]

CD11bACT+
Monocitos No clasicos ND ND 5,50 [3,43; 7,00]

Células CX3CR1_nc

83,20 [56,50; 95,20]

Mo no clasicos CD69+

4,90 [2,30; 8,05]

Mo no clasicos CCR2+

0,80 [0,20; 15,35]

Mo no clasicos CCR5+

3,20[2,63; 13,83]

Mo no clasicos CD11bACT+

32,40 [17,50; 52,50]

Células mielodes

4,90 [3,53; 7,48]

4.00 [2.80; 5.35]

6,20 [5,33; 6,93]

Células supresoras
derivadas de mieloides

(MDSCs)

39,65 [18,05; 62,38]

49.70 [34.75; 80.25]

4,75 [2,58; 6,33]

Células granulociticas

18,25 [6,85; 41,58]

40.95 [29.52; 55.23]

64,10 [51,08; 69,55]

Células supresoras
mieloides derivadas de

monocitos (MDSCs-Mo)

9,00 [5,00; .. ]

11.70 [6.40; ...]

6,40 [6,10; 8,10]

Células T CD4+

41,00 [39,40; ... ]

64.10 [64.00;.. ]

54,30 [53,80; 63,40]

Células CD4+ Treg

11,70 [4,20; ...]

5.65 [4.80; ..]

6,70 [6,10; 6,75]

Células T CD8+

37,00 [27,50; ... ]

24.90 [23.40; .. ]

28,20 [24,45; 28,65]

Células Treg_CD25"ieh

[;]

3.50 [3.50; 3.50]

5,30 [4,35; 7,25]
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(Leyenda. ND: sin datos).

DESCRIPCION DE LA TABLA.
Respecto a los linfocitos se determinan niveles similares en los tres tejidos, mientras
qgue para las células NK totales se observan niveles mas altos de NK totales en

endometrio.

En cuanto a las células NK citotdxicas totales, los niveles son similares en los tres
tejidos, un poco mas bajos en liquido folicular.

Para las subpoblaciones de NK citotdxicas, NK citotdxicas TIGIT positivo y Células NK
citotoxicas con expresion de perforina se observan niveles mas bajos en
endometrio respecto a liquido folicular y sangre periférica, mientras que los niveles
de NK citotdxicas CD69 positivo son mas altos en endometrio que en liquido folicular
y sangre periférica. Los niveles de células NK citotéxicas NKp30 positivo son mas

altos endometrio y sangre respecto a liquido folicular.

En cuanto a las células NKT totales y las NKT TIGIT positivo presentan niveles
similares en los tres tejidos, algo mas elevados en liquido folicular; mientras que
para Células NKT CD69 positivo, Células NKT Kp30 y Células NKT con sobreexpresién
de perforina se observan niveles mucho mas altos en liquido folicular que en
endometrio y sangre periférica.

En el analisis de células NK reguladoras totales se observan niveles mas altos en
endometrio. Respecto a las subpoblaciones, las NK reguladoras TIGIT positivo
presentan niveles mads altos en liquido folicular; NK reguladoras CD69 positivo y las
NK reguladoras NKp30 positivo presentan niveles mas altos y similares en
endometrio y liquido folicular. Para la NK reguladoras con expresién de perforina

se observan niveles mucho mas altos en liquido folicular y sangre periférica.

Para los monocitos los niveles son mas bajos en liquido folicular, mientras que los
monocitos HLA-DR y los monocitos clasicos son mas bajos en endometrio.
En cuanto a los clasicos totales, se observan cifras menores en endometrio,

mientras que para monocitos clasicos CX3CR1 los niveles son mas altos en
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endometrio. Los niveles de monocitos clasicos CD69 positivo son mas altos pero
similares en endometrio y liquido folicular; y los de monocitos clasicos CCR2 son
menores en endometrio (mas altos y similares en liquido folicular y sangre). Los

valores para células monocitos clasicos CCR5 son mayores en liquido folicular.

El estudio de intermedios y de no clasicos no dio datos para endometrio ni liquido

folicular.

Para las células mieloides los niveles son similares en los tres tejidos, y para células
supresoras derivadas de mieloides (MDSCs_M) son mucho mayores y similares en
endometrio y liquido folicular. Las células granulociticas presentan niveles mas altos
en liquido folicular y sangre periférica, mientras que las Células MDSCs_MO

presentan valores mas altos en liquido folicular.
En cuanto a las Células T CD4 positivo y las Células CD8 positivo presentan niveles
similares en los tres tejidos, y las Células T reguladoras CD4 positivo son mas altos

en endometrio.

Los niveles de Células Treguladoras CD25high son similares en liquido folicular y

sangre periférica y no se pudieron determiner en endometrio.
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6.2.3 RESULTADOS DE SIGNFICACION ESTADISTICA PARA FIR Y CONTROLES EN

ENDOMETRIO.

Se describen los resultados de las subpoblaciones linfocitarias y de monocitos
estudiadas en el endometrio, tanto de pacientes con antecedente de FIR como en
controles sanas. Como se observa en la Tabla 15, el analisis comparativo de las
subpoblaciones celulares entre pacientes con FIR y mujeres controles fértiles en el
endometrio demostrdé diferencias significativas en ciertas subpoblaciones. Las
células NK citotdxicas (NKcit) fueron significativamente mas altas en el grupo FIR
(5,73 £ 2,33%) en comparacién con los controles (2,92+1,01%; p=0,02), mientras
que las células NK reguladoras (NKreg) mostraron una menor proporcién en FIR
(58,29 + 18,02%) respecto a las mujeres fértiles (78,98 + 11,81%; p=0,04). En cuanto
a las células NKT con perforina+ (Cél. NKT Perforina+), se observd un aumento
significativo en pacientes FIR (21,17+16,08%) en comparacién con los controles

(7,48+6,18%; p=0,019).

Los valores determinados para las células NK citotdxicas totales y las células NK
reguladoras resultan estadisticamente significativos (p < 0,05) mientras que los
obtenidos para las células NKT que expresan perforina resultan muy significativos

(p < 0,01).

Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en otras
subpoblaciones como células NK totales, monocitos, células mieloides derivadas de
monocitos (MDSCs-Mo) y células T reguladoras, lo que sugiere un perfil especifico
de alteracién en las células inmunes asociadas con el entorno endometrial de las

pacientes con fallo de implantacién recurrente.
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Tabla 15. Resultados de los biomarcadores inmunofenotipicos para los grupos FIR

y controles en endometrio y analisis de significacion estadistica.

Prueba de Mann-

34,80 [24,80; 55,55]

32,10 [15,90; 69,28]

Whitney (CONTROLES-
BIOMARCADOR FIR CONTROLES
FIR).
N:13 N:13
Sig. Asintotica (bilateral)
Linfocitos (%) 12,57 +7,29 7,76 £ 3,80 0,15
9,00 [7,10; 20,50] 7,25 [4,22; 11,28]
Células NK totales (%) 33,31+13,24 26,91 + 8,28 0,23
35,80 [20,70; 41,95] 27,10 [21,10; 28,35]
Células NK citotoxicas 5,73 +2,33 2,92 +1,01 0,02*
5,40 [3,80; 6,95]* 2,85 [2,10; 3,80]*
Cél. NKcit TIGIT+ 40,36 £ 21,36 45,52 + 25,78 0,710
36,20 [26,15; 49,30] 47,00 [20,90; 70,23]
Cél. NKcit CD69+ 47,59 £ 19,04 59,66 + 19,64 0,121
44,30 [31,60; 66,35] 58,65 [39,43; 79,60]
Cél. NKcit NKp30+ 81,73 £14,59 84,54 £ 11,24 0,852
86,20 [82,75; 89,35] 85,50 [74,45; 94,90]
Cél. NKcit Perforina+ 64,34 + 21,40 58,60 + 22,53 0,627
60,80 [46,40; 84,20] 60,20 [39,50; 79,15]
Células NKT 3,48+2,11 3,00+ 1,72 0,78
2,90 [1,55 ;5,85] 2,45 [1,65; 3,87]
Cél. NKT TIGIT+ 38,52 £19,97 38,16 £ 25,45 0,852
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Prueba de Mann-

Whitney (CONTROLES-
BIOMARCADOR FIR CONTROLES FIR).
N:13 N: 13
Sig. Asintotica (bilateral)
Cél.NKTcit CD69+ 76,88 £ 19,12 83,68 + 18,77 0,336
78,60 [63,25; 93,05] 89,30 [76,30; 96,98]
Cél. NKT NKp30+ 8,62 +£9,32 11,80 + 8,39 0,172
7,900 [1,20; 12,15] 10,45 [5,80; 7,40]
Cél. NKT Perforina+ 21,17 + 16,08 7,48 £+ 6,18 0,019**
19,40 [5,10; 12,15] 4,20 [2,85; 11,50]
Células NK reguladoras 58,29 £ 18,02 78,98 + 11,81 0,04*
63,40 [51,30; 72,70] 83,45 [71,10; 87,70]
Cél. NKreg TIGIT+ 15,63 +9,11 19,90+ 17,40 0,664
15,90 [7,95; 19,00] 17,35 [7,15; 26,38]
Cél. NKreg CD69+ 90,88 + 13,42 90,63 + 6,08 0,172
96,50 [88,35; 97,75] 91,25 [87,25; 95,70]
Cél. NKreg NKp30+ 80,95 + 19,07 88,13 +5,80 0,402
88,80 [83,45; 91,40] 89,90 [84,15; 92,95]
Cél. NKreg Perforina+ 29,19 + 20,26 27,64 + 21,69 1,000
27,60 [14,78; 41,68] 28,20 [8,95; 41,651
Monocitos (%) 4,32 +4,04 4,04 + 3,94 0,616
2,60 [2,00; 5,80] 2,40 [1,60; 6,05]
Monocitos con HLA- 53,16 + 19,60 37,79 £25,73 0,171

DR+

57,30 [42,95; 66,90]

35,10 [14,20; 61,75]
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Prueba de Mann-

Whitney (CONTROLES-
BIOMARCADOR FIR CONTROLES
FIR).
N: 13 N: 13
Sig. Asintotica (bilateral)
Monocitos Clasicos 53,86 + 22,00 44,27 + 19,64 0,217
51,20 [37,75; 72,60] 42,70 [28,40; 59,90]
Mo clasicos CX3CR1+ 67,62 + 21,00 64,53 + 17,94 0,764
75,50 [47,95; 84,75] 61,70 [52,30; 82,40]
Mo clasicos CD69+ 57,39 + 31,63 44,52 + 32,81 0,333
71,40 [31,00; 87,55] 34,00 [14,70; 79,60]
Mo clasicos CCR2+ 40,96 £ 29,43 32,16 £16,68 0,570
34,30 [15,80; 61,20] 32,20 [21,85; 43,45]
Mo clasicos CCR5+ 20,79 + 25,67 25,87 + 34,80 0,443
7,80 [2,30; 41,20] 8,10 [5,25; 51,00]
Células mielodes 5,23 + 3,73 5,18 £+ 1,80 0,455
4,00 (2,725 ; 6,98] 4,30 [3,85; 6,70]
Células supresoras 37,89 + 23,24 28,80 £ 19,64 0,337
derivadas de
36,00 [17,50; 62,18] 27,60 [8,95; 47,45]
mieloides (MDSCs)
Células granulociticas 21,10+ 17,37 11,56+ 7,23 0,136
16,80 [12,78; 25,68] 7,60 [5,40; 19,10]
Células supresoras 6,14 + 3,36 6,90 £ 3,59 0,836

mieloides derivadas
de monocitos (MDSCs-

Mo)

5,40 [4,00; 9,10]

6,30 [4,15; 7,80]
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Prueba de Mann-

40,75 [31,13; 47,08]

34,20 [31,40; 38,10]

Whitney (CONTROLES-
BIOMARCADOR FIR CONTROLES
FIR).
N: 13 N: 13
Sig. Asintotica (bilateral)
Células T CD4+ 39,65 + 8,33 34,57 £ 5,29

Células CD4+ Treg

9,08 + 2,05

9,15 [7,13; 10,95]

12,45+7,34

12,70 [5,93; 17,60]

Células T CD8+

37,65+ 8,33

39,25 [29,38; 44,33]

41,33 £ 9,80

44,40 [32,40; 49,00]

Nota: se sefialan con un asterisco (*) los valores con resultados con p < 0,05 y con dos asteriscos (**) los

resultados con p< 0,01. Los resultados se expresan como mediatdesviacion tipica; mediana (rango

intercuartilico). En el analisis comparativo se utiliza la Prueba de Mann-Whitney.

A continuacidn se representan estos resultados través de graficas box-plot donde se

pueden comparar

los datos obtenidos para cada biomarcador

que resulta

estadisticamente significativo entre FIR y controles en un tejido especifico, en este caso,

endometrio.

Figura 12.

NK_cyt (ENDOMETRIO)

RF

Grafica box-plot para células NK citotéxicas en FIR frente a controles en el endometrio.
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Figura 13. Grafica box-plot para células NKT que expresan perforina en FIR y controles en el

endometrio.

NK_reg (ENDOMETRIO)

200
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Figura 1 4. Grafica box-plot para células NK reguladoras en FIR y controles en el

endometrio.

6.2.4 RESULTADOS DE SIGNFICACION ESTADISTICA PARA FIR Y CONTROLES EN

LIQUIDO FOLICULAR.

A continuacion se describen los resultados de las subpoblaciones linfocitarias y de
monocitos estudiadas en el liquido folicular, tanto de pacientes con antecedente de
FIR como en mujeres controles sanas. Como se observa en la Tabla 16, el andlisis

comparativo de las subpoblaciones celulares entre pacientes con FIR y mujeres
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controles fértiles en el liquido folicular demostré diferencias significativas en ciertas

subpoblaciones.

Las células NK citotoxicas que expresan NKp30 (Cél. NKcit NKp30+) fueron
significativamente mas altas en el grupo control (55,14 + 38,12%) en comparacién
con las pacientes FIR (13,70 + 23,18%; p=0,003), del mismo modo que para las
células NK reguladoras que expresan NKp30 (Cél. NKreg NKp30+) se obtuvo un valor
significativamente superior en controles (64,29 + 31,56) respecto a mujeres FIR

(25,88 + 44,77, siendo p=0,052).

Por el contrario, se observaron resultados significativamente mds altos en pacientes
FIR que en controles en el caso de las células NKT que expresan CD69 (Cél. NKT
CD69+) con unos valores en FIR de (89,45 + 12,19%) y en controles de (53,86 *
42,17%; p=0,055); y también para las células NKT que expresan perforina (Cél. NKT
Perforina+) siendo los valores en pacientes FIR (89,11 + 6,55%) mientras que en
controles eran (48,19 + 34,19%; p=0,013). En ultimo lugar, los resultados para las
células NK reguladoras que expresan CD69 (Cél. NKreg CD69+) presentaron unos
valores significativamente mds altos en pacientes FIR (47,13 + 40,73%) frente a
controles (14,68 + 17,19; p=0,043), lo que sugiere un perfil especifico de alteracién
en las células inmunes asociadas al entorno ovarico de las pacientes con fallo de

implantacion recurrente.

Resulta procedente comentar, que en el andlisis del liquido folicular en
determinados biomarcadores del estudio, si bien no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas, si se encontré una tendencia estadistica (p: 0,05-
0,08). Para las células reguladoras NK que expresan perforina (Cél. NKreg
Perforina+) se obtuvo un valor en FIR de (89,18 + 12,46) y en controles de (45,66
140,26, para p=0,076). En el caso de los monocitos clasicos CCR5+ (Mo clasicos
CCR5+) el valor en las pacientes FIR fue de 64,71 + 30,20 y en los controles de 38,94
+ 32,09, (p= 0,089). Por ultimo, para las células supresoras derivadas de mieloides
(MDSC) el valor en FIR fue 30,99 + 23,09, mientras que en controles fue de 44,87
18,91, (p=0,089).
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Tabla 16. Resultados de los biomarcadores inmunofenotipicos para los grupos

FIR y controles en liquido folicular y analisis de significacion estadistica

Prueba de Mann-

48.75 [29.25; 70.10]

32.85 [15.03; 57.60]

Whitney
FIR CONTROLES (CONTROLES- FIR).
BIOMARCADOR Sig. Asintotica
N:13 N:12
(bilateral)
Linfocitos (%) 30,16 £ 10,06 26,83 £ 9,85 0,453
28.35[26.175; 36.13] 25.40 [17.85; 37.25]
Células NK totales (%) 9,26 + 6,06 6,72 +£ 3,08 0,424
8.20 [3.90; 15.75] 6.20 [4.20; 8.60]
Células NK citotoxicas 6,24 + 4,74 4,52 + 3,63 0,281
5.40 [2.85; 7.93] 3.30[1.60; 5.40]
Cél. NKcit TIGIT+ 56,32 £ 20,70 65,68 + 25,51 0,248
57.65 [36.80; 71.80] 73.20 [41.90; 86.00]
Cél.NKcit CD69+ 25,15+ 25,43 17,14+ 10,48 0,817
15.00 [8.75; 36.38] 18.45 [5.63; 23.33]
Cél. NKcit NKp30+ 13,70 + 23,18 55,14 + 38,12 0,003**
0.05 [0.00; 30.13]** | 71.80 [12.90; 89.20]**
Cél. NKcit Perforina+ 91,48 £ 9,60 93,72 £ 4,54 0,620
95.95 [84.30; 99.03] 92.50 [90.00; 99.50]
Células NKT 3,99 £ 2,95 4,90+ 2,90 0,410
3.00 [1.60; 6.35] 4.70[2.20; 7.10]
Cél. NKT TIGIT+ 52,60 £ 28,83 35,11+£20,91 0,119
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BIOMARCADOR FIR CONTROLES Prueba de Mann-
Whitney
N: 13 N:12
(CONTROLES- FIR).
Sig. Asintotica
(bilateral)
Cél. NKT CD69+ 89,45 +12,19 53,86 42,17 0,055*
94.30 [77.98; 100.00]* | 53.25[13.45; 98.48]*
Cél. NKT NKp30+ 20,05 + 39,03 9,19 + 23,08 0,242
0.00 [0.00; 29.95] 1.05[0.10; 7.18]
Cél. NKT Perforina+ 89,11 + 6,55 48,19 + 34,19 0,013**
89.15 [82.55; 95.48] 29.30 [15.30; 86.40]
Células NK reguladoras 7,39 £ 4,64 6,48 + 4,65 0,603
5.85 [3.78; 9.65] 5.45 [2.65; 8,88]
Cél. NKreg TIGIT+ 42,00 £+ 38,74 15,02 +10,27 0,248
33.30[7.75; 88.95] 10.85 [9.21; 20.00]
Cél. NKreg CD69+ 47,13 + 40,73 14,68 + 17,19 0,043*
50.00 [4.98; 92.60] * 7.30[2.23; 29.13] *
Cél. NKreg NKp30+ 25,88 + 44,77 64,29 * 31,56 0,052*
0.00 [0.00; 77.35]* 72.00 [42.08; 88.05]*
Cél. NKreg Perforina+ 89,18 + 12,46 45,66 +40,26 0,076
95.60 [76.80; 97.35] 22.80[15.10; 97.10]
Monocitos (%) 4,09 +2,84 6,59 + 4,24 0.116

3.80[1.75; 5.30]

5.50 [3.65; 9.95]
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Prueba de Mann-

Whitney

BIOMARCADOR FIR CONTROLES
(CONTROLES- FIR).
N:13 N: 12 Sig. Asintotica
(bilateral)
Monocitos con HLA-DR+ 67,05 + 24,40 52,49 + 24,25 0.117
74.80 [41.90; 87.10] 58.70 [23.45; 72.30]
Monocitos clasicos 54,99 + 17,42 57,64 +£22,93 0.593
56.80 [40.25; 70.40] 65.20 [32.35; 77.70]
Mo clasicos CX3CR1+ 78,83 +32,63 68,16 + 34,46 0.332
98.30 [58.60; 99.75] 74.60 [41.20; 98.30]
Mo clasicos CD69+ 47,99 + 26,33 39,28 + 32,33 0.350
47.10[29.30; 64.70] 25.90[12.10; 77.55]
Mo clasicos CCR2+ 63,83 + 29,87 60,29 + 24,53 0.616
79.50 [37.15; 89.55] 64.40 [47.35; 78.95]
Mo clasicoss CCR5+ 64,71 + 30,20 38,94 + 32,09 0.089
75.00 [43.90; 93.20] 30.10[14.15; 72.20]
Células mielodes 7,12 £4,78 7,95 = 5,07 0.738
6.00 [2.75; 11.85] 7.60 [4.05; 10.25]
Células supresoras 30,99 + 23,09 44,87 + 18,91 0.089
derivadas de mieloides
22.60 [13.00; 58.55] 44.10 [24.80; 62.80]
(MDSCs)
Células granulociticas 30,40 £ 19,90 38,90 £ 15,42 0.243

21.60 [17.25; 47.20]

39.30 [29.80; 45.30]
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Prueba de Mann-

mieloides derivadas de

monocitos (MDSCs-Mo)

9.40 [5.90; 19.30]

7.60 [3.40; 75.80 ]

Whitney
BIOMARCADOR FIR CONTROLES
(CONTROLES- FIR).
N:13 N:12 Sig. Asintotica
(bilateral)
Células supresoras 15,61 + 16,78 33,20 £39,08

Células T CD4+

58,57 + 11,87

63.10 [45.10; .. ]

52,56 £7,79

54.30 [44.65; 59.60]

27.00 [26.00; .. ]

Células CD4+Treg 6,30 £ 3,15 5,94 + 2,75
7.20[2.80; ..] 4.90 [3.60; 8.80]
Células T CD8+ 33,40+ 11,96 30,70 +3,83

31.20 [27.55; 33.60]

Células Treg_CD25"s"

6,20 ...

6.20 [6.20; 6.20]

Nota: se sefialan con un asterisco (*) los valores con resultados con p < 0,05 y con dos asteriscos (**) los

resultados con p< 0,01. Los resultados se expresan como mediatdesviacidon tipica; mediana (rango

intercuartilico). En el analisis comparativo se utiliza la Prueba de Mann-Whitney.

A continuacién se presentan las graficas box-plots de los biomarcadores

estadisticamente significativos entre FIR y controles en liquido folicular:
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Figura 15. Grafica box-plot para células citotéxicas NKp30 positivo en FIR y controles en

liquido folicular.

Figura 16. Grafica box-plot para células NKT que expresan CD69 en FIR y controles en

liquido folicular.
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Figura 17. Grafica box-plot para células NKT que expresan perforina en FIR y controles

en liquido folicular.
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Figura 18. Gréfica box-plot para células reguladoras que expresan CD69 en FIR y

controles en liquido folicular.
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Figura 19. Grafica box-plot para células reguladoras NKp30 positivo en FIR y controles en

liquido folicular.

En cuanto a los biomarcadores que presentaron tendencia estadistica se afiaden las

siguientes graficas

80.00 |

60.00

PERFORINA_reg (FF)

2000

HC RIF
Figura 20. Grafico box-plot para células NK reguladoras que expresan perforina en FIR y controles en

liquido folicular.
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Figura 21. Grafica box-plot para monocitos CCR5 positivo en FIR y controles en liquido folicular.

800

HC RIF

Figura 22. Grafica box-plot para células supresoras de mieloides en FIR y controles en liquido

folicular

6.2.5 RESULTADOS DE SIGNFICACION ESTADISTICA PARA FIR Y CONTROLES EN

SANGRE PERIFERICA.

A continuacion, se describen los resultados de las subpoblaciones linfocitarias y de
monocitos estudiadas en la sangre periférica, tanto de pacientes con antecedente

de FIR como en controles sanas. Como se observa en la Tabla 17, el anélisis
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comparativo de las subpoblaciones celulares entre pacientes con FIR y mujeres
controles fértiles en la sangre periférica demostrd diferencias significativas en

determinadas subpoblaciones.

Se observaron valores estadisticamente significativos y superiores en controles
respecto a pacientes FIR para las células NK citotdxicas que expresan TIGIT (Cél.
NKcit TIGIT+) con unos valores en controles de 78,30 + 12,79% y en FIR de 67,17 +
14,03%; (p= 0,043); del mismo modo que para las células NK citotéxicas que
expresan CD69 (Cél. NKcit CD69+) en las que se hallé un valor de 50,18 + 32,33% en
controles respecto pacientes FIR de 15,89 + 17,94; (p=0,006).

Por otra parte, se determinaron valores superiores en pacientes FIR respecto a
controles en el caso de las células NKT que expresan perforina (Cél. NKT Perforina
+) con unresultado en pacientes FIR de (38,49 + 21,99%) respecto a controles (16,10

+15,08%) para p=0,016.

Por ultimo, hacer referencia a dos biomarcadores que, aunque no llegaron a ser
estadisticamente significativos, presentaron tendencia estadistica. Fueron los
monocitos con unos valores moderadamente superiores en controles (7,27 £ 2,23)
respecto a pacientes FIR (5,65 + 1,50, siendo p=0,060) y las células supresoras de
mieloides derivadas de monocitos (MDSCs-Mo) que presentaron mayores
resultados en FIR con un valor de (7,32 + 2,57) que en controles de (5,63 + 1,95)

siendo p=0,065.
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Tabla 17. Resultados de los biomarcadores inmunofenotipicos para los grupos

FIR y controles en sangre periférica y analisis de significacion estadistica.

Prueba de Mann-

4,50 [1,73; 9,85]

3,75[2,58 ; 5,03]

FIR CONTROLES Whitney (CONTROLES-
BIOMARCADOR
FIR).
N: 13 N: 13
Sig.asintotica(bilateral)
Linfocitos (%) 23,69 + 4,58 23,45+ 7,53 0,931
23,95 [20,35; 27,78] 22,95 [17,80; 30,75]
Células NK totales 9,19+ 4,34 7,28 + 2,46 0,370
(%)
8,40 [5,98; 13,80] 7,55 [5,25; 9,40]
Células NK 8,65+4,18 6,55 + 2,42 0,268
citotdxicas
7,95 [5,65 ; 13,15] 6,90 [4,50; 8,50]
Cél. NKcit TIGIT+ 67,17 + 14,03 78,30 £12,79 0,043*
64,75 [55,45; 8,43]* 79,85 [70,03; 89,15]*
Cél.NKcit CD69+ 15,89 + 17,94 50,18 £ 32,33 0,006**
8,40 [3,58; 25,75]** 41,30 [25,33; 4,70]**
Cél. NKcit TIM3+ 7,15+ 13,59 22,73 £ 26,52 0,105
0,95 [0,30; 9,78] 15,05 [0,70; 43,05]
Cél. NKcit NKp30+ 67,42 £ 25,09 75,15 £ 20,50 0,488
76,40 [52,10; 90,53] 81,70 [76,85; 85,83]
Cél. NKT perforina+ 84,83 + 18,03 78,63 £ 16,70 0,191
89,40 [73,25; 97,35] 83,50 [63,13; 92,50]
Células NKT 6,80 £ 6,91 4,6 £ 3,96 0,665
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Prueba de Mann-

FIR CONTROLES Whitney (CONTROLES-
BIOMARCADOR FIR).
N:13 N:13
Sig.asintotica(bilateral)
Cél. NKT TIGIT+ 41,15 + 18,75 36,06 + 23,87 0,583
41,50 [27,30; 54,18] 38,50 [11,88; 59,38]
Cél. NKT CD69+ 21,23 +£32,42 26,08 £32,75 0,141
2,70 [0,93; 33,23] 6,30 [4,85; 46,15]
Cél. NKT TIM3+ 1,45+ 2,73 4,75 +7,59 0,148
0,55 [0,05; 1,65] 1,10 [0,33; 6,83]
Cél. NKT NKp30+ 3,12+ 4,37 3,46 +4,61 0,544
1,30 [0,33; 5,43] 0,90 [0.63; 4,55]
Cél. NKT Perforina+ 38,49 + 21,99 16,10 + 15,08 0,016**
32,30 [22,25; 58,80]** | 12,85 [4,73; 20,10]**
Células NK 2,19+1,15 2,19+1,25 0,840
reguladoras
2.05 [1.33; 2.90] 1.90 [1,08; 2,78]
Cél. NKreg TIGIT+ 14,73 +11,18 22,03+18,71 0,356
12,95 [5,48; 23,75] 12,80 [9,65; 31,00]
Cél. NKreg CD69+ 32,48 + 36,69 59,58 + 40,08 0,133
10,25 [4,05; 71,50] 72,50 [13,33; 98,30]
Cél. NKreg TIM3+ 4,18 +6,13 17,37 + 26,25 0,203
0,70 [0,00; 8,40] 7,00 [0,20; 25,78]
Cél. NKreg NKp30+ 85,36 + 11,49 86,37 +12,18 0,686

90,10 [76,43;94,23]

91,35 [82,38; 94,48]
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Prueba de Mann-

FIR CONTROLES Whitney (CONTROLES-
BIOMARCADOR
FIR).
N: 13 N: 13
Sig.asintotica(bilateral)
Cél. NKreg Perforina+ 9,57 £ 8,06 5,77 £5,53 0,32
8,30 [1,25; 16,50] 4,40 [1,40; 9,03]
Monocitos (%) 5,65 + 1,50 7,27 £2,23 0,060
5,75 [4,33; 6,50]* 6,95 [5,30; 9,08]*
Monocitos con HLA- 92,00 £ ... 77,15 £ 20,99 0,614
DR+
92,00 [92,00; 92,00] 79,05 [60,95; 96,90]
Monocitos clasicos 73,93 +7,82 76,33 +8,43 0,453
73,10 [68,00; 80,13] 75,45 [68,70; 84,33]
Mo clasicos 87,65 + 28,20 89,73+ 14,82 0,772
CD11b_ACT+
99,30 [88,78; 99,68] 99,10 [73,23; 99,88]
Mo clasicos CX3CR1+ 8,06 £ 10,28 7,83 +13,16 0,436
3,10 [1,63; 15,88] 2,55[0,38; 11,53]
Mo clasicos CD69+ 10,14 + 7,59 16,00 + 19,48 0,488
6,75 [5,25; 15,08] 9,95 [5,48; 18,03]
Mo clasicos CCR2+ 75,92 +17,15 75,45+ 20,91 0,729
82,25 [62,58; 87,48] 84,95 [63,00; 91,80]
Mo clasicoss CCR5+ 12,45+11,71 10,82 + 6,41 0,931
10,35 [4,35; 13,40] 9,30 [6,03; 13,60]
Monocitos 8,98 +3,72 6,68 + 4,87 0,088
intermedios

8,35 [5,70; 11,55]

6,85 [2,65; 8,45]
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Prueba de Mann-

Whitney (CONTROLES-

BIOMARCADOR FIR CONTROLES
FIR).
N: 13 N: 13
Sig.asintotica(bilateral)
Mo intermedios 90,22 + 27,24 94,53 + 8,81 0,930
CD11bACT+
99,60 [96,85; 99,88] 99,55 [87,23; 100,00]
Mo intermedios 27,53 18,30 25,92 £ 23,78 0,603
CX3CR1+
25,35 [10,03 ; 46,15] 21,60 [6,93; 39,53]
Mo intermedios 19,22 £ 16,25 32,50 + 26,07 0,141
CD69+
15,60 [7,55; 26,35] 22,70 [15,48; 42,73]
Mo intermedios 64,46 + 18,37 60,75 + 20,93 0,686
CCR2+
69,60 [54,30 ; 80,23] 66,25 [41,00; 78,20 ]
Mo intermedios 31,08 + 20,06 37,25+ 20,29 0,564
CCR5+
28,40 [10,65; 47,43] 35,00 [24,03; 41,93]
Monocitos No 6,38 + 2,60 5,98 + 3,18 0,326
clasicos
7,10 [4,00; 8,65] 5,50 [3,43; 7,00]
Mo no clasicos 51,35+ 21,66 48,67 £ 20,10 0,773
CD11bACT+
51,10 [44,45; 67,08] 52,10 [31,65; 65,55 ]
Mo no clasicos 57,30 £ 30,75 62,48 £ 30,24 0,644
CX3CR1+
62,35 [29,58; 88,85] 70,95 [36,38; 87,98]
Mo no clasicos 11,38 +5,74 18,22 + 20,58 0,977
CD69+
11,10 [6,73; 15,30] 9,35 [7,45; 21,20]
Mo no clasicos 4 .58 +4,15 5,85 +5,75 0,665

CCR2+

3,20 [1,25; 6,40]

4,70 [1,23; 8,68]
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Prueba de Mann-

Whitney (CONTROLES-

BIOMARCADOR FIR CONTROLES
FIR).
N: 13 N: 13
Sig.asintotica(bilateral)
Mo no clasicos CCR5+ 24,08 +17,60 17,43 + 14,58 0,453
21,60 [7,50; 42,00] 13,30 [5,85; 28,30]
Células mielodes 5,90+ 1,91 7,37 £2,77 0,248
5,70 [4,10; 7,93] 7,25 [5,05; 8,53]
Células supresoras 4,18 + 2,09 3,60 + 2,80 0,356
derivadas de
4,50 [2,13; 6,20] 2,50 [1,68; 5,28]
mieloides (MDSCs)
Células 64,31+ 7,01 60,80 + 13,54 0,598
granulociticas
65,00 [57,35; 70,05] 62,05 [56,48; 70,00]
Células supresoras 7,32 +2,57 5,63 +1,95 0,065
mieloides derivadas
7,85 [5,03; 9,20] 6,00 [3,80; 7,20]
de monocitos
(MDSCs-Mo)
Células T CD4+ 53,93 +£9,32 54,69 + 7,43 0,646
50,70 [46,00; 63,70] 53,60 [51,00; 59,00]
Células CD4+ Treg 6,29 + 1,97 6,39 +2,52 0,926
6,30 [4,40; 7,70] 6,30 [4,08; 8,75]
Células T CD8+ 30,64 + 8,62 31,36 +3,71 0,393
30,00 [24,90; 35,40] 32,60 [29,50; 33,20]
Células 5,06 + 1,81 5,80 + 3,03 0,870

Treg_CD25"ieh

5,20 [4,10; 5,90]

5,10 [3,00; 8,70]
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Nota: se sefialan con un asterisco (*) los valores con resultados con p < 0,05 y con dos asteriscos (**) los
resultados con p< 0,01. Los resultados se expresan como mediatdesviacion tipica; mediana (rango

intercuartilico). En el analisis comparativo se utiliza la Prueba de Mann-Whitney.

A continuacion, se representan los resultados descritos a través de graficas box-
plots para cada una de las variables analizadas. A continuaciéon se muestran los

resultados de los biomarcadores estadisticamente significativos en sangre

periférica:

TIGIT_eyt (SP)

HC RIF

Figura 23. Grafica box-plot para células NK citotdxicas TIGIT positivo en FIR y controles en sangre

periférica.

L]

-

Figura 24.Gréfica box-plot para NK citotéxicas que expresan CD69 en FIR y controles en sangre

CD69_cyt (SP)

HC

periférica.
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Figura 25. Grafica box-plot para células NKT que expresan perforina en pacientes FIR y controles en

sangre periférica.

A continuacion se representan los graficos box-plots correspondientes a los

resultados con tendencia estadistica en la comparativa entre pacientes FIR y

controles en sangre periférica.

&
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Figura 26. Grafica box-plot para Monocitos totales en FIR y controles en sangre periférica.
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MDSCs_MO (SP)
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Figura 27. Gréfica box-plot para células supresoras mieloides derivadas de monocitos FIR y controles

en sangre periférica.

RESUMEN DE RESULTADOS DE SIGNIFICACION ESTADISTICA COMPARATIVOS ENTRE
FIRY CONTROLES EN LOS TRES TEJIDOS ANALIZADOS

En cuanto al analisis de significacion estadistica se calcula con la prueba de Mann-
Whitney y debido al tamafo muestral sélo se puede aplicar entre pacientes FIR y
controles sanos. Se considerd significativo un p valor menor a 0,05 y muy significativo
una p menor 0,01. Si el valor de p se sitla entre 0,05 y 0,08 indica que presenta cierta

tendencia estadistica.

Resultados estadisticamente significativos:

En endometrio:

- Mas presencia de las células NK citotdxicas totales y de las células NKT que expresan
perforina en pacientes FIR respecto a controles sanos, mientras que para las células

NK reguladoras se observa mayor presencia en controles respecto a pacientes FIR.
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Los valores hallados para las células NK citotéxicas totales y células NK reguladoras
resultan estadisticamente significativos (p < 0,05) mientras que los obtenidos para

las células NKT que expresan perforina resultan muy significativos (p < 0,01).

En liquido folicular:

Las células citotdxicas NKp30 positivo y las células reguladoras NKp30 positivo

tienen mayor expresién en liquido folicular de controles que en pacientes FIR. Por
otro lado, las células NKT que expresan CD69, las células NKT que expresan
perforina y las células reguladoras NK que expresan CD69 presentan mayor

presencia en pacientes FIR respecto a controles.

En cuanto a la significacion estadistica, los resultados obtenidos para las células NKT
que expresan CD69, las células reguladoras que expresan CD69 y las células
reguladoras NKp30 positivo son estadisticamente significativos (p < 0,05), mientras
gue los obtenidos para células NKT que expresan perforina y las células citotdxicas

NKp30+ resultan muy significativos (p < 0,01).

En sangre periférica:

Los resultados obtenidos para células citotdxicas TIGIT positivo y células citotdxicas
gue expresan CD69 tienen una mayor expresion en la sangre de controles respecto
a FIR; mientras que las células NKT que expresan perforina tienen mayor presencia

en FIR que de controles.

Los resultados son estadisticamente significativos en el caso de las Células
citotoxicas TIGIT positivo con una p< 0,05, y estadisticamente muy significativos
para las células NKT que expresan perforina y para las células citotéxicas que

expresan CD69 con una p< 0,01.
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Tabla 18. Resumen de resultados con significacion estadistica en FIR y controles,
en endometrio, liquido folicular y sangre periférica.

TEJIDO BIOMARCADORES ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS
Aumento en FIR Aumento en controles
Endometrio
Cél. NKT Perforina +* Cél. NK reguladoras**

Cél. NK citotoxicas**

Cél. NKT CD69+* Cél. NK reguladoras NKp30 +*
Liquido

Cél. NKreg CD69+* Cél. Citotoxicas NKp30 +**
folicular

Cél. NKT perforina +**

Cél. NKT perforina +** Cél. NK citotoéxicas TIGIT +*
Sangre

Cél. NK citotoxicas CD69 +**

periférica

Nota: se sefialan con un asterisco (*) los valores con resultados con p < 0,05 y con dos asteriscos (**) los

resultados con p< 0,01.

Resultados con tendencia estadistica:

En endometrio no se hallaron biomarcadores con tendencia estadistica.

En liquido folicular.

Los resultados obtenidos para las células reguladoras que expresan perforina y los de
monocitos CCR5 positivos presentaron una mayor presencia en la sangre periférica de
las pacientes FIR respecto a los controles, mientras que los resultados indicaron una
mayor presencia de células supresoras derivadas de mieloides en el liquido folicular de

los controles respecto a las pacientes FIR.
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En sangre periférica:

Los valores obtenidos para los Monocitos totales indicaron una mayor expresion de los

mismos en controles respecto a las pacientes FIR, mientras que los resultados para las

células supresoras mieloides derivadas de monocitos revelaron mayores niveles en

sangre de pacientes FIR respecto a los controles.

Tabla 19. Resumen de resultados con tendencia estadistica en FIR y controles, en

liquido folicular y sangre periférica.

TEJIDO BIOMARCADORES CON TENDENCIA ESTADISTICA
Aumento en FIR Aumento en controles
Cél. reguladoras perforina + Cél. supresoras derivadas de
Liquido mieloides (MDSCs)
folicular
Monocitos CCR5 +
Cél. supresoras mieloides | Monocitos totales
Sangre derivadas de  monocitos
periférica (MDSCs_MO)
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6.3 Biomarcadores inmunofenotipicos: estudios de correlacion estadistica.

A continuacién, se detallan los datos del estudio de correlacion de las variables
significativas entre los dos grupos de participantes, FIR y controles, en cada uno de los

tejidos analizados.

Tabla 21. Resultados de correlaciones de Spearman en endometrio para controles.

CONTROLES
Perforina+ NKcit TIGIT+ NKcit
N: 10
-0,68
TIGIT+ NKcit
P< 0,05
0,77 -0,77
NKp30+ NKcit
P<0,05 P< 0,01
0,71
MDSCs_M
P<0,05

En el analisis de correlacién de Spearman realizado entre los biomarcadores
inmunoldgicos significativos en el endometrio de pacientes controles, se identificaron
asociaciones relevantes en un total de 10 casos analizados (Tabla 21). Los biomarcadores
evaluados incluyeron TIGIT+ NKcit, un marcador de regulacién inmunolégica en células
citotoxicas; NKp30+ NKcit, un receptor activador en células NK; Perforina+ NKcit, una
proteina clave en la citotoxicidad mediada por células NK; y MDSCs_M, células

supresoras derivadas de mieloides implicadas en la modulacién del sistema inmunitario.

Entre los resultados significativos, se observé una fuerte correlacidén negativa entre
TIGIT+ NKcit y NKp30+ NKcit (r =-0,77, P < 0,01), indicando que a medida que los niveles
de TIGIT+ NKcit aumentan, los de NKp30+ NKcit disminuyen de manera significativa.
Asimismo, se encontré una correlacion negativa moderada entre TIGIT+ NKcit y
Perforina+ NKcit (r = -0,68, P < 0,05), sugiriendo una asociacién entre estos dos

biomarcadores.

160



Por el contrario, se identificaron correlaciones positivas significativas. Entre NKp30+
NKcit y Perforina+ NKcit, la correlacion fue fuerte y positiva (r = 0,77, P < 0,05), lo que
implica que un incremento en NKp30+ NKcit se asocia con un aumento concomitante de
la subpoblacién Perforina+ NKcit. Del mismo modo, se observé una correlacidn positiva
moderada entre las subpoblaciones Perforina+ NKcit y MDSCs_M (r = 0,71, P < 0,05),
indicando que niveles elevados de perforina sobre las células NK citotdxicas se

relacionan con un aumento en las células supresoras derivadas de mieloides.

Dx: control
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TIGIT_cyt (ENDOMETRIO)

Figura 28. Gréfica de dispersién NKp30+ NKcit/ TIGIT+ NKcit para controles en endometrio.

Dx: control

Perforina_cyt (ENDOMETRIO)

0 20 0 &0 80 100
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Figura 29. Grafica de dispersién Perforina+ NKcit/ TIGIT+ NKcit para controles en endometrio.
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Dx: control
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Figura 30. Grafica de dispersion Perforina+ NKcit/ NKp30+ NKcit para controles en endometrio.

Dx: control
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Figura 31. Grafica de dispersion MDSCs M/ Perforina+ NKcit para controles en endometrio.

Tabla 22. Resultados correlaciones de Spearman en endometrio para casos FIR.

FIR
NKcit
N:13
-0,73
TIGIT+ NKcit
P<0,01
-0,59
CD69+ NKcit
P< 0,05
0,67
Perforina+ NKcit
P< 0,05
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El analisis de correlacion de Spearman en pacientes controles y pacientes con FIR (tabla
22) revela patrones consistentes y diferencias clave en las asociaciones entre
biomarcadores inmunolégicos en el endometrio. En ambos grupos se observa una fuerte
correlacién negativa entre la citotoxicidad (NKcit) y el marcador regulador TIGIT+ NKcit
(r=-0,77,P < 0,01 en controles; r=-0,73, P < 0,01 en FIR), indicando una relaciéon inversa
robusta en ambos contextos. Asimismo, la subpoblacién Perforina+ NKcit muestra
correlaciones positivas con marcadores citotéxicos en ambos grupos, aunque en el
grupo FIR la relaciéon con NKcit es moderada (r = 0,67, P < 0,05), mientras que en
controles incluye ademas correlaciones significativas con NKp30+ NKcit (r = 0,77, P <
0,05) y con MDSCs_M (r = 0,71, P < 0,05), destacando una mayor diversidad de
interacciones. En FIR, el marcador CD69+ NKcit, no significativo en controles, presenta
una correlaciéon negativa moderada con NKcit (r =-0,59, P < 0,05), sugiriendo un posible
mecanismo de regulaciéon especifico en estos pacientes. Estas diferencias podrian
reflejar variaciones en las dindmicas inmunoldgicas entre controles y pacientes con FIR,
con un perfil inmunolégico mas diversificado en los controles frente a una regulacion

mas especifica en FIR.

Dx: FIR

TIGIT_eyt (ENDOMETRIO)

NK_cyt (ENDOMETRIO)

Figura 32. Grafica de dispersion TIGIT+ NKcit/ NKcit para FIR en endometrio.
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Figura 33. Grafica de dispersion CD69+ NKcit/ NKcit para FIR en endometrio.
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Figura 34. Grafica de dispersion Perforina+ NKcit/ NKcit para FIR en endometrio.

Interpretacion general.

En endometrio, los resultados en los controles muestran unos biomarcadores
inmunolégicos mas equilibrados, con una respuesta inmunoldgica que tiende a la
regulacién mediada por TIGIT+ NKcit y MDSCs_M, mientras que en pacientes FIR, se
observa un aumento de los marcadores citotéxicos como NKcit y Perforina+ NKcit con
disminucion de CD69+ NKcit y TIGIT+ NKcit que son fundamentalmente reguladores.

Este desequilibrio podria estar contribuyendo al fallo de implantacién.
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Tabla 23. Resultados de correlaciones de Spearman en liquido folicular para controles.

CONTROLES
NKcit MDSC_MO
N: 12
-0,64 1,00
NKp30+ NKcit
P<0,05 P<0,01
-0,90
MDSCs_MO
P<0,05

En el analisis de correlacion de Spearman realizado entre los biomarcadores
inmunoldgicos significativos en el liquido folicular de pacientes controles, se
identificaron asociaciones relevantes en un total de 12 casos analizados (Tabla 23). Los
biomarcadores evaluados incluyeron células NK citotdxicas totales (NKcit), células con
funcion citotdxica; NKp30+ NKcit, un receptor activador en células NK, y MDSCs_MO,

células supresoras mieloides derivadas de monocitos implicados modulacion del

sistema inmunitario.

Entre los resultados significativos, se observé una moderada-alta correlacidon negativa
entre NKcit y NKp30+ NKcit (r = -0,64, P < 0,05), indicando que una elevacion en los
niveles de NKcit se asocian a una disminucién de los niveles de células NKcit que
sobreexpresan NKp30+. Asimismo, se encontrd una fuerte correlacién negativa entre
NKcit y MDSCs_MO (r = -0,90, P < 0,05), que se indica que el aumento de células NK
citotoxicas implica un detrimento en los niveles de células supresoras mieloides

derivadas de monocitos (MDSCs_MO).

Por el contrario, se identificé una fuerte correlacion significativa positiva entre NKp30+
NKcit y MDSC_MO (r = 1,00, P < 0,01), lo que implica que un incremento en NKp30+
NKcit se asocia con un aumento concomitante de las células supresoras mieloides

derivadas de monocitos (MDSCs_MO).
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Tabla 24. Resultados de correlaciones de Spearman en liquido folicular para casos- FIR.

FIR
NKcit MDSCs_M
N: 12
-0,73
TIGIT+ NKcit
P<0,01
-0,59 -0,64
CD69+ NKcit
P<0,05 P<0,05
0,83 0,83
Perforina+ NKcit
P<0,05 P<0,05
0,76
MDSCs_M
P<0,01

El andlisis de correlacion de Spearman en pacientes con FIR (tabla 22) revela las
siguientes asociaciones entre biomarcadores inmunoldgicos en el liquido folicular. Los
biomarcadores evaluados incluyeron NKcit (numero total de células NK citotdxicas)
TIGIT+ NKcit, un marcador de regulacidn inmunoldgica en células citotéxicas; CD69+
NKcit proteina que indica que la célula NK estd activa y lista para iniciar su actividad
efectora; Perforina+ NKcit, otra proteina clave en la citotoxicidad mediada por células
NK; y MDSCs_M, células supresoras derivadas de mieloides implicadas en la

modulacion..

Entre los resultados significativos, se observé una fuerte correlacidon negativa entre
TIGIT+ NKcit y NKcit (r = -0,73, P < 0,01), indicando que a medida que los niveles de
TIGIT+ NKcit aumentan, los de NK citotoxicas totales sufren un detrimento. Asimismo,
se encontrd una correlacién negativa moderada entre CD69+ NKcit y NKcit, y CD69+
NKcit y MDSCs_M (r = -0,59, P < 0,05, y r= -0,64, P< 0,05 respectivamente), de manera
que a medida que los niveles de CD69+ NKcit aumentan, los de NKcit y/o los de células

supresoras derivadas de mieloides (MDSCs_M) disminuyen.

Por el contrario, se identificaron tres correlaciones positivas significativas que se
detallan a continuacion: Perforina+ NKcit establece una fuerte asociacion positiva con

NKcit (r: 0,83 y p<0,05) y también con MDSCs_M (r= 0,83 y p<0,05), es decir, que niveles
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altos de perforina sobre las células NK citotéxicas se relacionan con un aumento de las
células NK citotdxicas totales y también con una elevacién de las células supresoras

derivadas de mieloides (MDSCs_M).

Por otro lado, las células supresoras derivadas de mieloides (MDSC_M) establecen una
fuerte correlacion positiva con las células NK citotdxicas totales (r= 0,076 y p< 0,01),
indicando una elevacidn en los niveles de MDSC_M implica un aumento concomitante

de células NK citotoxicas.

Dx: FIR

TIGIT _cyt (FF)

NK_cyt (FF)

Figura 35. Grafica de dispersion TIGIT+ NKcit/ NKcit para FIR en liquido folicular.

Dx: FIR

CDB9_cyt (FF)

NK_cyt (FF)

Figura 36. Grafica de dispersiéon CD69+ NKcit/ NKcit para FIR en liquido folicular.
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Dx: FIR
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Figura 37. Grafica de dispersién Perforina+ NKcit/ NKcit para FIR en liquido folicular.
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Figura 38. Gréfica de dispersiéon para MDSCs_M/ NKcit para FIR en liquido folicular.

Dx: FIR
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Figura 39. Grafica de dispersién para MDSCs M/ CD69+ NKcit para FIR en liquido folicular.
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Dx: FIR
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Figura 40. Grafica de dispersiéon para MDSCs M/ Perforina+ NKcit para FIR en liquido folicular.

Interpretacion general.

Los resultados en liquido folicular reflejan que en controles existe un equilibrio entre las
células NK activadas y las células reguladoras (MDSCs_MO), mientras que en FIR se
observa una actividad citotdxica mediada por NK citotdxicas totales y NK citotdxicas con
sobreexpresidn de perforina, con un aumento de expresion de elementos reguladores a
través de NK citotdxicas TIGIT positivo y de células supresoras mieloides derivadas de

monocitos (MDSCs_MO). Esta disregulacion puede favorecer el fallo de implantacion.
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Tabla 25. Resultados de correlaciones de Spearman en sangre periférica para
controles.

CONTROLES
TIM3+ NKcit | NKp30+ NKcit MDSC_MO
N: 12
0,70
NKcit
P<0,05
-0,62
TIGIT+ NKcit
p<0,05
0,65
CD69+ NKcit
P<0,05
0,65
MDSCs_M
P<0,05

En el analisis de correlacion de Spearman realizado entre los biomarcadores
inmunoldgicos significativos en la sangre periférica de controles se identificaron
asociaciones relevantes en un total de 12 casos analizados (Tabla 25). Los biomarcadores
evaluados incluyeron los ya descritos previamente NKcit, TIGIT+ NKcit, NKp30+ NKcit,
CD69+ NKcit, MDSCs_M, MDSCs_MO y TIM3+ NKcit que presenta funcién reguladora en

la activacion y funcionalidad de las células NK.

Entre los resultados significativos, se observd una correlacién negativa moderada entre
TIGIT+ NKcit y TIM3+ NKcit (r= -0,62, p <0,05), lo que indica que la elevaciéon de los
niveles de NK citotdxicas con sobreexpresiéon TIGIT se asocia a un detrimento de las
células NK con sobreexpresion de TIM3. Por el contrario, se identificaron varias
correlaciones positivas significativas que son las siguientes: una correlacion moderada-
baja entre CD69+ NKcit y TIM3+ NKcit (r=0,65, p< 0,05); entre MDSCs_M y NKp30+ NKcit
(r=0,65, p< 0,05), y por ultimo, una fuerte correlacion positiva entre NKcit y células
supresoras mieloides derivadas de monocitos (MDSCs_M) (r= 0,70, p< 0,05), lo que

indica que un nivel mas elevado de una variable se relaciona con un aumento de la otra.
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Dx: control

MDSCs_MO (SP)

E £ 0

NK_cyt (SP)

Figura 41. Grafica de dispersién para MDSCs MO/ NKcit para controles en sangre periférica.

Dx: control

TIM3_cyt (SP)

TIGIT_cyt (SP)

Figura 42. Grafica de dispersién para TIM3+ NKcit/ TIGIT+ NKcit para controles en sangre periférica.
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Dx: control

TIM3_cyt
.

Figura 43. Grafica de dispersién para TIM3+ NKcit/ CD69+ NKcit para controles en sangre periférica.

Dx: control
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Figura 44. Grafica de dispersiéon para MDSCs_M/ NKp30+ NKcit para controles en sangre periférica.

Tabla 26. Resultados de correlaciones de Spearman en sangre periférica para casos-
FIR.

FIR
TIM3 + NKcit
N:12
0,67
CD69+ NKcit
P<0,05
-0,68
Perforina+ NKcit
P<0,05
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En el analisis de correlacion de Spearman realizado entre los biomarcadores
inmunoldgicos significativos en sangre periférica de pacientes FIR, se identificaron
asociaciones relevantes en un total de 12 casos analizados (Tabla 26). Los biomarcadores
evaluados incluyeron CD69+ NKcit, Perforina+ NKcit y TIM3 + NKcit, cuyas funciones ya

han sido descritas en los apartados previos.

Entre los resultados significativos se observa, en primer lugar, una asociacidon negativa
moderada-alta entre NKcit que sobreexpresa perforina con TIM3+ NKcit (r= -0,68, p<
0,05) lo que indica que a medida que se elevan los niveles de células NK citotdxicas con
sobrexpresion de perforina se produce un detrimento de los niveles de células NK

citotdxicas con sobreexpresién de TIM3.

Por el contrario se observa una correlacién moderada-alta positiva entre CD69+ NKcit y
TIM3+ NKcit (r = 0,67, P < 0,05), lo que indica que ante una elevacidn en los niveles de
células NK citotdxicas que sobreexpresan CD69 se produce un consecuente aumento de

células NK citotdxicas que expresan TIM3.

Dx: FIR

-9

]

TIM3_cyt (SP)

] 10 2 x 0 s0 0

CD69_cyt (SP)

Figura 45. Gréfica de dispersion para TIM3+ NKcit/ CD69+ NKcit para FIR en sangre periférica.
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Dx: FIR
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Figura 46. Grafica de dispersién para Perforina+ NKcit/ TIM3+ NKcit para FIR en sangre periférica.

Interpretacion general:

En el andlisis de sangre periférica, los resultados en controles indican que los
biomarcadores inmunolégicos muestran un equilibrio entre activacion y regulacién
como se ve en entre las células NK citotéxicas y las MDSCs_M; entre los biomarcadores
de regulacion, TIGIT y TIM3; asi como las relaciones entre CD69+ NKcit (activacion) y

TIM3+ NKcit (regulacion); y NKp30+ NKcit (activacidon) y MDSCs_M (supresion).

En pacientes con FIR, los resultados indican un desequilibrio entre los mecanismos de
activacion y regulacién inmunoldgica. De la correlacion positiva entre CD69 y TIM3 se
interpreta que cuando se produce una activacion de células citotoxicas (CD69+) se asocia
un incremento de regulaciéon (TIM3+) para compensar; mientras que de la correlacién
negativa entre TIM3+ NKcit y Perforina+ NKcit se infiere que el sistema de regulacién

mediado por TIM3 intenta inhibir la actividad citotéxica mediada por perforina.
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RESUMEN RESULTADOS CORRELACION.

Tabla 27. Resumen de resultados de correlacion en endometrio, liquido folicular y

sangre periférica en pacientes FIR y controles.

ASOCIACION POSITIVA

ASOCIACION NEGATIVA

MODERADA- MODERADA- _
FUERTE FUERTE AUGIDIEAEYS
ALTA ALTA
(08-1) (0,8-1) BAJA
(0,6-0,8) (0,6-0,8) (0,4-0,6)
NKp30+ NKcit/ NKp30+
Perforina+ NKcit/ TIGIT+
NKcit NKcit
CONTROLES
MDSCs_M/ Perforina+
ENDOMETRIO Perforina+ NKcit /TIGIT+
NKcit NKcit
Perforina+ TIGIT+ NKcit/ | CD69+ NKcit/
FIR NKcit/ NKcit NKcit NKcit
NKp30+ MDSCs_MO/ | NKp30+
CONTROLES | NKcit/ NKcit NKcit/ NKcit
MDSC_MO
Perforina+ MDSCs_M/ TIGIT+ CD69+
LIQUIDO : , ,
NKcit/ NKcit | NKcit NKcit/ NKcit | NKcit/ NKcit
FOLICULAR
FIR Perforina+ CD69+
NKcit/ NKcit/
MDSCs_M MDSCs_M
NKcit/ TIGIT+ NKcit/
MDSC_MO TIM3+ NKcit
CD69+ NKcit
CONTROLES
TIM3+ NKcit
SANGRE
) MDSCs_M/
PERIFERICA
NKp30+ NKcit
CD69+ NKcit/ Perforina+
FIR TIM3 + NKcit NKcit/ TIM3 +
NKcit
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Los datos recogidos en la tabla 27 que resumen todos los resultados del analisis de
correlacién en los tres tejidos analizados, en los dos grupos de pacientes, se describen a

continuacion:
En el endometrio se objetivaron las siguientes asociaciones significativas:

- En controles hay una asociacidn positiva moderada-alta para las células
NKp30+ NKcit y las células Nkcit con sobreexpresién de Perforina; y para
las células MDSCs_M y las NKcit con sobreexpresiéon de Perforina.
Mientras que la asociacién es negativa y moderada-alta para las células
NK citotéxicas NKp30+ y las células NK citotdxicas TIGIT+, y las células

NKcit con sobrexpresion de perforina y las NK citotdxicas TIGIT+.

- Para pacientes FIR se objetivd una asociacién positiva y moderada-alta
para las células NK citotdxicas con sobreexpresion de Perforina y las NK
citotoxicas totales, mientras que se observa una asociacion negativa
moderada alta para las células NKcit TIGIT+ y las NK citotdxicas totales; y
negativa y moderada- baja para las células NK citotdxicas con CD69+y las

NK citotdxicas totales.

En liquido folicular se determinaron las siguientes asociaciones significativas:

- En controles, una asociacién positiva y fuerte para las células citotdxicas
NKp30+ y las células MDSC_MO; y una asociacién negativa y fuerte para
las células MDSCs_MO vy las NK citotdxicas totales. También se observé
una asociacién negativa pero moderada alta para las células NKcit

NKp30+ vy las NK citotéxicas totales.

- En pacientes FIR se observd una asociacién positiva y fuerte para las
células NK con sobreexpresién de perforina y las células MDSCs_M; asi
como para las NKcit con sobreexpresion de Perforina y las NK citotdxicas

totales. La correlacion encontrada fue moderada-alta para las células
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MDSCs_M vy las NK citotdxicas totales. Por otro lado se observé una
relacidon negativa moderada-alta para las NK citotdxicas TIGIT+ y las NK
citotoxicas totales; y para las NK CD69+ y las células MDSCs_M.
Finalmente se determind una relaciéon negativa moderada-baja para las

células NK citotdxicas CD69+ vy las NK citotdxicas totales.

En sangre periférica se hallaron las siguientes asociaciones significativas:

- Encontroles una correlacién positiva y moderada-alta para las células NK
citotoxicas totales y las MDSC_MO; para las células NK citotdxicas que
sobreexpresan CD69 y las células NK citotdxicas TIM3+; y para las
MDSCs_M vy las células citotdoxicas NKp30+. Por otro lado, se determind
una correlacién negativa y moderada-alta para las células NK citotdxicas

TIGIT+y las células NK citotdxicas TIM3+.

- En pacientes FIR se determind una correlacién positiva moderada-alta
para las células NK CD69+ vy las células NK citotéxicas TIM3+; asi como
una asociacién negativa moderada-alta para las células NK citotdxicas

con sobreexpresién de perforina y las NK citotdxicas TIM3+.

Interpretacion general.

Los controles muestran un equilibrio entre activacidén y regulacién inmunoldgica en los
tres tejidos estudiados. En pacientes FIR, se identificd un perfil de activacion aumentado
y una regulacion insuficiente, especialmente en endometrio y liquido folicular. Este
desequilibrio en los mecanismos inmunoldgicos podria contribuir al fallo de

implantacion.
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7. DISCUSION.

El FRR afecta entre el 1 % y el 5 % de las mujeres en edad reproductiva(1), segun su
definicion mas estricta, aunque puede alcanzar hasta un 10% dependiendo de los
criterios diagndsticos(3). Este término incluye dos procesos con alteracién a nivel de
la interfaz materno-fetal: los abortos recurrentes (AR) y el fallo de implantacidn
recurrente (FIR) en el contexto de los tratamientos de FIV.

Este trabajo versa sobre la identificacion de biomarcadores de las posibles causas o
patofisiologia inflamatorias de ambos, para lo cual se ha realizado un andlisis extenso
de inmunofenotipo de subpoblaciones de células NK, monocitos y macréfagos en
paralelo sobre muestras de endometrio, liquido folicular y sangre periférica de
pacientes con FIR y controles sanos (mujeres fértiles). Por motivos de disefio del
estudio, el andlisis estadistico de significacion y correlacién se ha desarrollado
Unicamente en pacientes con FIR y mujeres con fertilidad probada (controles sanos)
dado que en ultima instancia el tamano muestral en la rama de AR no fue suficiente
para aplicar estudios con una adecuada potencia estadistica.

Los datos obtenidos son congruentes en varias areas clave y refuerzan la idea de que
el sistema inmunitario desempefia un papel central en el FIR. Los resultados sugieren
diferencias inmunoldgicas significativas entre mujeres fértiles y pacientes con FIR en
tres tejidos clave: endometrio, liquido folicular y sangre periférica. Estas diferencias
abarcan subpoblaciones de células NK y NKT, incluyendo variaciones en marcadores
de activacion (CD69) y citotoxicidad (perforina).

A continuacidn se discuten los hallazgos mas relevantes que hemos obtenido, en el
contexto delo descrito en la literatura médica. Para favorecer su comprensiéon debido
a la gran cantidad de subpoblaciones estudiadas, se ha organizado la discusion por
tejido de origen (endometrio, liquido folicular y sangre periférica), y por grupo de

estudio (FIR y controles sanos).
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7.1 En endometrio:

A- Niveles mas elevados de células NK citotdxicas totales v de células NKT

que expresan perforina en pacientes con FIR.

Las células NK citotéxicas y las células NKT son linfocitos de la inmunidad innata, y de
la inmunidad innata y adaptativa, respectivamente. Su funcién es la eliminacién de
otras dianas celulares (células infectadas, tumorales, etc.) a través de la secrecion de
diversas citocinas, y de enzimas contenidas en sus granulos, como perforina o
granzima. En el contexto del FIR, una desregulacién de la actividad de las NK
citotéxicas o de las células NKT puede favorecer un microambiente hostil que afecte

a la tolerancia materno- embrionaria-fetal.

En nuestro estudio se observa una expresion significativamente mayor de células NK
citotdxicas totales y de células NKT con expresion de que expresan perforina en el
endometrio de pacientes con FIR, resultados compatibles con lo publicado en Ia
literatura cientifica. Segln un estudio reciente de Cuadrado-Torroglosa et al., 2023,
se encontré que un mayor porcentaje de células NK con perfil citotéxico en el
endometrio de pacientes con AR, si bien los autores, al no observarse una relaciéon
significativa entre ese aumento celular y los genotipados KIR, consideraron que dicho

hallazgo no pueda ser considerado como la Unica causa inmunoldgica de los AR(122).

Un trabajo reciente de Braun et al., publicado en 2023 encontrd que las pacientes
con AR mostraban un aumento significativo de la proporcion de células NKT en el
endometrio, en una relacién casi el doble respecto a las pacientes fértiles, lo que
podria asociarse a un intento de modulacién inmunoldgica en respuesta a las

alteraciones locales de las pacientes con AR(123).

Otro trabajo de Fan et al (2023) para endometrio en el que se hace la secuenciacidn
transcriptomica y el analisis inmunohistoquimico de las células inmunes
endometriales mads relevantes: NK, macrdfagos, células T y células B, revela una
proporcion de células NK uterinas CD56+, células NKT CD57+, macréfagos CD68+ y

células B significativamente elevadas en pacientes con FIR(124).
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En conclusiodn, los estudios revelan que los niveles elevados de células NK citotdxicas
y células NKT con expresion de que expresan perforina estan asociadas con FIR. Se

requiere ampliar esta investigacién para considerarlos marcadores fiables.

B- Niveles mas elevados de células NK reguladoras en el endometrio de

mujeres fértiles.

Las células NK reguladoras (NKreg) son una subpoblacién de linfocitos NK que
desempeiian un papel inmunomodulador, principalmente mediante la secrecién de
citocinas antiinflamatorias, como IL-10 y TGF-B. Estas células ayudan a mantener la
tolerancia inmunoldgica materno-fetal y equilibran la respuesta inmunolégica para

favorecer la implantacion y el desarrollo embrionario.

Nuestros resultados muestran un porcentaje significativamente mayor de NKreg en
el grupo control de mujeres fértiles respecto a las pacientes con FIR. El estudio
publicado recientemente por Von Woon refiere que niveles elevados de NK uterinas
(uNK) se pueden asociar con fallo reproductivo, tanto abortos recurrentes como
fallos de implantacion, sin referirse especificamente a NK reguladoras, pero a dia de
hoy todavia no existe un grado de evidencia biomarcador de fallo reproductivo de
causa inflamatoria(83). Si que existen investigaciones sobre los linfocitos T
reguladoras (Treg) en el endometrio preimplantacional de pacientes con FIR, pero
con resultados escasos y controvertidos hasta la fecha. Hay estudios con conclusiones
discordantes que informan tanto un aumento como de una disminucidon de las
cantidades de células Treg, respectivamente, en mujeres que sufren infertilidad, las
cuales a priori tienen un papel fundamental en el establecimiento del embarazo y sus
alteraciones pueden derivar en infertilidad, por lo que se necesita mas investigaciéon

al respecto(125).

En resumen, se puede decir que las mujeres fértiles tienden a tener niveles mas altos
de células NK reguladoras en el endometrio en comparacion con las pacientes con

FIR, pero se debe seguir investigando.
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7.2 En liquido folicular:
La investigacién en liquido folicular es innovadora, ya que existen pocos estudios
previos. El liquido folicular parece reflejar desequilibrios inmunitarios que pueden
interferir con la maduracién ovocitaria y, potencialmente, con el éxito de la

implantacion.

A- Las células NKT que expresan CD69, las células NKT que expresan gque

expresan perforina y las células NK reguladoras que expresan CD69

presentaron niveles mas altos en pacientes FIR.

Células NKT que expresan CD69 y Células NKT que expresan perforina.

Las células NKT son una subpoblacién hibrida con caracteristicas de células Ty NK, y
desempeiian un papel crucial en la regulaciéon inmunoldgica local ya que contribuyen
a la tolerancia inmunoldgica en la interfaz materno-fetal mediante la secrecion de

citocinas y la regulacién de otras células inmunes, como las Treg.

En nuestro estudio se observé una presencia significativamente mayor de células NKT
con expresion de CD69 en el liquido folicular de pacientes FIR, lo que pudiera estar
relacionado con la disfunciéon inmunolégica observada en estas pacientes. CD69 es
un marcador de activacidon temprana que se expresa en la superficie de diversas
células inmunitarias, incluidas las células NKT, poco después de su activacién. En el
contexto del liquido folicular de pacientes con fallo reproductivo (FIR), la expresion
de CD69 en células NKT adquiere especial relevancia debido a su papel en la
modulacion de la respuesta inmunitaria local. Este receptor ha sido asociado con la
actividad citotéxica de las células NKT, actuando como un estimulo que potencia su
capacidad para eliminar células anormales(126), un proceso crucial en el
microambiente folicular. Ademas, la expresion de CD69 estd vinculada a la
produccién de citoquinas proinflamatorias como IFN-y y TNF-a, las cuales son
esenciales para orquestar la respuesta inmune y potenciar las funciones citotdxicas

de estas células(127). Asimismo, CD69 influye en la supervivencia, proliferacion y
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activacion sostenida de las células NKT, aspectos criticos para mantener una
respuesta inmunitaria eficaz en un entorno que requiere un equilibrio inmunoldégico
delicado como el liquido folicular. Por ultimo, CD69 contribuye a la retencién de
células NKT en los tejidos, promoviendo la regulacién local y la homeostasis(128). Las
células NK utilizan perforina, una proteina formadora de poros, como un mecanismo
clave para mediar su citotoxicidad. Tras su activacidn, liberan perforina desde
granulos citoplasmaticos hacia la sinapsis inmunolégica que se forma con la célula
diana, donde esta proteina se oligomeriza para formar poros transmembrana en la
membrana de la célula objetivo. Estos poros permiten la entrada de granzimas, serina
proteasas que inducen apoptosis en la célula diana. Este mecanismo de citotoxicidad
es fundamental en la vigilancia inmunolégica, controlando la metdstasis tumoral y las
infecciones virales(129). Sin embargo, en el contexto del FIR, el papel de la perforina
y de las células NK puede adquirir una dimensidn patoldgica. En pacientes con FIR,
una actividad excesiva o desregulada de las células NK mediada por perforina podria
comprometer el equilibrio inmunolégico necesario para un entorno folicular
saludable o la tolerancia inmunoldgica materna al embridn. Se ha observado que la
presencia de células NK citotdxicas (CD56+CD16+) en el liquido folicular puede estar
asociada con efectos potencialmente perjudiciales sobre la maduracion del foliculo,
ya que su numero tiende a disminuir a medida que el foliculo madura. Este hallazgo
sugiere que un equilibrio adecuado entre las células NK citotdxicas y aquellas con
funciones proangiogénicas es fundamental para un desarrollo folicular 6ptimo.
Alteraciones en este equilibrio podrian contribuir a la disfuncién folicular en
pacientes con FIR, resaltando la importancia de una regulacién precisa de las
subpoblaciones de células NK en el microambiente folicular para asegurar una
maduracion folicular adecuada vy, potencialmente, mejorar los resultados
reproductivos(130). Este desequilibrio podria contribuir al deterioro de la calidad del
microambiente folicular o al fracaso en la implantaciéon embrionaria, lo que destaca
la importancia de comprender y modular estas respuestas para mejorar los

resultados reproductivos.
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La informacidn especifica en literatura médica sobre la presencia de células NKT que
expresan CD69 o las células NKT que expresan perforina en el liquido folicular de
pacientes con FIR es limitada, ya que los estudios se han centrado mas en la

evaluacion de estas células en endometrio o en sangre periférica.

En un trabajo antiguo de Krizan et al (2009) se observé que la poblacién de células
NKT en el liquido folicular de mujeres con tratamiento fallido de FIV, aumento
significativamente en comparacion con aquellas con FIV exitosa(131), por lo que se
trata de un resultado comparable al que nosotros hemos obtenido en nuestra

investigacion.

Aunque no se analizé el liquido folicular, resulta interesante mencionar un trabajo
reciente publicado por Fan et al. (2023) sobre células NKT en endometrio en el que
se concluye que la hiperactivacion de las mismas a dicho nivel puede asociarse a una
menor tolerancia endometrial y a mas fallo de implantacién recurrente, y la
consecuente disminucidon de embarazo exitoso(124). Parece sencillo pensar que es
pueda extrapolar esta evidencia al ovario y al liquido folicular, aunque se necesitan

mas estudios de investigacion para confirmarlo.

Células NK reguladoras que expresan gue expresan CD69.

Las células NKreg desempeiian multiples funciones inmunolégicas aunque de nuestro
especial interés es su actividad en la modulacién de la respuesta inmunitaria
adaptativa inhibiendo una posible activacién excesiva de las células T y de otras
células inmunes a través de la secrecién de citoquinas antiinflamatorias como IL-10 y
TGF-B. Ademads, promueven la tolerancia materno-fetal al suprimir respuestas
inmunitarias citotdxicas contra el embrién, favoreciendo un microambiente uterino

no hostil para la su implantacién embrionaria y desarrollo temprano.

En nuestro trabajo se ha observado una expresidn significativamente mayor de
células NK reguladoras que expresan CD69 en liquido folicular de pacientes FIR

respecto a mujeres fértiles, lo que pudiera estar en relacion con un intento de

184



regulacion de la situacion prepatoldgica por el sistema inmunitario. Las células NK
CD69+ pueden contribuir a la regulacién inmunitaria mediante la produccién de
citoquinas y su interaccién con otras células inmunitarias. En particular, las células
NKreg CD69+ son capaces de producir IFN-y tras su activacion, modulando el
microambiente inmunoldgico local. Ademas, la expresion de CD69 en células NK estd
implicada en la regulacién de su actividad citotdxica y en la modulaciéon de sus
interacciones con otras células inmunitarias, como linfocitos T y células

dendriticas(132).

En el contexto del liquido folicular, las células NKreg CD69+ podrian desempefiar un
papel importante en el apoyo al desarrollo folicular y la ovulacidn. La presencia de
estas células en el liquido folicular sugiere que contribuyen al entorno inmunitario
local necesario para una foliculogénesis exitosa y la maduracién del ovocito. En
pacientes sometidas a FIV, la acumulacion de células NK CD56P18"*CD16°, conocidas
por sus funciones regulatorias, en el liquido folicular refuerza la hipdtesis de que las
células NK, incluidas las subpoblaciones CD69+, estan involucradas en la regulaciéon
de la funcién ovdérica(133). Este papel regulador podria ser clave para mantener un
equilibrio inmunolégico que favorezca la maduracion folicular y el éxito reproductivo.
un incremento desregulado de su nimero o actividad podria generar un desequilibrio

en el entorno inmunoldgico necesario para el desarrollo folicular éptimo.

En este contexto, un aumento excesivo de células NK CD69* podria promover un
estado inflamatorio que interfiera con la maduracion del foliculo o con la calidad del
ovocito, especialmente si estas células favorecen una respuesta proinflamatoria
desmedida. Por otro lado, un aumento selectivo de subpoblaciones regulatorias,
como las células NK CD56P"8"'CD16°CD69+, podria indicar un intento del sistema
inmunitario de contrarrestar el desequilibrio inmunoldgico caracteristico en
pacientes con FIR. Por tanto, el valor del aumento de estas células dependerd de su
funcionalidad especifica y de cédmo interactian con otras células y factores en el
microambiente folicular. Estudios adicionales podrian arrojar luz sobre si su

modulacion terapéutica podria mejorar los resultados reproductivos en pacientes
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con FIR, favoreciendo un entorno inmunolégico mds propicio para la maduracion

ovocitaria y la implantacién embrionaria.

La revision de la literatura médica especifica sobre las NK reguladoras en el liquido
folicular es limitada, ya que la mayoria de los trabajos han centrado en su estudio en
endometrio y sangre periférica, y aunque se trata de un area en investigacion, hay
indicios de que las células NK reguladoras también podrian desempefar un papel en

el entorno folicular.

En el trabajo anteriormente mencionado de Krizan et al (2009) sobre las células NKT
en liquido folicular de pacientes con fallo de FIV, se hace referencia a las células NK
reguladoras, las cuales se encuentran significativamente disminuidas en pacientes
que no lograron el embarazo después del tratamiento de FIV en comparacién con las

mujeres que quedaron embarazadas después de la FIV(131).

De la misma manera, el trabajo publicado por Donskoi et al (2014) se centra en el
papel de las NK reguladoras con expresidon en su superficie de CD69 en sangre
periférica como predictor del éxito de la implantacion en procedimientos de FIV . Los
resultados muestran que niveles normales de NK CD69+ estan asociados con una
mayor probabilidad de implantacién exitosa, mientras que niveles elevados o
reducidos de CD69 se correlacionan con fallos de implantacidn, si bien en ningin caso

desde la perspectiva del liquido folicular(134).

B- Lascélulas NK citotdxicas NKp30 positivas y las células NK reguladoras NKp30

positivo presentan niveles superiores en mujeres fértiles respecto a mujeres

con FIR.

Células NK citotdxicas NKp30 positivas.

Como se explica previamente, las células NK citotdxicas son linfocitos de la inmunidad

innata cuya funcién es eliminar células alteradas (infectadas, tumorales, etc.).
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En nuestro trabajo destaca una presencia mayor de células NK citotoxicas NKp30
positivo en liquido folicular de mujeres fértiles respecto a pacientes con FIR de una
manera estadisticamente muy significativa (p < 0,003), dato no esperado a priori al
tratarse de un marcador de citotoxicidad en pacientes con fertilidad probada en las
cuales se esperarian niveles mas bajos. Las células NK citotéxicas, incluidas aquellas
que expresan NKp30, se consideran relevantes en el desarrollo y maduracion folicular
debido a su potencial impacto en el microambiente inmunoldgico local. Estudios han
demostrado que la poblacidn de células NK citotéxicas (CD56+CD16+) disminuye a
medida que el foliculo ovarico madura, lo que sugiere que su presencia podria ser
perjudicial para este proceso. Este descenso en las células NK citotdxicas se
acompafia de un aumento en las células NK "proangiogénicas" (CD56+CD16-), las
cuales estan implicadas en la angiogénesis folicular y en el mantenimiento de la salud

folicular general.

La funcidn de las células NK citotéxicas NKp30+ en el liquido folicular probablemente
estd relacionada con su actividad citotdxica, que puede influir en el equilibrio
inmunolégico del entorno local y, en consecuencia, afectar la maduracion del foliculo
ovarico. En pacientes con FIR, un desequilibrio en la proporcion de estas
subpoblaciones de células NK podria contribuir a un microambiente inmunolégico
desfavorable, comprometiendo tanto el desarrollo folicular como la calidad del
ovocito. Estos hallazgos subrayan la importancia de comprender cémo las diferentes
subpoblaciones de células NK interactian en el liquido folicular para determinar

estrategias que favorezcan la regulacién inmunitaria y la salud reproductiva.

En la literatura médica no hay evidencia alguna que aluda a un aumento en la
expresion de las células NK citotdxicas NKp30 en el liquido folicular de pacientes
fértiles en comparacién con pacientes con FRR. Por el contrario, si hay varios trabajos
relacionados con niveles elevados de células NK citotéxicas NKp30 positivos en
sangre periférica de pacientes con FIR. Destaca el trabajo de nuestro propio grupo
publicado por Comins-Boo et al., (2021) donde se reflejé que la expresidon de células
NK citotéxicas NKp30 es estadisticamente significativa mayor en la sangre de mujeres

con FIR en comparacidn con controles sanos, y podria utilizarse como un biomarcador
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de FIR, si bien no aborda el tema desde la perspectiva del liquido folicular. De hecho,
este estudio también sugiere que la combinacion de dos biomarcadores, las células
NK citotoxicas NKp30 y las células citotdéxicas TIGIT positivo, como algoritmo

diagndstico util para identificar el subgrupo de pacientes con FIR(135).

Células NK reguladoras NKp30 positivo.

Las células NK reguladoras (NKreg) son una subpoblacién de linfocitos NK que
desempeiian un papel inmunomodulador, fundamentalmente a través de la

secreciodn de citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-B.

En nuestro estudio se ha determinado un aumento estadisticamente significativo de
las células NK reguladoras NKp30 positivo en el liquido folicular de mujeres fértiles

frente a pacientes con fallo de implantacion recurrente.

Se ha encontrado informacién especifica muy escasa sobre la presencia o aumento
de células NK reguladoras NKp30 positivas en el liquido folicular de mujeres con
fertilidad probada, ni tampoco en el de mujeres con AR o FIR. En el contexto del
liquido folicular, las células NK reg, incluidas las NKp30+, desempeiian un papel
crucial en la creaciéon de un entorno inmunotolerante que favorece el desarrollo
folicular y la maduracion del ovocito. Estas células logran este efecto mediante la
secrecidn de citoquinas inmunorreguladoras, como IL-10 e IL-21, las cuales ayudan a
atenuar respuestas inmunitarias excesivas y promueven un microambiente propicio

para la implantacion del embrién y el mantenimiento del embarazo(131).

Ademas, la presencia y distribucion de estas células NKreg en el liquido folicular se ha
asociado con los resultados de la FIV. Estudios han demostrado que las mujeres que
no logran el embarazo tras un tratamiento de FIV tienden a presentar una menor
poblacién de células NK inmunorreguladoras en el liquido folicular en comparacién
con aquellas que consiguen el embarazo. Esto sugiere que las funciones regulatorias
de las células NKp30+ son fundamentales para el éxito reproductivo, ya que

contribuyen a equilibrar las respuestas inmunitarias locales y a establecer un entorno
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favorable para el desarrollo embrionario y la implantacién. En el contexto de
pacientes con FIR, este hallazgo destaca la importancia de optimizar la actividad de

las células NKreg como posible estrategia para mejorar los resultados reproductivos.

De nuevo, en el trabajo de nuestro propio grupo de Comins-Boo et al. (2021) se
investigaron los biomarcadores funcionales de células NK en pacientes con AR y
FIR(135). En este trabajo se ha observado una expresion elevada de NKp30 en células
NK citotdxicas en sangre de mujeres con RIF, lo que sugiere un posible papel en la
patogénesis del fallo de implantacién. Esta sobreexpresién podria reflejar una
activacion desregulada de las células NK citotdxicas, contribuyendo a un entorno
inflamatorio que no es compatible con la implantacion embrionaria exitosa. Sin
embargo, no se abordd especificamente la presencia de células NK reguladoras

NKp30 positivas en el liquido folicular o endometrio.

En el articulo publicado por Miko et al. (2010) se investigd la relacién de las células
NK y NKT-like en el fallo de implantacion en pacientes bajo tratamiento de FIV, pero
no desde las perspectiva del liquido folicular si no de la sangre y del endometrio, y sin

hacer referencia a pacientes con fértiles o con FIR(136).
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3.3. En sangre periférica:

A- Células NKT que expresan perforina tienen mayor expresion en FIR frente a

mujeres fértiles.

Las células NKT se caracterizan por presentar funciones propias de células NK y de
células T. La perforina es una proteina citotéxica efectora directa de la destruccion
celular. Se almacena en los granulos de células NK y de los linfocitos T citotdxicos. Su
funciéon es hacer poros en la membrana de las células diana para facilitar la entrada

de otras moléculas, como granzimas, e inducir la apoptosis.

En nuestro estudio se determina un valor superior en las células NKT que expresan
perforina en sangre de pacientes con FIR respecto a controles sanos, lo cual parece

ser congruente con lo descrito en la literatura médica.

Asi, el estudio de Miko et al. (2010), comentado previamente, refiere cambios hacia
Th1, es decir, accién proinflamatoria, en las células NK y NKT de mujeres con FIR,
incluyendo las células que sobreexpresan perforina, en comparacién con mujeres que
lograron una concepcion exitosa(136). De una manera muy resumida, el articulo
refiere un aumento significativo en la proporcién de células NKT en sangre periférica
en comparacion con los valores de NKT de las mujeres con embarazos exitosos tras
FIV. También hace referencia al endometrio, donde la sobreexpresién de perforina
en las células NKT promueve una respuesta citotdxica en lugar de la tolerancia

inmunoldgica necesaria para la implantacién del embridn.

En cuanto a su relevancia clinica, la determinaciéon de las células NKT que expresan
perforina se podria utilizar como biomarcador para identificar a pacientes con mayor
posibilidad de desarrollar FIR, y buscar estrategias terapéuticas que mejoren el

embarazo exitoso.
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B. Células citotdxicas NK TIGIT+ vy las células citotdxicas NK que expresan CD69

tienen una mayor expresion en la sangre de mujeres fértiles.

En nuestro estudio se observd un aumento estadisticamente significativo de las
células NK citotdxicas tanto TIGIT+ como de las que expresan CD69 en la sangre
periférica de mujeres con fertilidad probada, hecho que parece incongruente con lo

gue cabria esperar en mujeres sanas.

En la literatura cientifica se han publicado varios trabajos sobre células citotdxicas en
relacion con FRR. Destaca el trabajo ya comentado de Comins-Boo et al. (2021), cuyo
resultado describié un aumento estadisticamente significativo de la expresién de
TIGIT en células NK citotdxicas en sangre de mujeres con FIR, al cual sugiere incluso
como posible biomarcador para desarrollar un panel de identificacion basal de

mujeres con FIR(135).

Por otro lado, el estudio de Cai et al. (2022) hace un andlisis de los posibles
biomarcadores inmunoldgicos en sangre periférica que se relacionan con FIR.
Especificamente se refiere a los linfocitos T CD3+, T CD8+, NKT vy linfocitos B de
memoria con cambio de isotipo, y no alude a las NK citotdxicas TIGIT y/o CD69
positivas como en nuestro trabajo. En cualquier caso, transmite la importancia de los
biomarcadores inmunolégicos en la identificacién de pacientes FIR, y pretende sentar
las bases para desarrollar estrategias diagnodsticas y terapéuticas mas efectivas para

las pacientes afectadas(137).

Las células NK con receptores inhibitorios, como TIGIT y CD69, son esenciales para
mantener el equilibrio entre las sefales activadoras e inhibidoras en el sistema
inmunitario innato. En mujeres con FIR, se observa una disminucién de estas células,
lo que podria llevar a un desbalance en su funcidn reguladora. Este desajuste puede
traducirse en una actividad citotdxica excesiva o en una falta de tolerancia adecuada
hacia el embrién, comprometiendo la implantacién y el desarrollo inicial del

embarazo.
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El papel de los receptores inhibitorios en las células NK, como KIR y LILRB, también
ha sido destacado en la literatura. Estas moléculas interactian con antigenos
leucocitarios humanos (HLA) presentes en las células trofoblasticas del embridn.
Especificamente, combinaciones como el haplotipo KIR AA materno con HLA-C2 fetal
estdn asociadas con un mayor riesgo de fallo de implantacién y complicaciones del
embarazo. Esto sugiere que el reconocimiento adecuado de las células trofoblasticas
por parte de las células NK a través de receptores como TIGIT y LILRB es crucial para

evitar respuestas inmunitarias adversas.

La expresion de CD69, un marcador de activacion temprana en las células NK, es otro
factor clave. Estudios como el de Dons'koi et al. han mostrado que tanto niveles
elevados como reducidos de células NK CD69+ estdn asociados con un mayor riesgo
de fallo de implantaciéon, en comparaciéon con niveles moderados (30-60%),
considerados 6ptimos(138). Esto indica que tanto la hiperactivacion como la
hipoactivacion de las células NK pueden ser perjudiciales, ya que afectan procesos
criticos como la remodelacién vascular y la invasion del trofoblasto, esenciales para

una implantacion exitosa(91).

En contraste, en mujeres fértiles sanas, la mayor frecuencia de células NK TIGIT+ y
CD69+ parece reflejar un estado inmunoldgico equilibrado que favorece la tolerancia
hacia el embrién y regula adecuadamente la citotoxicidad. Este equilibrio permite
una interaccidn éptima entre las células NK y el trofoblasto, promoviendo la invasién
controlada del trofoblasto y la remodelacién del endometrio necesarias para la

placentacion.

En conclusidn, los datos sugieren que la disminucion de células NK TIGIT+y CD69+ en
mujeres con FIR podria estar relacionada con una disfuncidn en la regulacién
inmunitaria en la interfaz materno-fetal, contribuyendo a los fallos de implantacion.
Intervenciones dirigidas a restaurar este equilibrio inmunoldgico podrian representar
estrategias terapéuticas prometedoras para mejorar los resultados reproductivos en

este grupo de pacientes.
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Otro trabajo es el publicado por Salazar et al. (2022) donde se evalué la citotoxicidad
de las células NK en sangre periférica estableciendo su relacién con FIR y AR. El ensayo
en sangre periférica se realizé6 mediante citometria de flujo y las diferencias entre los
grupos se analizaron utilizando la prueba t de Student, un analisis de regresién
logistica y el andlisis del drea bajo la curva. Se observd que tanto las mujeres fértiles
no embarazadas como las embarazadas normales tuvieron niveles de NK citotdxicas
significativamente menor en comparacion con las mujeres con FIR y AR, asi como las
mujeres embarazadas con antecedentes de AR. Aunque este trabajo no menciona
especificamente las células NK TIGIT y/o CD69 positivas, destaca la relevancia de la

citotoxicidad de las células NK en el trasfondo de la etiopatogenia del FIR(85).

El estudio de biomarcadores inmunolégicos en diferentes tejidos (endometrio,
liquido folicular y sangre periférica) en pacientes con fallo de implantacién recurrente
(FIR) ha revelado informacidn crucial sobre las alteraciones inmunoldgicas asociadas
a esta condicion. Aunque cada tejido ofrece ventajas y limitaciones particulares, los
resultados destacan el potencial de integrar estos biomarcadores en el diagndstico y

manejo personalizado de la infertilidad.

El endometrio, al ser el sitio directo de implantacion embrionaria, proporciona la
informacién mas especifica sobre las interacciones inmunoldgicas materno-fetales.
Las alteraciones observadas en subpoblaciones de células NK y NKT sugieren un papel
central en la regulacion de la tolerancia inmunolégica. La ventaja principal de estudiar
el endometrio es su relevancia directa en el microambiente de la implantacion. Sin
embargo, la obtencidn de muestras es invasiva, y su analisis puede no ser factible de
manera rutinaria en un contexto clinico. El liquido folicular ofrece una perspectiva
Unica sobre el entorno ovarico y la calidad ovocitaria, areas criticas en la fertilizacion
y el desarrollo embrionario temprano. Los hallazgos, aunque preliminares, sefialan
gue las subpoblaciones de células NK y NKT en este tejido podrian ser indicadores
relevantes de la calidad del microambiente folicular. La principal ventaja del liquido
folicular es que su obtencidn es menos invasiva durante los procedimientos de FIV.
Sin embargo, al no ser directamente responsable del éxito de la implantacién, su

utilidad podria ser complementaria mas que determinante. Por Ultimo, la sangre
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periférica, al reflejar el estado inmunoldgico sistémico, es el tejido mas accesible para
el andlisis de biomarcadores. En este estudio, los cambios proinflamatorios
observados en pacientes con FIR concuerdan con hallazgos previos en la literatura. Si
bien su principal ventaja radica en su accesibilidad y bajo costo, presenta limitaciones
en cuanto a especificidad, ya que los procesos sistémicos pueden no reflejar

adecuadamente las alteraciones locales en endometrio o liquido folicular.

Los datos obtenidos en paralelo en las tres muestras tienen una coherencia
significativa con estudios previos y abren nuevas lineas de investigacion,
especialmente en el analisis del liquido folicular. El liquido folicular resulta menos
invasivo y relevante en el contexto de la FIV, pero su relacion directa con la
implantacion requiere mas estudios. Los hallazgos en endometrio refuerzan la
importancia de subpoblaciones celulares especificas como las células NK reguladoras
y citotdxicas, mientras que el liquido folicular destaca como una fuente novedosa
para explorar el equilibrio inmunolégico en la reproduccién. El endometrio tiene
mayor especificidad y relevancia directa, pero limitado por su obtencién invasiva. La
sangre periférica sigue siendo una herramienta valiosa para identificar alteraciones

inmunoldgicas generales, pero su especificidad en FIR podria ser limitada.

Las diferencias observadas reflejan la funcidén Unica de cada tejido en el proceso
reproductivo. Por ejemplo, el endometrio estd directamente implicado en la
implantacién, mientras que el liquido folicular refleja la calidad ovocitaria y la salud
del microambiente ovarico. El liquido folicular muestra una mayor presencia de
células inmunolégicas activadas (NKT y NKreg con CD69) en pacientes con FIR, lo que
podria representar un mecanismo compensatorio local frente al estado inflamatorio
general. Este patron difiere ligeramente del endometrio, donde la activacion
inmunoldgica parece mas desregulada, con un predominio de células citotdxicas. La
sangre periférica presenta resultados congruentes con un perfil proinflamatorio, pero
su relacidn directa con las alteraciones locales en el endometrio o el liquido folicular

no siempre es clara.
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Por ultimo destacar que el andlisis de correlaciones revelé datos importantes como
la asociacién entre varias subpoblaciones celulares en los tres tejidos, aunque
especialmente en liquido folicular, hecho destacado por lo innovador de nuestro
estudio con el analisis de este tejido, asi como por la fuerza de asociacion alta que

presentaron las variables.

Asi, en el caso de las pacientes FIR, se encontrd una correlacidon positiva fuerte entre
las células NK citotdxicas, especificamente entre las NK citotdxicas totales y las células
NK citotdxicas con sobreexpresion de perforina. De la misma manera, se encontré
también una correlacién positiva y fuerte entre células citotdxicas y reguladoras, en
este caso para las NK citotdxicas que sobreexpresan perforinay las células supresoras
derivadas de mieloides. En el caso de los controles se determinaron las correlaciones
mas fuertes, una asociacion positiva maxima entre células citotdxicas y reguladoras
(las NK citotéxicas NKp30+ y las células supresoras mieloides derivadas de
monocitos); y una correlacion negativa fuerte entre las células citotéxicas y
reguladoras, concretamente entre las células NK citotdxicas totales y las células

supresoras mieloides derivadas de monocitos.

No hay evidencia alguna en la literatura médica actual que describa las asociaciones
previas en el liquido folicular ni en el campo de la inmunologia reproductiva, aunque
si hay trabajos publicados (Zalfa et al., 2021) sobre las NK citotéxicas NKp30+ vy las

células supresoras mieloides derivadas de monocitos en el contexto del cancer(139).

Perspectivas Futuras en el Manejo del FRR

La integracién de biomarcadores inmunolégicos de estos tres tejidos podria permitir
la identificacion precisa de subgrupos de pacientes con FIR, facilitando Ila
personalizacion de tratamientos. La combinacién de andlisis locales (endometrio y
liquido folicular) con datos sistémicos (sangre periférica) podria ofrecer un enfoque
integral y efectivo para mejorar las tasas de éxito reproductivo. Sin embargo, se

necesitan estudios adicionales para validar estos hallazgos y desarrollar protocolos
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clinicos estandar basados en ellos. El desarrollo de algoritmos diagndsticos a través
de variables clinicas e inmunolégicas como los biomarcadores mas relevantes que
hemos determinado nos permitiria clasificar a las pacientes en subgrupos especificos

y seleccionar terapias personalizadas para mejorar las tasas de éxito.

La aplicacién de modelos de Inteligencia Artificial podria ayudar a la interpretacién e
integracion de datos complejos, y construir perfiles de probabilidad de éxito de los

tratamientos de fertilidad en base a las caracteristicas de cada paciente.

En cuanto a lineas futuras de tratamiento, poco a poco se empiezan a ver trabajos
basados en los biomarcadores inmunoldgicos analizados como las células NK o las
citocinas, el bloqueo selectivo de moléculas como TNF-a o la administracion de
factores inmunorreguladores, que podrian transformar el manejo de pacientes con

FRR.

Asi, en el trabajo publicado recientemente por Genest et al. (2023) se examinan las
terapias inmunomoduladoras actuales para tratar el fallo recurrente de implantacidn
(RIF) de causa desconocida(140). El estudio evalua la eficacia y seguridad de diversas
intervenciones, como el uso de corticosteroides, inmunoglobulinas intravenosas
(IVlg), intralipidos y terapias celulares, en la mejora de las tasas de implantacién y
embarazo en pacientes con RIF. Aunque los resultados son prometedores en ciertos
casos, los autores subrayan la necesidad de realizar ensayos clinicos aleatorizados y
controlados para establecer protocolos de tratamiento estandarizados y determinar

con mayor precision la eficacia de estas terapias en el manejo del FIR inexplicable.

En conclusién, los resultados cruzados entre los tejidos son coherentes vy
complementarios, destacando patrones comunes de inflamacién y regulacion
inmunoldgica que contribuyen al FIR. Sin embargo, cada tejido ofrece informacién
especifica que es clave para entender las diferentes etapas del proceso reproductivo.
Estos hallazgos refuerzan la importancia de combinar el analisis de multiples tejidos
para obtener un panorama integral del estado inmunoldgico en pacientes con

FIR(140).
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8. CONCLUSIONES.

- Se identificaron y caracterizaron biomarcadores inmunofenotipicos asociados a
células NK, monocitos y macréfagos lo que permitid6 demostrar patrones
inmunofenotipicos diferenciales en pacientes con fallo reproductivo recurrente
(FRR) de posible origen inflamatorio a nivel local, endometrio y liquido folicular,
y sistémico, en sangre periférica.

El tamafio muestral del grupo AR no permitid realizar analisis estadisticos
significativos ni estudios de correlaciones, aunque el analisis descriptivo ofrece

informacién valiosa sobre este grupo.

- En el andlisis del endometrio se observé un aumento estadisticamente
significativo de células NK citotdxicas y de células NKT con expresién de perforina
en pacientes con FIR, lo que sugiere un ambiente proinflamatorio basal. Por el
contrario, las mujeres fértiles (controles) mostraron un predominio
estadisticamente significativo de las células NK reguladoras, lo que sugiere un

balance inmunolégico mas favorable para la implantacion.

- Elanalisis del liquido folicular mostré un incremento significativo de marcadores
activadores sobre la subpoblacién de células NKT CD69+ y células NKT con
expresion de perforina en pacientes con FIR, lo que podria estar relacionado con
una peor tolerancia inmunoldgica materna al embridn. Paralelamente, se
observé un aumento de marcadores reguladores en estas pacientes, evidenciado
un aumento significativo en las células NK reguladoras con expresiéon de CD69 lo

gue podria sugerir un intento de inmunorregulacidn en estas pacientes.

- Asimismo, en liquido folicular de pacientes fértiles se observé una coexistencia
de actividad citotdxica y reguladora de pacientes fértiles, con predominio de
células NK citotéxicas NKp30+ vy células NK reguladoras NKp30+,

respectivamente.
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En la sangre de las pacientes con FIR se observd un aumento significativo de
marcadores activadores en la subpoblacion de células NKT que expresan

perforina, lo que favorece un ambiente proinflamatorio.

El andlisis de correlaciones destaca las observadas en liquido folicular por su alto
nivel de significaciéon. En el caso de las pacientes FIR se encontrd una fuerte
correlacién directa entre las NK citotdxicas totales y las células NK citotdxicas con
expresion de perforina. De la misma manera se encontrd una correlacién fuerte
entre las NK reguladoras y las células NK citotdxicas (en este caso NK citotdxicas
que expresan perforina) y las células supresoras mieloides derivadas de

monocitos,MDSCs).

En el caso de los controles las correlaciones mas significativas demostraron una
asociacion positiva mdaxima entre células pro- y anti-inflamatorias: las NK
citotoxicas con expresion de NKp30 y las células MDSCs; y una correlacion

negativa fuerte entre las células NK citotdxicas totales y MDScs.

El conocimiento del perfil inmunolégico basado en la identificacion de
subpoblaciones celulares especificas de NK y MDSc en pacientes con FRR nos
permitiria desarrollar un algoritmo diagndstico que aplicar a posteriori para un
manejo terapéutico personalizado con el fin de optimizar los resultados
reproductivos de estas pacientes. Son necesarios mas estudios prospectivos que
nos permitan profundizar en el estudio del perfil inmunofenotipico de las

pacientes con FRR.

199



ANEXOS



9. ANEXOS.
9.1 PERMISOS Y BECAS.

9.1.1 PERMISO I: COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA. HOSPITAL CLINICO SAN CARLOS.

‘r M Hospital Clinico San Carlos Dictamen Protocolo Favorable

SaludM: E= comunidad de maaria  C.|. 19/478-E_BC 17 de febrero de 2020
CEIC Hospital Clinico San Carlos
Dra. Mar Garcia Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

CERTIFICA
Que el CEIC Hospital Clinico San Carlos en su reunion del dia 06/11/2019, acta 11.1/19 ha evaluado la propuesta del
proyecto:

Titulo: “ADVANCING ON PRECISION MEDICINE IN THE RECURRENT GESTATIONAL FAILURE OF
INFLAMMATORY CAUSE”. AVANCES EN MEDICINA DE PRECISION EN FALLO GESTACIONAL RECURRENTE DE
ORIGEN INFLAMATORIO.

Cddigo Interno: 19/478-E_BC
Version Protocolo Evaluada:
Version Hoja Informacién al Paciente Evaluada:

Que en este estudio:

o Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacidn con los objetivos del
estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.
o Esadecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

¢)

La capacidad del investigador y los medios disponibles son adecuados para llevar a cabo el estudio.

o El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto de los
postulados éticos.

o  Se cumplen los preceptos éticos formulados en la Declaracién de Helsinki de la Asociaciéon Médica

mundial sobre principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos y en sus

posteriores revisiones, asi como aquellos exigidos por la normativa legal aplicable en funcién de las

caracteristicas del estudio.

Es por ello que el Comité informa favorablemente sobre la realizacion de dicho proyecto, por la Dra.
Silvia Sanchez Ramoan, del Servicio de Inmunologia del Hospital Clinico San Carlos.
Lo que firmo en Madrid, a 17 de febrero de 2020

_stcsSpitar
Eﬁ/ _—San
T et P e e -

Dra. Mar Garcia Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos
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9.1.2 PERMISO II: BECA FIS.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: SILVIA SANCHEZ RAMON.

MEDICO COLABORADOR: LYDIA PILAR SUAREZ.

Piv RESULTADO EXPEDIENTE - P119/01450
E = = Carloslll
Investigador Principal: SILVIA MARIA SANCHEZ RAMON
Centro Solicitante: FUNDACION INVESTIGACION BIOMEDICA HOSPITAL CLINICO SAN CARLOS
Centro Realizador: INSTITUTO DE INVESTIGACION SANITARIA DEL HOSPITAL CLINICO SAN CARLOS (IdISSC)
Titulo: DESARROLLO DE MEDICINA DE PRECISION EN EL FALLO GESTACIONAL RECURRENTE DE CAUSA INFLAMATORIA

4 RESOLUCION PROVISIONAL DE CONCESION

Ayuda susceptible de ser cofinanciada por el FEDER"

Estado de Resolucién Provisional de Concesién : CONCEDIDO
4 ACEPTA RESULTADO RESOL. PROV. DE CONC.

|Seleccione v
PRESUPUESTO CONCEDIDO PROVISIONAL

13 ANUALIDAD 23 ANUALIDAD 33 ANUALIDAD TOTAL
BIENES/SRV 25.000,00 9.000,00 15.000,00 49.000,00

PERSONAL 0,00 0,00 0,00 0,00
VIAJES 0,00 0,00 2.000,00 2.000,00
SUBTOTALES 25.000,00 9.000,00 17.000,00 51.000,00
Costes ind. 21,00 % 5.250,00 1.890,00 3.570,00 10.710,00
TOTALES 30.250,00 10.890,00 20.570,00 61.710,00

4 PERSONAL CONCEDIDO PROVISIONAL CON CARGO AL PROYECTO

Personal con Cargo Concedido Provisional

Doctor 0
Master 0
Grado 0
Técnico Superior 0
4 EQUIPO DE INVESTIGACION
Nombre Apellido 1 Apellido 2 Tipo Ded.
SILVIA MARIA SANCHEZ RAMON 1P UNICA
MIGUEL ANGEL HERRAIZ MARTINEZ Colaborador COMPARTIDA
MARTA CALVO URRUTIA Colaborador COMPARTIDA
MANUEL SERRANO BLANCO Colaborador COMPARTIDA
JULIANA LUCIA OCHOA GRULLON Colaborador COMPARTIDA
KISSY GUEVARA HOYER Colaborador COMPARTIDA
LYDIA PILAR SUAREZ Colaborador COMPARTIDA
GUSTAVO CORDERO TORRES Colaborador COMPARTIDA
CARMEN 1ZQUIERDO DELGADO Colaborador COMPARTIDA
ANA SARNAGO GONZALO Colaborador COMPARTIDA

4 RESOLUCION PROVISIONAL DE CONCESION

El 6rgano instructor, visto el informe emitido por la Comisién de seleccién, conforme a lo establecido en el art. 9 de la Convocatoria para
el afio 2019 de concesién de subvenciones para Proyectos de Investigacién en salud, modalidad Proyectos de investigacion en salud, de
la Accién Estratégica en salud 2017-2020, de 28 de diciembre de 2018 (extracto publicado en el BOE 03/01/2019 - cédigo BDNS 432481),
en su reunién de 11 de julio de 2019 y, de acuerdo con las disponibilidades presupuestarias, propone la financiacién de la ayuda solicitada
para la realizacién de su proyecto en los términos econémicos indicados.
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9.1.3 PERMISO IIl: CONSEJO SUPERIOR INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

#CSIC

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Madrid, 2 de marzo de 2018
Prof. Dr. Angel L. Corbi Lopez
Myeloid Cell Lab, CIB-CSIC (wwwcib.csices)
Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC
Ramiro de Maeztu, 9 28040 MADRID Cell. phone: +34-630230754 aconiecis.csices

ResearcherlD B-7194-2011; Orcid 0000-0003-1980-5733

El Dr. Angel Luis Corbi Lépez, con DNI 05225360J, Profesor de Investigacion del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) en el Centro de Investigaciones

Biologicas (CIB), y Responsable del “Laboratorio de Células Mieloides” de dicho Centro,

MANIFIESTA
e La disposicion e interés de mi grupo de investigacion en colaborar con el grupo liderado por la Dra. Silvia
Sanchez Ramén en el abordaje de los objetivos del proyecto “ADVANCING ON PRECISION
MEDICINE IN THE RECURRENT GESTATIONAL FAILURE OF

INFLAMMATORY CAUSE”, que la mencionada Dra. Sdnchez Ramén presenta a la convocatoria de 2019 de la
Accidn Estratégica en Salud (Proyectos de investigacion en salud, Modalidad Proyectos de investigacidn en salud)

- Que el “Laboratorio de Células Mieloides” del CIB colaborard en la realizacion de todas las aproximaciones
experimentales que impliquen abordajes moleculares y celulares en el marco de los objetovos del proyecto, y
generara los macréfagos humanos derivados de monocitos que sean necesarios para abordar dichos
objetivos. En este sentido, el grupo de la Dra. Sdnchez Ramdn contara con la cooperacidn de la Dra. Angeles
Dominguez Soto, miembro del “Laboratorio de Células Mieloides” con una dilata experiencia en las las
aproximaciones experimentales moleculares y celulares a implementar.

Y para que asi conste, firmo la presente en Madrid, a 2 de marzo de 2019

Prof. Dr. Angel L. Corbi

Ramiro de Maeztu 9. 28040 MADRID

www.cib.csic.es
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9.2 CONVENIOS DE COLABORACION CON OTROS CENTROS.

9.2.1 CENTRO REPRODUCTIVO: FERTILITY MADRID. MADRID.

fertility |madrid

Centro de Reproduccién Asistida

Carmen Anarte Jimeno, con DNI 11.835.028X, Doctora en Ciencias de la Salud por la
Universidad Rey Juan Carlos de Madrid, y Directora Gerente de la Clinica Especializada
en Reproduccidn asistida Fertility Madrid con CIF B-95827713, sita en la calle General
Oraa, 47 de Madrid con Registro Sanitario C514525, comunico:

La participacion de Fertility Madrid, a través de la trabajadora la Dra. Lydia Pilar Sudrez,
en el proyecto de investigacion realizado en el Hospital Clinico San Carlos titulado
“Estudio inmunolégico de liquido folicular y biopsia endometrial en pacientes con
abortos de repeticion y fallo de implantacidn recurrente de origen inflamatorio”, dirigido
por la Dra. Silvia Sénchez Ramén.

A través de nuestro centro, se procedera al reclutamiento de las pacientes “control”
segun los criterios de inclusion detallados en el proyecto de investigacién.

Podran participar en el estudio aquellas pacientes que previamente hayan recibido,
comprendido y firmado consentimiento informado especifico.

De la recogida de muestras y su transporte a Hospital Clinico San Carlos, se encargara la
Dra. Pilar Sudrez, ginecéloga especialista en reproduccién humana, colaboradora en
nuestro centro e investigadora del proyecto.

Cabe destacar, que nuestro centro, Fertility Madrid, colabora en dicho proyecto de
investigacion sin animo de lucro, ni para las pacientes ni para la propia clinica.

Y para que asi conste,

En Madrid, a 27 de febrero de 2019.

C/ General Oria, 47 (Esquina Castell6) - 28006 Madrid - Teléfono: 91.005.28.08 - www.fertilitymadrid.com
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9.2.2 CENTRO REPRODUCTIVO: URH-GARCIA DEL REAL. MADRID. ARAVACA.

“a spital Clinico
[ Commritnd 4o Maste

En nuestro centro, el Hospital Clinico San Carlos de Madrid, se estd desarrollando un
estudio de investigacién entre los Serviclos de Ginecologia e Inmunologia sobre
pacientes con pérdidas gestacionales recurrente, Hamado "Estudio Inmunolégico en
liquido folicular y biopsia endometrial en pacientes con abortos de repeticién y fallo de
implantacién recurrente”, llevado a cabo por las Dras. Sivia Sdnchez Ramén, Marta
Calvo Urrutia y Lydia Pilar Sudrez, entre otros Investigadores.

Para aumentar la muestra de pacientes reclutados, se han establecido vinculos de
colaboracién altruista con otros centros externos al nuestro, tras la aceptacién de
participacién por ambas partes y sin que ella repercuta de manera negativa sobre las
pacientes, las cuales firmaran previamente a la participacién en dicho estudio, el
consentimiento informado respectivo.

Se insiste en que dicha participacién es voluntaria y sin dnimo de lucro, ni para las
pacientes ni para los centros colaboradores.

Asi, la Dra. Sylvia Fernandez Shaw, con DNI 51376156K y Nomero de Colegiado 42633
como Directora de la Unidad Reproduccion Humana Garcia del Real (URH Garcia del
Real), sito en el Camino de la Zarzuela 19 de Madrid (28023), se establece como persona
responsable de las pacientes reclutadas en dicho centro.

De la recogida de muestras y su transporte al Hospital Clinico San Carlos para su
procesamiento se encargardn las Dras. Calvo Urrutia y Pilar Sudrez.

Y para que asl conste,

En Madrid a 11 de enero de 2022,

2?1?*“

Dra, Pilar Sudrez. Dra. Ferndndez Shaw.
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9.3 CONSENTIMIENTO INFORMADO.

‘ g ‘M Hospital Clinico
San Carlos
SaludMadrid
L Comunidad de Madrid

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN
UNESTUDIO.

Pacientes adultos de los Grupos de Estudio y Control.

Titulo _del Estudio: AVANCES EN MEDICINA DE PRECISION EN FALLO
GESTACIONALRECURRENTE DE ORIGEN INFLAMATORIO.

(ADVANCING ON PRECISION MEDICINE IN THE RECURRENT GESTATIONAL FAILURE OF
INFLAMMATORY CAUSE).

PI: Silvia SANCHEZ RAMON

Por favor, lea atentamente este documento en el cual le proponemos participar en un estudio.

El objetivo de este estudio, en el cual van a participar alrededor de 20 pacientes con fallo gestacional recurrente,
y 20 controles sanos, es evaluar biomarcadores inmunolégicos en sangre que permitan identificar causas
inflamatorias asociadas al fallo gestacional.

¢QUE TENDRA QUE HACER EN ESTE ESTUDIO?

Este estudio no requiere mas intervenciones ni méas visitas clinicas para usted que las de la practica clinica
habitual. Vamos a extraerle una muestra de sangre, liquido folicular y biopsia endometrial adicional durante su
tratamiento reproductivo habitual.

Recibira el tratamiento para su enfermedad de base dictado por su especialista de acuerdo conlos protocolos de
manejo para la misma, sin que la participacion en este estudio modifique dicho tratamiento, es decir, sera tratado
exactamente igual que si no estuviera participando en el estudio.
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Participacion voluntaria

La decision de participar en el estudio es completamente voluntaria y debe ser tomada libremente. Si no quiere
participar en el estudio puede decirlo; si no desea hacerlo su médico continuara con su atencion habitual y su
negativa no le traera ningun inconveniente. Incluso si decide que si ahora,podra cambiar de opinién mas tarde y
decir que no.

Para desarrollar esta linea de investigacion, necesitamos su consentimiento para tener acceso a la informacion
clinica relevante asociada a su situacion clinicay ademas, solicitamos la donacién de una muestra de tejido (indicar
lo que proceda):

sangre
endometrio

liquido folicular

otros tejidos: especificar tejido

Beneficios y riesgos esperados

Su participacién en el estudio permitira determinar la utilidad diagndstica de una serie de biomarcadores
celulares y moleculares en sangre, liquido folicular y endometrio asociados al fallo gestacional recurrente de
posible causa inflamatoria.

Su participacién en el estudio no le proporcionard beneficios a nivel personal, pero si se espera que sea (til para
personas que tengan su misma situacion clinica en el futuro.

Por otro lado, los riesgos 0 molestias que se le ocasionaran seran los propios de la rutina, incluyendo la
extraccion de sangre, la puncidn ovarica o la biopsia endometrial.

Confidencialidad de los datos

Le pedimos que participe en el estudio y que podamos utilizar la informacién obtenida sobre usted para el estudio.
No utilizaremos ni su nombre ni su direccion. Utilizaremos un nimero de paciente en vez de un nombre. Sus
resultados, junto con los de los demas participantes en el estudio, seran analizados en conjunto en un informe final
y se presentaran a las Autoridades Sanitarias.

Al firmar este asentimiento, usted concede permiso al investigador del estudio para que puedarealizar su trabajo
y a las Autoridades Sanitarias en caso de inspeccion, para que tengan acceso a los documentos clinicos que le
identifican, asi como al Consentimiento Informado firmado por usted. Todas las partes citadas guardaran la mas
estricta confidencialidad acerca de sus datos, de forma que no se violen sus derechos. Asi queda registrado, en el
caso del equipo investigador, en un documento de compromiso de confidencialidad guardado en los archivos del
Servicio delnmunologia Clinica del Hospital Clinico San Carlos.

Por favor no dude en preguntar al médico responsable del estudio acerca de cualquier duda que tengas, o0 si desea
disponer de mayor informacion.
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TelfonO. ...

N° de Historia: ..............

(nombre y dos apellidos)

DDA o de ... afios de edad y DNI N°

(nombre y dos apellidos)

En calidad de de
D./Dfa.:

(REPRESENTANTE LEGAL, FAMILIAR O ALLEGADO) (nombre y dos apellidos DEL PACIENTE)
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EXPONGO:
Que he sido debidamente INFORMADO/A pOr €l Dr/a. .o.cveeeevreciiee e
(NOMBRE Y DOS APELLIDOS DEL FACULTATIVO QUE PROPORCIONA LA INFORMACION)
en entrevista personal realizada el dia........c..cccevvervrinrrerisrnnncinsenenns , sobre los beneficios y riesgos que podria

suponer la administracién de la vacuna especificada.

Que he recibido explicaciones tanto verbales como escritas, sobre la naturaleza y propésitos del procedimiento,
beneficios, riesgos, alternativas y medios con que cuenta el Hospital para su realizacion, habiendo tenido ocasion
de aclarar las dudas que me han surgido.

También he sido informado/a de que mis datos personales seran protegidos e incluidos en unfichero que esta
sometido a las garantias que fija la Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de 13 de Diciembre.

MANIFIESTO:

Que he entendido y estoy satisfecho de todas las explicaciones y aclaraciones recibidas sobre el proceso médico
citado y OTORGO MI CONSENTIMIENTO para que me sea realizado el procedimiento terapéutico:

) extraccion de sangre.
) recuperacion de liquido folicular.
) biopsia de endometrio.

CONSIENTO que, preservando mi anonimato, los resultados derivados del estudio inmunolgico al que estoy
sometido/a puedan ser publicados con fines cientificos.

Asimismo, de acuerdo con la Ley de Investigacion Biomédica 14/2007 y Real decreto 1716/2011, una vez finalizado
el proyecto de investigacion para el cual las muestras han sido obtenidas, se puede proceder a:

o Destruir la(s) muestra(s).

o Almacenamiento de la muestra (Biobanco)

Entiendo que este consentimiento puede ser revocado por mi en cualquier momento y me reservo el derecho a
decidir si quiero saber o no el resultado de las pruebas realizadas.

Y para que asi conste, firmo el presente documento.
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(LUGAR Y FECHA)

Fdo: EL/LA MEDICO Fdo: EL PACIENTE

Fdo: EL/ILA REPRESENTANTE LEGAL (si procede)

REVOCACION

DON/DOMA: ..vvvvviievsrcisisie st 0 afios de edad y DNI N°

(nombre y dos apellidos

DON/DOMA: vt de .o afios de edad y DNI N°
(nombre y dos apellidos)

En calidad de de
Donia:
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(REPRESENTANTE LEGAL, FAMILIAR O ALLEGADO) (nombre y dos apellidos DEL PACIENTE)

REVOCO el consentimiento prestado en fecha.........ccccevvnnneee. y no deseo proseguir elseguimiento
propuesto, que doy con esta fecha por finalizado.

(LUGAR Y FECHA)

Fdo: EL/LA MEDICO Fdo: EL PACIENTE

Fdo: EL/ILA REPRESENTANTE LEGAL (si procede)
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9.4 DOCUMENTO INFORMATIVO DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO.

“ q Hospital Clinico
San Carlos
SaludMadrid

Comunidad de Madrid

HOJA DE INFORMACION ANEXA AL CONSENTIMIENTO INFORMADO.

HOJA DE INFORMACION Y DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA LA
OBTENCION DE MUESTRAS BIOLOGICAS, SU ALMACENAMIENTO O
CONSERVACION COMO COLECCION Y SU UTILIZACION PARA LA
INVESTIGACION BIOMEDICA ASOCIADA A UNA LINEA DE INVESTIGACION
CONFORME A LA LEY 14/2007, DE 3 DE JULIO, DE INVESTIGACION
BIOMEDICA Y AL REAL DECRETO 1716/2011, DE 18 DE NOVIEMBRE.

MODIFICADO POR LA ECC/1404/2013, DE 28 DE JUNIO DE 2013.

Nombre de la Linea de Investigacion: Inmunologia Reproductiva.

Proyecto asociado a la linea de investigacion: Medicina de Precision en el Fallo Reproductivo
Recurrente de Causa Inflamatoria.

Nombre del Investigador Responsable: Dra. Silvia Sanchez Ramén.

Nombre del Investigador secundario: Dra. Lydia Pilar Suarez.

Grupo de Investigacion de Inmunologia- Instituto de Investigacion Sanitaria y Unidad de
Reproduccion Asistida - Servicio de Ginecologia y Obstetricia- de Hospital Clinico San Carlos.

Nombre de los Investigadores Responsables de la coleccidn de muestras: Dras. Lydia Pilar
Suérez, Nabil Alberto Shubi- Issa Marin y Silvia Sdnchez Ramon.

Fecha: 1 de Octubre de 2019.

Entrada en vigor: 1 de enero de 2020.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

Nos dirigimos a usted para solicitar su consentimiento para la donacién de muestras con fines de investigacion
biomédica. En concreto, pedimos su participacion en la linea de investigacion en Inmunologia Reproductiva
para identificar y validar biomarcadores implicados en el fallo reproductivo recurrente de origen inflamatorio
(FRRI) que engloba a pacientes con abortos de repeticion (AR) y fallo de implantacion recurrente (FIR).
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Para desarrollar esta linea de investigacion, necesitamos su consentimiento para tener acceso a la informacion
clinica relevante asociada a su estado de salud o patologia, y ademas, le solicitamos la donacién de una muestra de
liquido folicular, endometrio y sangre, coincidiendo con su tratamiento reproductivo (Fecundacién in
vitro -FIV-).

a) Descripcion de la linea de investigacion para la que usted da su consentimiento. La infertilidad
ha sido definida segun la OMS como una enfermedad que constituye un problema de salud publica
que afecta a unos 80 millones de parejas en el mundo y aproximadamente 1.000.000 de parejas
en Espafia, lo que equivale a decir que un 10% de las parejas espafiolas son infértiles. La cifra

Seincrementa en 16.000 nuevas parejas diagnosticadas cada afio, datos que indican la magnitud del impacto socio-
sanitario.

El concepto de fallo reproductivo recurrente (FRR) engloba a dos patologias: abortos de repeticion y fallo de
implantacion recurrente. Se define abortos recurrentes a la pérdida de dos 0 més embarazos espontaneos antes
de la 24 semana de gestacion y el fallo de implantacidn recurrente como el fracaso en conseguir un embarazo
clinico tras la transferencia de al menos dos o tres embriones de buena calidad.

El fallo reproductivo recurrente (FRR) afecta hasta un 5% de las parejas en edad fértil. Puede presentar distintas
causas y no existe un tratamiento consensuado. El inflamatorio se posiciona como uno de los origenes mas
probables.

El objetivo primario de este proyecto es identificar nuevos biomarcadores inmunoldgicos asociados al fallo
reproductivo recurrente.

Como objetivo secundario, se pretende construir un algoritmo diagnéstico futuro que permita la répida
identificacion de pacientes con esta patologia.

b) Identificacion del investigador responsable. El grupo de investigacion esta formado por
los miembros de la Unidad de Reproduccion Asistida (Dra. L. Pilar Sudrez y Dra. M. Calvo
Urrutia) dirigidos por la Dra. S. Sanchez Ramon (Jefe de Servicio de Inmunologia).

¢) Finalidad de las muestras solicitadas para la investigacion en una linea de investigacion
concreta. Las muestras biologicas donadas solo se utilizaran para realizar el proyecto
de relacionado con la linea de investigacion de aquellos biomarcadores moleculares, proteicos
ylo genéticos implicados en el fallo reproductivo recurrente, previamente aprobado por el Comité
de Etica de la Investigacion y el Comité de Investigacion del Centro.

d) Informacion sobre los proyectos para los que se usaran las muestras donadas. Las doctoras L.
Pilar Suérez y S. Sanchez Ramon serén las responsables de la coleccion de muestras, y tendran
a disposicion del donante, previa peticion expresa, la informacion sobre el proyecto de
investigacion en el que se han utilizado sus muestras.

e) Beneficios esperados del proyecto. Usted no recibiré el resultado directo de esta investigacion
y no tiene por qué tomar parte en este estudio si no lo desea. Su participacion es voluntaria
y permitira aumentar nuestro conocimiento sobre cdmo se desarrolla el fallo reproductivo
recurrente, y determinar marcadores de diagnostico y prondstico precoces. Estos conocimientos
permitirdn disefiar nuevos tratamientos dirigidos a dicha patologia. La decision que tome no
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afectard a la relacion con su médico, y seguira recibiendo el mejor tratamiento posible.

f) Posibles inconvenientes. Su participacion en el estudio no exige la realizacion de pruebas
clinicas adicionales. Si usted nos da su consentimiento, se utilizara una parte de las muestras
sobrantes extraidas para analizar los biomarcadores implicados en el fallo reproductivo recurrente.

g) Lugar de realizacion del analisis y destino de la muestra.

La muestra de liquido folicular, endometrio y/o sangre, sera recogida por los profesionales responsables de
este proyecto de investigacion, bien en este hospital y/o en el centro externo colaborador, y en ambos casos las
muestras seran procesadas, analizadas y preservadas en el laboratorio de Inmunologia de Hospital Clinico San
Carlos.

Este grupo de investigacion, dirigido por la Dra. S. SAnchez Ramén, usara sus muestras hiologicas para permitir un
mayor conocimiento sobre la fisiopatologia del fallo reproductivo recurrente. Una vez analizadas, las muestras o
sus componentes ya procesados (células, ADN, ARN) se preservaran congeladas en el Laboratorio de
Inmunologia por un tiempo indefinido, para una posible evaluacion futura de las mismas y para realizar otros
proyectos relacionados con esta linea de investigacion de Inmunologia Reproductiva, previamente aprobados por el
Comité de Etica de la Investigacion y el Comité de Investigacion del centro. Asimismo, se almacenaran los
datos clinicos relevantes para nuestra investigacion por un tiempo indefinido.

h) Parte de la muestra o los datos clinicos asociados seran custodiados y podran ser cedidos con
fines de investigacion siguiendo los términos previstos en la Ley 14/2007, de 3 de Julio
de investigacion biomédica.

i) Los resultados obtenidos a partir del anlisis de su muestra biologica no le seran comunicados
ni a usted ni su médico, excepto en el caso de que los hallazgos tuvieran una implicacion
significativa en su salud.

j) Confidencialidad. La informacién recopilada durante este estudio sera confidencial.

Todos los datos recogidos para el estudio seran tratados con las medidas de seguridad establecidas en
la LEY DE PROTECCION DE 2018. Ley Organica 3/2018, del 5 de diciembre, para la Proteccién de Datos
Personales y garantia de los derechos digitales en la normativa posterior que la desarrolla.

Las muestras seran codificadas y sometidas a un proceso de disociacion que garantiza que su identidad
permanezca en el anonimato durante todo el estudio, asi como en la eventual publicacién de los resultados.
Tendran acceso a los datos el equipo investigador, el Comité Etico de Investigacion Clinica o las autoridades
sanitarias competentes que lo soliciten.

K) Derecho de revocacidn. En cualquier momento usted puede decidir retirar su consentimiento
para realizar este estudio, incluida la posibilidad de destruccion de la muestra, sin tener que dar
ninguna explicacion, poniéndose en contacto con los responsables de la investigacion, la Dra. Pilar
Suérez ylo la Dra. Sanchez Raman. Hospital Clinico San Carlos C/ Profesor Martin Lagos
SN. Madrid 2804

L) Usted puede restringir el uso de sus muestras (liquido folicular, biopsia de endometrio, sangre).
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M) Si decide dar su consentimiento, usted participa voluntariamente y de forma altruista y renuncia
a cualquier derecho de naturaleza econoémica.

N) Una vez terminada la investigacion, las muestras serén cedidas al Biobanco del Hospital Clinico
San Carlos para que puedan utilizarse en otras investigaciones biomédicas que cumplan los
términos de la Ley 14/2007 de Investigacion Biomédica.

De esta Hoja de Informacion y Consentimiento Informado se expediran tres ejemplares firmados: uno para usted, otro
para el médico que lo guardara en su historia clinica y un tercero para entregar a los investigadores responsables,
Dra. L. Pilar Suarez y Dra. S. Sdnchez Ramon. No dude en recabar mas informacion o en hablar con su médico
para aclarar cualquier duda.

CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS, SU PROCESAMIENTO Y ALMACENAMIENTO FORMANDO
PARTE DE LA COLECCION DE MUESTRAS PARA LA INVESTIGACION DE BIOMARCADORES
IMPLICADOS EN EL FALLO DE REPRODUCCION RECURRENTE DE ORIGEN INFLAMATORIO, QUE SE
DESARROLLA EN EL HOSPITAL CLINICO SAN CARLOS, POR EL GRUPO DE INMUNOLOGIA Y LA UNIDAD DE
REPRODUCCION ASISTIDA, AS{ COMO PARA LA OBTENCION DE DATOS CLINICOS Y ANALITICOS Y
PARA SU REGISTRO ASOCIADO A DICHA COLECCION DE MUESTRAS.

o T 0 )1 NS con DNI/NIE/
PASAPOME ... s

Declaro que
He leido la Hoja de Informacion que me ha sido entregada.

1. He podido hacer preguntas sobre la obtencion de la muestra (puncion ovarica, biopsia
endometrial, andlisis de sangre), su almacenamiento y custodia, como parte de una
coleccién de muestras para la investigacion en el Hospital Clinico San Carlos, el tipo de
analisis que se efectuaré a la muestra y la cesion de datos clinicos asociados a la misma.

2. He hablado y he aclarado las dudas con el Dr. / Dra. ..........ccoceeiiiieiiieeiiiie i,
3. Entiendo que mi participacion es voluntaria y altruista.

4. Comprendo que puedo solicitar la destruccion de la muestra donada y/o de
la informacién clinica asociada a la misma en cualquier momento, sin tener que
ofrecer explicaciones y sin que esto repercuta en mis cuidados médicos futuros.

5. Ejerzo mi derecho a no ser informado de los resultados obtenidos con los estudios
realizados con las muestras donadas, incluso cuando los hallazgos tengan una
implicacion significativa para mi salud y exista una posibilidad real de mejora (firmar sélo
si procede).

6. Doy mi consentimiento para donar la muestra y los datos clinicos asociados, segun lo
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estipulado en esta Hoja de Informacion, y para que asi conste:

Nombre del paciente:

Firma del paciente:

Fecha:

Si usted desea incluir alguna restriccion sobre el uso de las muestras y datos clinicos indiquelo a
CONLINUACION. ..evvviieiiiie ettt e e

A firmar por el personal que informa al participante (Firma y cumplimentacion
obligatoria).

Fecha:
Nombre del investigador que informa:

Firma del investigador:

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Por el presente documento, yo Diia.

...................................................................................................................... con DNI/Pasaporte

crmrres s, EXPIES0 Mi deseo de no participar en el estudio de Fallo reproductivo
recurrente realizado en Hospital Clinico San Carlos, y restrinjo la utilizacion de mi informacion clinica asi como las
muestras donadas.

Y para que asi conste:
Firma del paciente:

Fecha
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