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RESUMEN 
A pesar de los grandes avances en el campo del trasplante renal (TR), los 

resultados a largo plazo aún no son óptimos. Varios estudios han demostrado 

que diversos factores como la inflamación precoz  y/o la presencia de fibrosis 

intersticial (FI) están asociados a un peor pronóstico del injerto, pero todavía se 

trata de un tema controvertido. En este estudio analizamos el estado 

inflamatorio (Banff, macrófagos CD68+, fenotipos de macrófagos M1-M2) y la 

expresión génica de múltiples factores relacionados con la inflamación y FI 

(TGF-β1, metaloproteinasas, proteínas de matriz extracelular, entre otros) en 

injertos procedentes de donantes cadáver (DC) y los comparamos con un 

grupo control de donantes vivos (DV). Así mismo analizamos la potencial 

asociación de estos factores, ya desde antes de la implantación, con diversas 

variables clínicas y con la función renal a medio-largo plazo. Entre otros 

hallazgos, confirmamos que los órganos procedentes de DC presentan un 

mayor infiltrado intersticial de macrófagos CD68+ y describimos que tanto la 

expresión génica de varias proteínas pro-inflamatorias como pro-fibróticas se 

encuentran significativamente incrementadas en los DC incluso antes de la 

implantación. También observamos un aumento en la expresión génica de 

proteínas que promueven la infiltración leucocitaria, especialmente macrófagos, 

en el tejido (MCP-1, ICAM-1), así como de mediadores de inflamación como 

TNFα, IL1β. También se observó un aumento en la expresión génica de 

receptores de membrana de los macrófagos que les confiere el fenotipo 

inflamatorio (M1) así como el antinflamatorio (M2).  En los DC también se 

observó un aumento significativo de los precursores y mediadores de FI. Es de 

destacar que muchos de estos parámetros (inflamatorios y pro-fibróticos) se 

asociaron a la función renal estimada (MDRD) en distintos tiempos de 

seguimiento. El análisis multivariante (regresión lineal múltiple) mostró que 

tanto la función retrasada del injerto como la expresión génica de TGF-β1 a los 

cuatro meses fueron predictores independientes de la función del injerto del 

último control (media 5.8  1.0 años). En conclusión, confirmamos la estrecha 

interconexión entre inflamación y fibrosis especialmente en el TR de DC, que 

ésta se inicia ya antes de la implantación y persiste post-TR y que estos 

factores muy precoces (potencialmente tratables) pueden determinar el 

pronóstico del injerto a largo plazo.   
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ABSTRACT 
 

Despite great achievements in the field of renal transplantation (RT), long-term 

results are still not optimal. Several studies have shown that various factors 

such as early inflammation and/or the presence of interstitial fibrosis (IF) are 

associated with a worse graft prognosis, but this issue is still controversial and 

far from being resolved. In this study, we analyzed the inflammatory state 

(Banff, CD68 + macrophages, M1-M2 phenotypes, among others) and the gene 

expression of multiple factors related to both inflammation and IF (TGF-β1, 

metalloproteinases, extracellular matrix proteins, among others) in grafts from 

cadaveric donors (CD) and they were compared with a control group from living 

donors (LD). We also analyzed the potential association of all these factors with 

several clinical variables with medium and/or long-term renal function. Among 

other findings, we confirm that organs from CD have a greater CD68+ 

macrophage infiltration and we describe that the expression of several 

proinflammatory and and profibrotic molecules is significantly increased in CD 

even before grafting. We also observed an increased gene expression of 

proteins related to graft leukocyte infiltration, mainly macrophages, such as 

MCP-1 or ICAM-1, as well as of inflammatory mediators such as TNFα or IL1β. 

We also observed an increased gene expression of macrophage membrane 

cell receptors related to their inflammatory (M1) or anti-inflammatory (M2) 

phenotype. Finally, we described a significant increase of IF precursors and 

mediators in CD. It is noteworthy that multiple parameters (both inflammatory 

and profibrotic) were associated with the estimated glomerular filtration rate 

(MDRD) at different times. Multiple regression analysis revealed that delayed 

renal function as well as graft TGF-β1 gene expression four months after RT 

were independent predictors of the last renal function control during follow-up 

(5.8  1.0 years). In conclusion, we confirm the existence of an especially close 

interconnection between inflammation and fibrosis, especially in the CD RT 

setting, starting before engraftment and progressing after RT, and that these 

very early (potentially treatable) factors may already devise its long-term graft 

prognosis. 
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1. Trasplante renal 

La lesión inicial al riñón nativo puede tener un amplio abanico de 

manifestaciones clínicas, que van desde la hematuria asintomática a una 

insuficiencia renal terminal. Muchos pacientes se recuperan completamente de 

esa lesión inicial aunque algunos de ellos posteriormente pueden sufrir grados 

de secuela distintos y a la larga podrían desarrollar una enfermedad renal 

progresiva. 

La enfermedad renal crónica (ERC) se define por la presencia de “daño renal” 

y/o la presencia de pérdida progresiva e irreversible de la función renal, cuyo 

grado de afectación se determina con una tasa de filtrado glomerular (TFG) < 

60 ml/min/1,73m2. La disminución de la TFG permite su clasificación en 

estadios que reflejan la pérdida progresiva (por 3 meses o más) de las 

múltiples funciones del riñón y que, en último término, pueden condicionar la 

necesidad de iniciar terapia renal sustitutiva (TRS) (1). La ERC es un problema 

de salud pública que afecta aproximadamente al 10% de la población mundial, 

siendo la prevalencia en España en torno al 11% de la población adulta (2–4) y 

aunque la mayoría de veces es asintomática hasta estadios terminales, se 

asocia a un incremento exponencial de la mortalidad - fundamentalmente 

cardiovascular - desde el inicio de la enfermedad renal y que continua 

empeorando a pesar de la TRS (5–7).  

Un paciente que requiere TRS tiene ante sí tres posibilidades de tratamiento: 

hemodiálisis, diálisis peritoneal o trasplante renal (TR). En los últimos 20 años, 

el TR se ha posicionado como el tratamiento de elección para la mayoría de 

pacientes con ERC terminal en cuanto a supervivencia, mejor calidad de vida, 

menores complicaciones y mejor relación coste-beneficio frente a la diálisis 

(8)(9). Hay una evidencia acumulada de que la supervivencia con un riñón 

trasplantado excede a la supervivencia en diálisis tanto en estudios realizados 

en Europa como en series de Estados Unidos (10–14). 
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1.1 Historia del trasplante renal 
El primer TR exitoso fue realizado en Boston en el año 1954 con los Dres. 

Hatwell Harrison y Joseph Murray, haciendo el primer trasplante entre gemelos 

univitelinos (15,16). A mediados de la década de los sesenta se hicieron los 

primeros trasplantes en España iniciados en 1965 por el Dr. Gil Vernet en el 

Hospital Clínico de Barcelona, con el Dr. Antonio Caralps como nefrólogo (17).  

La experiencia acumulada, la aparición de nuevos fármacos inmunosupresores 

y el avance de técnicas quirúrgicas han hecho que el trasplante de órganos 

pase a ser una terapia consolidada con excelentes resultados en todo el 

mundo. Sin embargo, a pesar del éxito global del trasplante, todavía existen 

muchos problemas por resolver en este campo: la mortalidad de los pacientes 

sigue siendo elevada, los tratamientos inmunosupresores tienen numerosos 

efectos secundarios que limitan la calidad de vida de los receptores, y es de 

destacar que un gran número de injertos se pierden a medio y largo plazo por 

la presencia de la llamada “disfunció  cró ica del injerto” (DCI), cuya 

fisiopatología es extremadamente compleja. Además, la aplicabilidad del TR 

viene limitada por la escasa disponibilidad de riñones en relación a la demanda 

creciente de pacientes que lo necesitan. Este desequilibrio entre pacientes en 

lista de espera de trasplante renal y la disponibilidad de riñones de cadáver 

aumenta cada año.  

1.2. Tipos de Trasplante Renal 
Según el origen del donante se distinguen dos tipos: trasplante de donante vivo 

(DV) y de donante cadáver (DC). 

1.2.1. Trasplante de donante vivo 

El insuficiente número de DC para atender las necesidades de las listas de 

espera y la escasa oferta de riñones de donantes jóvenes, ha llevado en los 

últimos años a que la comunidad trasplantadora, con el apoyo de la ONT y la 

Comisión de Trasplantes de Consejo Interterritorial del SNS, esté impulsando el 

desarrollo de programas de trasplante de DV, pues se considera la mejor 

opción terapéutica para la ERC terminal debido, entre otros, a la mayor 

supervivencia del injerto. Eso se debe fundamentalmente a la estabilidad 

hemodinámica del donante, al uso de órganos obtenidos en condiciones 

óptimas con una cirugía programada y un tiempo de isquemia fría corto, la 
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optimización de la inmunosupresión y finalmente, la posibilidad de realizar el 

trasplante anticipado (sin necesidad de diálisis previa) (18–22).  

1.2.2. Trasplante de donante cadáver 

 Donantes en muerte encefálica 

Los donantes en muerte encefálica son pacientes que han sufrido algún tipo de 

daño neurológico agudo y que son diagnosticados de muerte cerebral pero sus 

órganos funcionan de manera correcta. La principal ventaja que tiene este tipo 

de donante es que habiendo fallecido el individuo, gracias a la ventilación 

mecánica y a que el corazón esta latiendo, se mantiene la perfusión de los 

órganos hasta el acto quirúrgico de la extracción, evitándose la isquemia 

caliente (23).  

La donación por muerte encefálica es aún la principal fuente de órganos para 

trasplante. Sin embargo, apenas representa el 3% de los fallecidos en un 

hospital, y la mitad no llegan a ser donantes efectivos debido a que son 

excluidos por contraindicaciones médicas o por negativa familiar la donación 

(24).  

 Donantes en asistolia 

La reducción de la mortalidad más frecuente para la donación de órganos 

(mortalidad por tráfico y por enfermedad cerebrovascular), unida a la mejoría 

en la atención al paciente crítico en general y neurocrítico en particular, está 

condicionando un descenso progresivo de la donación en muerte encefálica en 

España. De lo anterior se deriva la necesidad de desarrollar fuentes de 

órganos alternativas como la donación en asistolia (controlada o no) (25).  

La donación en asistolia no controlada o donación tipo II de la Clasificación de 

Maastricht modificada de Madrid se plantea en personas que han sufrido una 

parada cardio-respiratoria y a las que se les ha aplicado maniobras de 

reanimación cardiopulmonar sin éxito, siempre que se cumplan una serie de 

requisitos  como: edad menor a 55 años y tiempo desde la parada cardio-

respiratoria hasta inicio del Soporte Vital Avanzado (tiempo de parada) menor 

de 15 minutos (26).  

La donación en asistolia controlada o donación tipo III de la Clasificación de 

Maastricht modificada de Madrid hace referencia a la donación de órganos que 
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procedente de personas fallecidas por criterios circulatorios y respiratorios tras 

una limitación de tratamiento de soporte vital (25).  

 Donantes con criterios expandidos 

Se definió donantes con criterios expandidos (DCE) a los donantes mayores de 

60 años y a los donantes entre 50 y 60 años con al menos 2 factores de riesgo 

asociados: HTA, creatinina mayor que 1,5mg/dL y/o fallecimiento por accidente 

cerebro vascular (ACV) de origen isquémico (27). 

Consecuentemente, durante las últimas décadas se ha producido un aumento 

progresivo en la edad de los donantes. Según datos de la ONT, en el año 2014 

más del 50% de los DC tenían una edad superior a 60 años y más de un 25% 

tenían una edad superior a los 70 años (28). 

1.3 Supervivencia del trasplante renal 
Las causas principales de pérdida del injerto son la muerte del paciente con 

injerto funcionante (40%) y la denominada DCI (25%). La muerte de causa 

cardiovascular es la principal causa de fallecimiento en la población 

trasplantada siendo responsable por un 32% de los pacientes que fallecen con 

injerto normofuncionante (29).  

La supervivencia del TR es actualmente de un 90-95% al primer año, y 

aproximadamente un 80% a los 5 años y 50% a los 10 años en el caso de DC. 

Los resultados son aún mejores para los riñones de DV, siendo casi del 100% 

al año, 90% a los 5 años y 50% a los 17 años, por lo menos cuando se utilizan 

donantes genéticamente relacionados (30)(31). En Cataluña, los datos del 

Registro de la Organización Catalana de Trasplantes (OCATT) revelaron una 

gran mejoría de la supervivencia del injerto entre 1984-1989 y 2002-2009, a 

corto y medio plazo. La supervivencia al año aumentó de 78.1% a 89.4%, 

mientras que la supervivencia a los 5 años aumentó del 58.1% al 76.7% (32).  

Los resultados del TR a largo plazo han mejorado con el tiempo, y la vida 

media de los injertos y pacientes ha aumentado significativamente desde la 

década de los ochenta. Sin embargo, durante los últimos años, se ha frenado 

esta clara tendencia positiva  probablemente debido a que se ha producido un 

cambio en las características demográficas y la comorbilidad de los donantes y 

receptores (33,34). Por otra parte, se han introducido en la práctica clínica 

nuevos fármacos inmunosupresores que han permitido reducir la tasa de 
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episodios de rechazo agudo y que han permitido mejorar la progresión de la 

función el injerto, así como avances famacológicos que probablemente 

disminuyen el riesgo cardiovascular de estos pacientes (antihipertensivos, 

estatinas, etc) (34).  

Sin embargo, para seguir progresando es preciso conocer y anticiparse a las 

causas de pérdida del injerto, para lo que es necesario también conocer los 

factores clínicos que predicen la supervivencia del injerto a largo plazo. Por ello 

describimos brevemente esta asociación con diversos factores pre-trasplante 

(dependientes del donante y/o del receptor) y factores o acontecimientos 

clínicos post-trasplante.  

1.3.1. Factores de supervivencia pre-trasplante 

Es bien conocido que diversos factores clínicos relacionados con el donante 

y/o el receptor se asocian a la supervivencia del trasplante. 

Factores relacionados con el donante 

La edad del donante es uno de los principales y más importantes factores pre-

trasplante que influyen en la supervivencia del injerto a corto y largo plazo. La 

edad mayor de 60 años se ha relacionado con más incidencia de función 

retrasada del injerto (FRI), y esto es más evidente si se asocian otras 

comorbilidades del propio donante, como hipertensión arterial (HTA), diabetes 

mellitus (DM), o arterioesclerosis (35,36). Además, estos riñones añosos van a 

ser más sensibles al daño derivado de un tiempo de isquemia fría prolongado, 

y a las lesiones relacionadas con los factores dependientes del receptor o los 

acontecimientos post-trasplante (37–39).  

Como hemos comentado, más del 90% de la actividad trasplantadora en 

España se realiza a partir del DC, pero las experiencias publicadas sobre el TR 

de DV en hospitales españoles y los resultados de las grandes series de 

países con gran experiencia muestran una mayor supervivencia de este 

trasplante frente al de cadáver, implicándose tanto factores quirúrgicos, al 

tratarse de una cirugía programada, así como períodos de isquemia fría 

mínimos que influyen en la LIR. Además, estos donante están sanos y no han 

sido sometidos al daño que puede producir los fenómenos hemodinámicos e 

inflamatorios que se producen en el momento del fallecimiento (31)(40). Por 

otra parte, cuando se compararon los tipos de donante cadáver, se ha visto 
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que los DCE tienen peor supervivencia a medio y largo plazo, tanto en 

receptores jóvenes como mayores. Asimismo, los resultados de supervivencia 

son mejores cuando se acorta el tiempo de isquemia fría (41). Por otro lado, se 

ha demostrado que, a pesar de obtenerse peores resultados con este tipo de 

donantes, la supervivencia es mejor que en diálisis (8,42). Incluso, numerosos 

artículos que han comparado los trasplantes en asistolia con aquellos en 

muerte encefálica han demostrado similar supervivencia del injerto a corto y 

medio plazo.  

Para analizar cómo las distintas causas de muerte encefálica podían influir en 

el pronóstico de estos injertos se tomaron los datos del registro OPTN/UNOS 

americano con más de 80.000 pacientes trasplantados con muerte encefálica. 

En general, los donantes con traumatismo craneoencefálico (TCE) fueron más 

jóvenes y los de ACV fueron mayores y con más factores de riesgo vascular. 

Respecto a la categoría de referencia (TCE), el AVC y la anoxia cerebral 

estuvieron relacionadas con un mayor riesgo de pérdida de injerto (43).   

 

Factores relacionados con el receptor 

Numerosos factores pre-trasplante relacionados con el receptor inciden en la 

supervivencia del injerto, tales como la edad, las comorbilidades 

cardiovasculares e infecciosas, el tiempo de permanencia en diálisis y la 

histocompatibilidad del complejo mayor HLA.  

En los últimos años se ha observado un aumento del número de trasplantes en 

receptores mayores de 60 años en relación al grupo de edad más jóvenes, 

debido a la mejor evaluación de estos receptores para su inclusión en la lista 

de espera y por el uso crecente de DCE. La edad mayor de 60 años del 

receptor tiene un impacto negativo en la supervivencia del injerto debido a las 

comorbilidades asociadas a ese grupo de pacientes (44) .  

En cuanto a los factores relacionados con la diálisis, está claramente 

demostrado que el TR anticipado en el DV mejora la supervivencia del injerto y 

se asocia a una menor FRI (18,20) También la duración del tiempo de 

permanencia en diálisis previo al TR tiene una influencia negativa en la 

supervivencia del injerto a partir del sexto mes de duración, dado que con el 
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tiempo disminuye la función renal residual y empeora progresivamente la 

comorbilidad (45,46). 

La sensibilización pre-trasplante del receptor (presencia anticuerpos 

preformados) se asocia a un mayor riesgo de DCI por rechazo crónico y 

también juega un papel importante en la supervivencia del injerto. Varios 

análisis previos del registro UNOS (acrónimo de United Network for Organ 

Sharing) asocian positivamente los niveles de panel reactivo de anticuerpos 

(PRA) a una mayor incidencia de rechazo agudo y a una peor supervivencia 

del injerto (47,48). 

Por último, es necesario destacar que el trasplante de un órgano entre un 

donante y un receptor implica siempre un periodo más o menos largo de 

isquemia desde el pinzamiento de los vasos sanguíneos del órgano en el 

donante hasta la revascularización del mismo en el receptor. La deprivación de 

oxígeno y metabolitos a un órgano tiene siempre unas consecuencias 

negativas en el funcionalismo posterior del mismo se conoce como lesión de 

isquemia-reperfusión (LIR). El grado de afectación de LIR puede condicionar 

desde una disfunción inicial leve del injerto trasplantado hasta, en mayor grado, 

una FRI o una disfunción que condicione una limitación de la supervivencia del 

injerto (49). 

 

1.3.2 Factores de supervivencia post-trasplante 

Función retrasada del injerto 

El término FRI describe la disfunción del injerto renal en el período post-

trasplante inmediato. La definición concreta más utilizada es la necesidad de 

diálisis en la primera semana tras el TR (50). La FRI tiene un origen 

multifactorial y el tratamiento va a variar en función de la causa. Las maniobras 

de extracción renal, la cirugía de banco y cirugía del trasplante, contribuyen al 

daño renal y al riesgo de presentar FRI (51). Además los procesos obstructivos 

de las vías urinarias y las oclusiones vasculares también pueden ser causas de 

FRI. Sin embargo, la necrosis tubular aguda (NTA) de origen isquémico es la 

principal causa, seguida del rechazo agudo y la nefrotoxicidad por inhibidores 

de la calcineurina y/o por inhibidores de m-TOR (por las siglas en inglés 

“mammalian Target Of Rapamycin”). La edad del donante es otro factor de 
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riesgo importante para el desarrollo de la FRI, datos del Registro americano de 

trasplante (US Scientific Renal Transplant Registry) mostraron que el riesgo de 

FRI era el doble en receptores de donantes mayores de 55 años (52).   

La incidencia global de FRI es de 10-15% presentando una amplia variabilidad 

en función del tipo de donante empleado (51); siendo la incidencia más elevada 

en donante de asistolia tipo II (> 80%) y  tipo III (35-50%) así como en DCE 

(32%) (53).  

Por otra parte, los riñones procedentes de DV presentan un menor riesgo de 

presentar FRI que los procedentes de DC, con una incidencia < 10% (54,55).  

En la mayor parte de los estudios publicados se concluye que la FRI presenta 

un efecto negativo en la supervivencia del injerto a corto (50,56–58) y a largo 

plazo (51,59). 

 Factores inmunológicos 

Tradicionalmente, la histocompatibilidade HLA es el principal lastre para el éxito 

del TR, no solo a corto sino también a largo plazo. Los grandes esfuerzos 

realizados en inicialmente para controlar la respuesta inmune frente al injerto 

es lo que ha ayudado a mejorar su supervivencia. A largo plazo, la 

compatibilidad HLA-DR se ha descrito como un factor de protección para la 

supervivencia del injerto (29). 

Inmunosupresores 

El principal objetivo del TR es conseguir la mejor función renal posible durante 

el mayor período de tiempo posible. En paralelo a la evolución del TR, a lo 

largo de los años se han ido desarrollando distintas familias de 

inmunosupresores y, combinación de estos, simultánea o secuencial. Sin 

embargo, la mejoría paulatina de la inmunosupresión se ha traducido en una 

mejoria de la supervivencia del injerto censurada a los 5 años, no existiendo 

diferencias tan ostensibles en la última década (29). Por otra parte, estos 

indudables beneficios de los inmunosupresores se encuentra contrabalanceado 

en parte por la nefrotoxicidad (aguda y crónica)  de algunos de ellos. 

Disfunción crónica del injerto 

La DCI es un término altamente inespecífico que se podría definir como 

pérdida lenta y progresiva de la función renal. Es decir, se trata de un concepto 
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clínico, independientemente de los sustratos histológicos que se puedan 

encontrar en la biopsia renal y de la causa que los origine (inmunológica o no). 

La DCI influye de forma significativa en la incidencia de la ERC terminal y 

contribuye a la pérdida anual de un 3-5% de injertos. Si bien es una causa 

poco frecuente de pérdida de injerto en el primer año (< 10%), con el tiempo va 

aumentando su frecuencia, y supera el 30% como causa a los 2 años. En 

muchas ocasiones esta alteración se acompaña de proteinuria, que puede 

alcanzar el rango nefrótico y de HTA (60,61).   

Es importante resaltar que clásicamente el rechazo agudo es el mejor predictor 

de DCI. El número de episodios y la gravedad, así como los rechazos tardíos 

son factores que se han asociado a un mayor riesgo de desarrollar DCI (62,63). 

Por otro lado, en algunos estudios se ha descrito que el rechazo agudo precoz 

y en el que, tras el tratamiento, se normaliza la función renal no parece 

favorecer el desarrollo de DCI (64,65).  

Entre los factores no inmunológicos estarían las características mencionadas 

del donante a los que se sumaría el estado clínico del receptor (HTA no 

controlada, tabaquismo, dislipemia), la recurrencia de la enfermedad de base y 

otras enfermedades que suelen afectar a riñones nativos (nefropatía 

obstructiva, infecciones, HTA), así como la glomerulonefritis de novo. Los 

fármacos inhibidores de la calcineurina (ciclosporina-A/tacrolimus), debido a su 

efecto nefrotóxico, también son un factor que contribuye a la DCI. La nefropatía 

por virus BK es una causa emergente en los últimos años de DCI y se relaciona 

específicamente con la intensidad de la inmunosupresión (60,61,66,67).  

La lesión anatomopatológica característica de la DCI es similar, 

independientemente de la causa que produzca la lesión inicial. El efecto de las 

distintas citoquinas y factores de crecimiento favorece la proliferación de la 

matriz extracelular (MEC), el remodelado y la aparición y/o progresión de 

fibrosis. Los hallazgos en las biopsias de pacientes con DCI muestran fibrosis 

intersticial y atrofia tubular (FI/AT), hiperplasia vascular y/o esclerosis 

glomerular, que no son más que la expresión inespecífica de mecanismos 

comunes de “reparación” a las agresiones sobre el injerto. Su gravedad varía 

en función del número de factores lesivos, la repetición en el tiempo y la 

capacidad de reparación del riñón trasplantado (61,68) .  
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2. Biopsia renal en el trasplante 

La biopsia renal continúa siendo el método diagnóstico por excelencia de la 

patología del injerto renal (69). La actitud respecto a la indicación de la biopsia 

ha sido cada vez más proactiva y sus indicaciones son diferentes en función 

del momento del trasplante. Las biopsias del injerto se practican guiadas por 

ecografía con tasas muy bajas de complicaciones (70–73). Las series europeas 

y americanas que han publicado su experiencia cifran las complicaciones 

mayores en un 1,2-6% (74,75).  

Los principales valores de la biopsia renal en el TR residen en su capacidad 

para: a) analizar la patología previa existente en los riñones de DCE; b) 

distinguir entre las distintas causas de FRI (NTA, rechazo, nefrotoxicidad 

aguda, etc); c) distinguir la situación de rechazo agudo y crónico sobre la base 

de los criterios establecidos en las sucesivas conferencias de Banff; d) permitir 

la detección de los depósitos de C4d; e) identificar las lesiones propias de la 

nefrotoxicidad inducida por anticalcineurínicos y demás fármacos 

inmunosupresores; f) diagnosticar glomerulopatías de novo, recidivas de la 

enfermedad glomerular recurrente y nefropatías asociadas a infecciones, etc 

(76).   

 

2.1. Biopsia del donante (pre-implantacional o basal) 
  

Aunque no son realizadas sistemáticamente por motivo diversos, múltiples 

estudios han demostrado que la presencia de lesiones preexistentes en la 

biopsia del donante se asocia a la presencia de posterior rechazo agudo, a una 

peor función renal, al desarrollo de lesiones posteriores y a una supervivencia 

reducida del injerto (77–85). Incluso, se ha podido demostrar en varios estudios 

que las lesiones glomerulares, tubulointersticiales y vasculares en la biopsia 

pre-implantacionales, representan uno de los principales factores dependientes 

del donante que pueden condicionar la evolución del injerto renal (85,86). 

El interés por la realización de biopsias en el donante se ha incrementado 

significativamente durante los últimos años de forma paralela al mayor uso de 

órganos marginales provenientes de DCE. La pratica de la biopsia a estos 
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donantes subóptimos tiene como objetivo evaluar la viabilidad de los órganos y 

ayudar a indicar adecuadamente a qué receptores deberán ser implantados 

(87). Sin embargo, no existe evidencia suficiente de que la biopsia pre-

implantacional sea realmente imprescindible para seleccionar o descartar un 

riñón para su posible implante (88). Por otra parte, no hay que olvidar que la 

obtención de una muestra en tiempo cero (basal), incluso en donantes óptimos, 

es de gran ayuda para el patólogo para la correcta interpretación de lesiones 

posteriores que puedan presentarse en el receptor (89).  

En 1999, Remuzzi y cols. (90) publicaron el primer estudio prospectivo que 

evaluaba el uso de una escala cuantitativa basada en la biopsia pre-

implantacional para aceptar o descartar injertos de DCE y valorar su pronóstico 

tras el trasplante. Esta escala de Remuzzi evalúa las lesiones de las diferentes 

estructuras renales (glomérulo, túbulo, intersticio y vasos) y a cada estructura 

se le asigna una puntuación de 1 a 3, según el grado de lesión (0 = normal; 3 = 

lesión grave). La suma de las puntuaciones individuales determinará el grado 

de lesión histológica del injerto, con un máximo de puntuación de 12. De este 

modo, según la cuantificación de la puntuación se trasplanta un solo injerto 

(score menor o igual a 4), se trasplanta doble injerto (score entre 5 y 6) y se 

desestiman aquellos injertos con una puntuación muy elevada (mayores de 6). 

En dicho trabajo, los autores observaron que la supervivencia a largo plazo de 

los injertos seleccionados mediante esta escala fue significativamente superior 

en comparación con una cohorte de pacientes a los que también se habían 

implantado injertos de donantes mayores de 60 años aunque sin valoración 

histológica previa (91). 

Por último mencionar que también se considera conveniente contar con una 

biopsia del donante (estándar o expandido) en todos los ensayos clínicos y de 

investigación que incluyan biopsias de protocolo para obtener datos 

comparativos de valor pronóstico (92).  

La biopsia pre-implantacional puede obtenerse mediante biopsia cortical en 

cuña o punción con aguja gruesa, pero en la bibliografía no hay acuerdo acerca 

de cuál sería el mejor procedimiento (76).  
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2.2. Biopsias del receptor (biopsias clínicas) 
El examen histológico de la biopsia renal sigue constituyendo a día de hoy el 

método por excelencia para la identificación diagnóstica de la patología del 

injerto. Su utilidad se refleja en que más del 70% de las indicaciones de 

biopsias en pacientes trasplantados renales en nuestro país se realizan por 

motivos diagnósticos (89).  

Aunque el valor pronóstico de la biopsia renal post-trasplante está, en gran 

parte, subrogado a su capacidad para establecer un diagnóstico preciso, deriva 

en el diagnóstico de una entidad clinicopatológica concreta, sino que se 

sustituye por un diagnóstico descriptivo que incluye una larga lista de las 

lesiones más relevantes (FIAT, glomerulitis, vasculitis aislada, capilaritis, 

arteriopatía hialina, elastosis miointimal, etc.) (93). 

2.3. Biopsias de protocolo 
Las biopsias de protocolo en el trasplante renal son aquellas realizadas en 

momentos predeterminados post-trasplante, independientemente de la función 

renal. Durante mucho tiempo las biopsias de protocolo fueron consideradas 

“antiéticas”, sin embargo, en la última década, cada vez más centros 

trasplantadores (incluyendo el nuestro) realizan este tipo de biopsias. Estas 

biopsias han sido útiles para estudiar la historia natural del riñón trasplantado, 

monitorizar el estado del injerto (especialmente en pacientes de alto riesgo) y 

valorar su impacto en el pronóstico (61,94). Las biopsias de protocolo son útiles 

para investigar la existencia de lesiones subclínicas y el reconocimiento precoz 

de cambios histológicos que puedan favorecer la optimización de la 

inmunosupresión y/o en una potencial mejoría de la supervivencia del injerto. 

Por otro lado, la identificación de una histología normal en estas biopsias, 

puede informarnos sobre la seguridad de reducción de la inmunosupresión o el 

uso de nuevos inmunosupresores menos tóxicos (95–97). 

Los primeros estudios con biopsias de protocolo se realizaron a finales de los 

años 70 y principios de los 80 con el objetivo principal de valorar si los 

episodios de rechazo agudo se podrían predecir por lesiones histológicas que 

aparecieran antes del deterioro de la función renal o aparición de proteinuria 

así como también evaluar si los injertos estables tenían una histología normal 

(98). 
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Posteriormente, el interés se desplazó rápidamente al estudio de las lesiones 

crónicas. Por ejemplo, en la década de 90, Serón y cols. describieron la 

prevalencia de Nefropatía crónica del injerto (NCI) en un 42% en biopsias de 

protocolo (70). La introducción de los criterios de Banff facilitó el uso de un 

sistema de clasificación común para la patología del aloinjerto renal que 

también se aplicó a los estudios de biopsias de protocolo (99). Aún durante los 

años 90, Rush y cols. introdujeron el termino rechazo celular subclínico (RCS)  

para referirse a injertos estables que mostraban un infiltrado intersticial y 

tubulitis en la biopsia, definiendo RCS como la presencia de un aumento menor 

de 10% de la creatinina plasmática asociada a lesiones histológicas de rechazo 

agudo según la clasificación de Banff (100). En estudios de biopsias de 

protocolo, se ha demostrado que la prevalencia de RCS es máxima durante los 

tres primeros meses (29%), disminuye progresivamente hasta el primer año 

post-trasplante, y persiste en un pequeño número de pacientes después del 

primer año (101). La presencia de RCS en biopsias de protocolo ha sido 

consistentemente asociada a la progresión de FI/AT apoyando que la 

inflamación intersticial persistente es perjudicial para el aloinjerto y la FI/AT 

están relacionadas y son perjudiciales para el aloinjerto (102–105). De hecho, 

hoy en día existe evidencia de que las biopsias de protocolo constituyen una 

medida subordinada de la supervivencia del injerto (95).  

Más recientemente se ha demostrado también que las biopsias de protocolo 

permiten también el diagnóstico precoz del rechazo mediado por anticuerpos, 

la recurrencia de la enfermedad primaria, las glomerulonefritis de novo o la 

nefropatía por polioma en pacientes que no presentan proteinuria significativa 

ni deterioro de la función renal (106).  

 

Finalmente, como en el proyecto de esta tesis, las biopsias de protocolo 

podrían ser una herramienta valiosa para futuros estudios que evalúen a 

distintos niveles mecanismos de lesión que podrían ayudar en el futuro a 

diseñar estrategias terapéuticas para mejorar la supervivencia a largo plazo del 

injerto 

2.4. Cambios anatomopatológicos y valor pronóstico 
En las primeras publicaciones sobre biopsias de donantes se vió que las 

lesiones glomerulares fueron las que mejor se correlacionaban con la 
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supervivencia del injerto (107). En estudios posteriores se ha establecido que 

las lesiones vasculares y tubulointersticiales crónicas también presentaban un 

importante significado pronóstico (108).  

Hace más de diez años, Nankivell y cols. demostraron una dinámica temporal 

en el curso de lesiones histológicas en muestras de biopsia de protocolo 

tomadas regularmente desde el momento del trasplante hasta 10 años 

después. La historia natural del daño histológico del aloinjerto renal parece así 

incluir una primera etapa caracterizada por inflamación tubular-intersticial que 

es máxima durante los primeros meses y tiende a disminuir a partir de 

entonces pero que no desaparece en algunos pacientes. Después de la 

inflamación, se produciría un daño intersticial en los túbulos que aparecerían 

unos pocos meses después del trasplante y y que en su descripción afecta al 

94,2% de los pacientes en 1 año, seguido posteriormente de una fase posterior 

de NCI definida por hialinosis arteriolar y glomeruloesclerosis (61).  
 

Entre los distintos componentes asociados al pronóstico renal destacamos: 

2.4.1 Infiltrado inflamatorio intersticial: 

El infiltrado inflamatorio intersticial, habitualmente acompañado de tubulitis de 

mayor o menor intensidad, es la lesión fundamental que se observa en el 

rechazo agudo o crónico mediado por células T (109) y junto a la isquemia 

mantenida es el principal desencadenante de la FIAT que, en mayor o menor 

grado, afectan a la gran mayoría de los injertos renales durante su evolución. 

De hecho, Nankivell y cols. constataron que el infiltrado de células 

mononucleadas en las áreas con lesión tubulointerticial se correlacionaba con 

la fibrosis intersticial crónica, con las puntuaciones de Banff y, de forma aún 

más importante, predecía la progresión histológica de las lesiones (101).  

2.4.2 Tubulitis 

La tubulitis es una lesión casi siempre subordinada al diagnóstico de rechazo 

agudo o crónico y, por tanto, apenas hay estudios donde se haya evaluado de 

forma independiente en su relación con el pronóstico a largo plazo del injerto. 

De todos modos, la presencia de tubulitis influye muy notablemente en la 

supervivencia a largo plazo del injerto, ya que la intensidad de la inflamación es 

el predictor más importante de la progresión de la enfermedad (110). 
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2.4.3 Arteritis intimal 

La gravedad de la endarteritis intimal en la gradación de Banff para el rechazo 

agudo mediado por células T es quizás el factor independiente de mayor riesgo 

para la supervivencia del injerto (111). Además, su asociación muy frecuente 

con anticuerpos positivos frente al riñón del donante sugiere fuertemente que la 

endarteritis es, al menos en parte, un componente esencial de las formas 

humorales de rechazo agudo y crónico (112). 

2.4.4 Glomerulitis y/o capilaritis peritubular 

Los infiltrados inflamatorios microvasculares históricamente han estado 

vinculados a una mala evolución del injerto y al desarrollo de rechazo agudo 

humoral y glomerulopatía del trasplante, más aún cuando en la conferencia de 

Banff celebrada en 2013 se ha aceptado la existencia de rechazo humoral 

mediado por anticuerpos negativo para depósitos de C4d. Estudios previos han 

demostrado que las lesiones microcapilares con glomerulitis y tubulitis tienen 

valor pronóstico superior al depósito de C4d a la hora de evaluar la rápida 

evolución del injerto hacia la ERC (113). 

2.4.5. Necrosis tubular aguda 

Recientemente se ha publicado un interesante estudio multicéntrico 

demostrativo de que la NTA presente en la biopsia preimplantación del riñón 

del donante no tiene ninguna consecuencia sobre su supervivencia a largo 

plazo (114). Sin embargo, en el caso de los signos de necrosis tubular que 

aparecen tardíamente en el injerto, la interpretación es bien distinta, puesto que 

estas lesiones frecuentemente se asocian a rechazo agudo humoral o infección 

crónica por virus del polioma (115).  

2.4.6. Fibrosis intersticial y atrofia tubular 

Las características histopatológicas comunes de fracaso renal incluyen la 

FI/AT, los diversos grados de glomeruloesclerosis y la hialinosis arteriolar. La 

FI/AT es la lesión más común en el TR. En biopsias de protocolo obtenidas en 

el primer año post-trasplante se ha demostrado un rápido aumento en la 

prevalencia de FI/AT. Nankivell y cols. demostraron que, en comparación con 

biopsias realizadas a las 1-2 semanas del trasplante, la FI/AT aumentó diez 
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veces al primer año post-trasplante y, con menor incremento durante los 9 años 

posteriores (116). 

La presencia de FI/AT en biopsias de protocolo de TR es un predictor 

independiente de la supervivencia del injerto. Así, la detección de FI/AT en 

biopsias de protocolo de injertos estables, realizadas a los 3-6 meses post 

trasplante, se ha correlacionado con la disfunción y posterior pérdida del injerto 

(116,117). En biopsias de protocolo practicadas al año,  la prevalencia es aún 

más alta y también  predice la pérdida del injerto (118) especialmente cuando 

se asocia a lesiones de rechazo subclínico. 

Una de las series más amplias en cuanto al número de casos (n=435) de F. 

Moreso y cols. (119), mostró en la biopsias de protocolo practicadas en los 6 

primeros meses post-trasplante y con un seguimiento de 9 años de media, que 

los pacientes que presentaban rechazo subclínico asociado a FI/AT (n=65) 

tenían casi el doble de riesgo de presentar disfunción del injerto que los 

pacientes que presentaban una biopsia normal (n=186), una biopsia con 

rechazo subclínico aislado (n=74) o con FI/AT aislada (n=110). Estos datos 

sugerirían que el efecto de la FI/AT sobre la supervivencia a largo plazo está 

modulado por el rechazo subclínico.  

Mediciones de la FI/AT 

Varios estudios han demostrado que cuantificar la FI/AT puede ayudar a 

pronosticar la función renal en injertos y en riñones nativos, por ejemplo con 

Nefropatía IgA (120,121). De este modo, la FI/AT se podría considerar como el 

mejor marcador histológico de lesión renal crónica (122,123). Sin embargo, hay 

muchas incertidumbres sobre la mejor manera de medirla y si los diferentes 

métodos disponibles para la medición son contundentes, reproducibles y si se 

correlacionan con los análisis histológicos convencionales (124).  Además, las 

medidas de la FI/AT raramente tienen en cuenta el tipo celulas que componen 

las áreas fibróticas (fibrosis cualitativa), y cómo esto podría reflejar la duración 

del proceso fibrótico y/o su potencial de reversibilidad u otras características 

biológicas inherentes a la fibrosis (125). 
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Métodos cuantitativos 

La tinción tricrómica de Masson es el método más extendido, fácil y barato, que 

se usa a menudo junto a otras tinciones histológicas convencionales para 

evaluar el contenido de colágeno en el intersticio. Es un método muy usado 

tanto en la practica clínica como para la investigación. Sin embargo, algunos 

estudios demostraron que esa técnica puede tener una pobre reproducibilidad y 

poca sensibilidad a niveles más finos de fibrosis (125). 

La inmunohistoquímica del colágeno III es probablemente la tinción para 

cuantificar fibrosis menos utilizada y por lo tanto tiene poca validación clínica. 

Como discrimina las moléculas de colágeno, proporciona una señal muy 

discreta, sin embargo tiene la ventaja de prestarse a análisis de imágenes 

computarizadas (125).  

La tinción Sirius Red (SR) se examina bajo luz polarizada y no polarizada. 

Cuando observado bajo luz polarizada es específico para los tipos de colágeno 

I y III, que representan respectivamente el 80 y 20% del colágeno total 

sintetizado por los fibroblastos (126). En las biopsias renales, la tinción de SR 

se ha cuantificado mediante análisis de imagen computarizado y se 

correlacionó con la función renal en el momento de la biopsia: en distintos 

tiempos y distintas glomerulopatías (127). Una serie publicada de 68 biopsias 

de protocolo demostró que la evaluación cuantitativa de FI/AT en biopsias 

teñidas con SR y analizadas bajo luz polarizada se correlacionaba 

signifcativamente con la pérdida del injerto a los 6 meses. J Am Soc Nephrol 

2003; 14: 1662–1668. Por otro lado, Díaz Encarnación et al. encontraron 

correlación entre el SR-no polarizado y la función renal en el momento de la 

biopsia de diagnóstica de la NCI, y concluyeron que los métodos análisis 

digitales computarizado presentaban una precisión variable en la cuantifición 

de FI/AT (128). El SR no es ampliamente utilizado y está sujeto a discrepancias 

entre mediciones polarizadas y no polarizadas. Además, actualmente se carece 

de estudios para probar la reproducibilidad de esta metodología entre distintas 

instituciones. Se tarda mas tiempo, requiere más tiempo y es más costoso que 

la tinción tricrómica para valorar fibrosis (125).  
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2.5. Clasificación de Banff para la patología del trasplante 
Como se ha mencionado anteriormente, la biopsia renal aporta información 

muy valiosa en términos de evaluación diagnóstica y pronóstica. En esta línea, 

a partir de los avances en el conocimiento de los mecanismos fisiopatológicos 

involucrados en el daño del injerto renal, la clasificación de Banff y sus 

actualizaciones permiten unificar de modo universal las lesiones 

anatomopatológicas bajo una misma nomenclatura, cuando previamente no 

tenían un valor diagnóstico ni pronóstico claro, por lo que se ha convertido en 

una herramienta fundamental para la evaluación de las biopsias de los injertos 

renales (99,129–131). La primera reunión de patólogos y nefrólogos expertos 

en patología del TR fue celebrada en Banff (Canadá) en 1991. Al principio, el 

único diagnóstico que tenía relevancia y tratamiento era el rechazo agudo. En 

las reuniones posteriores, se han actualizado las categorías diagnósticas, 

adaptándolas a los avances en el conocimiento de la fisiopatología de la 

pérdida del injerto y definiendo mejor el daño mediado por anticuerpos (129–

132).  

La clasificación de Banff  2013 permitió obtener un diagnóstico histológico 

específico en el 95% de las biopsias, reflejando el alto rendimiento diagnóstico 

que tienen las biopsias realizadas por indicación (133).  

En base a un minucioso análisis estadístico los autores propusieron un sistema 

de puntuación que tenía en cuenta parámetros agudos como la glomerulitis (g-

score), la inflamación intersticial (i-score), la tubulitis (t-score), la arteritis intimal 

(v-score) y la capilaritis peritubular (ptc-score); así como también criterios de 

cronicidad como glomeruloesclerosis (cg-score), el grado de fibrosis intersticial 

(ci-score), la atrofia tubular (ct-score) y el daño vascular crónico (cv-score), 

todos ellos evaluados de acuerdo con el grado de la lesión (129–131,133). 

 

A modo de conclusión, la introducción en los últimos años de los criterios de 

Banff ha permitido disponer de una herramienta reproducible, con una elevada 

correlación clínico-patológica e internacionalmente aceptada para la 

descripción de las lesiones agudas y crónicas del injerto renal. De hecho, 

estudios previos confirman la significativa asociación entre la Clasificación de 

Banff y supervivencia del injerto (134,135).  
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3. Inflamación  

Aunque los signos de la inflamación ya aparecían descritos en un papiro 

egipcio (3000 aC), fue Celsus en el siglo 1dC, el primero que describió los 

cuatro signos cardinales de la inflamación: rubor, tumor, calor y dolor. 

Posteriormente, Virchow añadió el quinto signo clínico en 1859, la pérdida de la 

función (functio laesa) (136).  
 

La inflamación debe entenderse fundamentalmente como una respuesta de 

carácter protector cuyo objetivo final es librar al organismo de la causa inicial 

de la lesión celular y de las consecuencias de la misma. Al mismo tiempo, inicia 

una cadena de fenómenos moleculares, celulares y vasculares que, dentro de 

lo posible, reparan y reconstruyen el tejido lesionado. La respuesta inflamatoria 

está muy relacionada con el proceso de reparación que, cuando progresa 

durante un período prolongado de tiempo puede dar lugar a la aparición de 

cicatrices del parénquima con desfiguración anatómica y funcional. De ese 

modo, los procesos de inflamación pueden ser perjudiciales.  
 

3.1 Inflamación aguda 
La inflamación aguda es una respuesta inmediata a un daño tisular con una 

duración que oscila entre minutos, horas o pocos días. Sus características 

principales son el aumento de flujo sanguíneo y el incremento de la 

permeabilidad vascular (edema), acompañado de la migración de leucocitos 

(predominantemente neutrófilos) y de la activación del endotelio, lo que implica 

un aumento de expresión de moléculas de adhesión, así como un aumento de 

la expresión de citoquinas y quimiocinas que atraen leucocitos al foco de 

inflamación. Comienza así el proceso por el cual los leucocitos atraviesan la 

pared del endotelio y se incorporan al tejido dañado para combatir el origen de 

la lesión. Este proceso consta de 4 fases: marginación, rodamiento, adhesión a 

células endoteliales de los vasos y salida al espacio extravascular (136).  

Los neutrófilos predominan en el infiltrado inflamatorio durante las primeras 6 a 

24h y luego desaparecen por apoptosis a las 24 a 48hs para posteriormente 

ser sustituidos por monocitos que permancien más tiempo.  
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En este proceso de extravasación leucocitaria podemos distinguir 5 clases de 

moléculas implicadas: integrinas, inmunoglobulinas que actúan como 

moléculas de adhesión (como ICAM-1 y VCAM-1),  selectinas,  receptores de 

quimiocinas y otros como E-cadherina. 

Muchas variables pueden modificar el proceso básico de inflamación, incluida 

la intensidad, la naturaleza y la localización de la lesión, el tejido afectado y la 

capacidad de respuesta. La inflamación aguda puede evolucionar de las 

siguientes 4 formas (Figura 1):  

➢ Resolución completa: es la situación más habitual e ideal y ocurre cuando 

se neutraliza el estímulo lesivo de manera que la lesión se limita. La 

destrucción tisular ha sido escasa y el parénquima pudo regenerarse.  En 

este proceso participan los linfocitos y fagocitos. 

➢ Formación de absceso: particularmente se forman en las infecciones por 

piógenos.  

➢ Inflamación crónica: progresión de la lesión tisular por persistencia del 

estímulo lesivo.  

➢ Fibrosis: Sucede tras una destrucción tisular sustancial, cuando la lesión 

inflamatoria afecta a tejidos que no pueden regenerarse o cuando el 

exudado no es reabsorbido de forma adecuada. La cicatrización se 

produce mediante formación de tejido conjuntivo.  
 

 
Fig. 1: Formas de evolución de la inflamación aguda. Adaptada de  

Patología Estructural y funcional. Robbins, sexta edición, capitulo 3.  
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3.2 Inflamación crónica 
En contraste con las reacciones inflamatorias agudas, que se caracterizan por 

la rápida resolución de los cambios vasculares, edema e infiltración neutrofílica, 

la inflamación crónica se define como una reacción prolongada que persiste 

durante varias semanas o meses. En ella se pueden observar simultáneamente 

signos de inflamación activa persistente, de destrucción tisular y de intentos de 

reparación.  

 La inflamación crónica se caracteriza por la infiltración de células 

mononucleares (macrófagos, linfocitos y células plasmáticas), destrucción 

tisular y por el intento de reparación (angiogénesis y fibrosis), en el que los 

linfocitos son estimulados por el contacto con el antígeno para producir 

linfocinas que activan los macrófagos. Las citoquinas de los macrófagos 

activados, a su vez, estimulan los linfocitos, estableciendo así el escenario para 

la persistencia de la respuesta inflamatoria (136). 

De este modo, a diferencia la inflamación aguda en la que los macrófagos 

desaparecen después de eliminar el agente lesivo; en la inflamación crónica, 

los macrófagos proliferan y persisten creando ciclos de retroalimentación 

positiva.  

3.3 Reparación 
Cuando las causas de la agresión han desaparecido o han sido eliminadas por 

la propia respuesta inflamatoria, se inician los procesos de reparación. El 

intento de reparación del daño tisular se consigue sustituyendo las células 

parenquimatosas no regeneradas por tejido conjuntivo, pudiéndose producir 

con el tiempo fibrosis y cicatrización, un mecanismo crucial para la 

supervivencia. Para ello son necesarias una membrana basal íntegra y la 

capacidad de la célula endotelial de migrar, proliferar y diferenciarse. Aunque 

inicialmente beneficioso, el proceso de reparación puede llegar a ser 

patogénico si continúa sin control, dando lugar a la remodelación tisular 

excesiva y la formación de tejido cicatricial.  
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3.4 Inflamación y Donante Renal: LIR 
La inflamación del injerto renal puede tener diversas etiologías, incluyendo el 

daño causado por la LIR (las maniobras de extracción renal, la cirugía de 

banco y cirugía del trasplante), las infecciones, los mecanismos de rechazo, y/o 

los inmunosupresores nefrotóxicos. 

En el caso de la lesión tisular antes de la implantación del injerto, los 

mecanismos que se ponen en marcha durante la LIR producen una respuesta 

inflamatoria con infiltración y activación de linfocitos, liberación de citocinas y  

aumento de la expresión de antígenos HLA de clase I y II.  

De este modo, se produce en primer lugar el daño isquémico que, con la 

disminución del aporte de oxígeno, da lugar a una serie de alteraciones en el 

medio interno como la inhibición del metabolismo oxidativo y la activación de la 

glucolisis anaeróbica que generan una activación de enzimas líticas y 

desencadenan reacciones que producen radicales de oxigeno (137). Todo ello 

produce un estrés oxidativo con liberación de citocinas inflamatorias (IFN-γ, 

IL1β, IL-12 y TNF-) que generan una vasoconstricción renal grave y una 

disfunción endotelial (138). La respuesta inflamatoria inicial estimula la 

expresión de moléculas de adhesión de leucocitos (ICAM-1 y VCAM-1), de 

quimiocinas (como MCP-1), que promueven la migración e infiltración de 

leucocitos en el riñón (139). El resultado final de la compleja interacción entre 

radicales de oxígeno, quimioquinas y citocinas, factores del complemento, 

receptores de adhesión y leucocitos es un proceso inflamatorio que finalmente 

daña las células epiteliales tubulares. 

En respuesta a la isquemia renal, se activan los mecanismo de reparación. En 

la siguiente fase de reperfusión del órgano se encuentran las células-T Natural 

Killer (NK), productoras de IFN-γ, y los neutrófilos (respondedores precoces). 

Posteriormente, los monocitos infiltran el riñón lesionado tras los neutrófilos 

aproximadamente a las 24 horas después de la reperfusión, y rápidamente se 

diferencian en macrófagos que proliferan durante la fase de reparación tisular 

para recuperar la función renal (140,141). En el caso de que no se corrija la 

inestabilidad hemodinámica del donante, estos procesos se amplifican y 

conducen finalmente a una peor función de estos injertos tras la reperfusión 

(142). 
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La mejoría en la comprensión de la fisiopatología de la LIR ha contribuido al 

desarrollo de estrategias para disminuir las tasas deFRI, que se han centrado 

en el manejo del donante, adquisición de órganos y técnicas de preservación, 

gestión de fluidos y agentes farmacológicos al receptor.  

3.5. Citoquinas pro-inflamatorias 
Son innumerables las publicaciones existentes que tratan sobre los mediadores 

y las vías de señalización implicadas en los mecanismos de lesión inflamatoria 

inducidas durante todo el proceso del TR e incluso ya iniciados con el 

fallecimiento del donante, por lo que nos limitaremos a realizar una exposición 

breve de los aspectos fundamentales de aquéllos relacionados con los análisis 

practicados en esta tesis doctoral.  

3.5.1 Interferón-gamma (IFN-γ) 

El IFN-γ es una glicoproteína producida por linfocitos T y por células NK en 

respuesta a la IL-12 y al TNF- (143)  La transducción de la señal por el 

receptor del IFN-γ viene dada por unas tirosin-quinasas asociadas a un 

receptor de la familia Janus (JAK quinasas) que una vez activadas, fosforilarán 

residuos de tirosina intracelulares del receptor, creando así un lugar de 

reconocimiento para los dominios de STAT1 (factor de transcripción que activa 

la transcripción de distintos genes que codifican proteínas inflamatorias) 

(144,145). Todas las células del organismo poseen receptores específicos para 

el IFN-γ pero sus células diana por excelencia son los monocitos y los 

macrófagos, para los cuales representa el principal factor inductor de la 

activación clásica (146).  

El IFN-γ induce la expresión de la oxido nítrico sintetasa (iNOS), la generación 

de intermediarios reactivos del oxígeno, aumenta la expresión de moléculas de 

adhesión (ICAM-1, VCAM-1) (147), de quimiocinas (MCP-1), así como induce 

la síntesis y secreción de citocinas proinflamatorias, tales como TNF-α, IL-1β, 

IL-6 e IL-12, así como de componentes del sistema del complemento (143). Por 

otra parte, existen varias citocinas o moléculas capaces de inhibir la producción 

de IFN-γ por las células presentadoras de antígenos (CPA) como el IFN-, 

TGF-β, IL-10, los glucocorticoides o las citoquinas de tipo Th2 (IL-4 y IL-13) 

(143,146). 
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3.5.2 Interleucina-1 y factor de necrosis tumoral alfa  

La Interleucina-1 (IL1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-) se producen 

como respuesta a infecciones o cualquier tipo de lesión o estrés, y son 

mediadores clave en la respuesta inflamatoria aguda. Ambas citoquinas son 

potentes inductores de la actividad del factor de transcripición NF-κB (148).  

La IL-1 es una citoquina producida principalmente por macrófagos M1 

activados y también por células dendríticas en respuesta al TNF-. La 

activación del receptor de la IL-1 (IL1R) en las células del endotelio vascular 

produce un aumento de la expresión de moléculas de adhesión e inicia o 

incrementa la infiltración de linfocitos y monocitos hacia los tejidos inflamados. 

La IL-1 es también un factor quimiotáctico de leucocitos, linfocitos y monocitos. 

Otros efectos proinflamatorios de la IL-1 incluyen la activación de las células T 

y la producción de prostaglandinas y metaloproteasas de la matriz por 

macrófagos y fibroblastos (149,150).  

El TNF-α también es una citoquina producida principalmente por macrófagos 

M1 activados, y su acción es producir activación local del endotelio vascular y 

liberación de óxido nítrico (NOS) con la consiguiente vasodilatación, 

provocando la activación de los linfocitos T y B. Sin embargo, esta citoquina 

también participa en los procesos de inflamación crónica y ha sido ampliamente 

estudiada como diana de tratamiento de enfermedades inflamatorias crónicas 

como el lupus eritrematoso sistémico, la artritis reumatoide y la enfermedad de 

Crohn (151–153).   

 

4. Fibrosis  

En la curación normal de las heridas, la inflamación es una respuesta precoz 

beneficiosa; sin embargo, la inflamación no resuelta después de una lesión 

crónica es un hilo conductor implacable de fibrogénesis, ya que crea un círculo 

vicioso de inflamación, daño tisular y fibrosis. Por ello, las enfermedades 

fibróticas tienen en común un estímulo inflamatorio persistente representado 

por las interacciones sostenidas linfocito-monocito que inducen la producción 

excesiva de factores de crecimiento, enzimas proteolíticas y citocinas 

fibrogénicas. De este modo, la inflamación no resuelta desencadena la 

https://es.wikipedia.org/wiki/Infecci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Estr%C3%A9s
https://es.wikipedia.org/wiki/Inflamaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Citocina
https://es.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fago
https://es.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fago
https://es.wikipedia.org/wiki/Endotelio
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93xido_n%C3%ADtrico
https://es.wikipedia.org/wiki/Linfocito
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produción de matriz extra-celular (MEC) a través de las células efectoras 

fibrogénicas de origen mesenquimal como fibroblastos, fibrocitos, pericitos y 

miofibroblastos derivados de la transición epitelio-mesenquimal (TEM), 

estimulando la deposición de elementos del tejido conectivo y que a su vez 

remodela y destruye progresivamente la arquitectura tisular normal (154–157).  

4.1 Transición Epitelio-Mesenquimal 
La TEM es un conjunto de eventos celulares y moleculares que se caracteriza 

por la pérdida de adhesión de las células epiteliales, reflejada por la 

disminución de la expresión de E-cadherina, y la conversión de células 

epiteliales en células mesenquimales. Este evento sucede durante el desarrollo 

embrionario de los vertebrados y se mantiene silente en la etapa adulta de los 

organismos. Sin embargo, la TEM puede reactivarse en enfermedades 

inflamatorias crónicas, siendo un proceso potencialmente destructivo si no es 

adecuadamente controlado (158,159).  

Durante la TEM, las células epiteliales tubulares adquieren un fenotipo 

mesenquimal con propiedades migratorias e invasoras que permiten su 

desplazamiento a través de la MEC e invadir los tejidos adyacentes como el 

espacio intersticial (160,161).  

De este modo, la TEM de las células epiteliales (en general) es un factor 

importante en la fisiopatología de la cicatrización de las heridas y la reparación 

de tejidos. Parece ser un proceso reversible, potencialmente determinado por 

las células supervivientes para facilitar la repoblación de la zona de lesión con 

nuevo epitelio funcional (162). Sin embargo, como se ha mencionado con 

anterioridad, este proceso puede comprometer la integridad mecánica y 

fisiológica del tejido, y su inducción inapropiada tiene consecuencias deletéreas 

(163,164). 

Normalmente las células epiteliales se encuentran unidas entre sí por uniones 

adherentes constituidas por proteínas como E-Cadherina (expresadas en estas 

células) y cateninas que están conectadas con el citoesqueleto de actina. Por 

otra parte, las células mesenquimales no están polarizadas y carecen de 

uniones intercelulares, de tal manera que pueden moverse como células 

individuales a través de la MEC (160,165). En este sentido, la TEM se inicia 

con la disociación de las uniones intercelulares (como resultado de la 

https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas_epiteliales
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lulas_epiteliales
https://es.wikipedia.org/wiki/Vertebrados
https://es.wikipedia.org/wiki/Actina
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disminución de la expresión de dichas moléculas de adhesión) y con la pérdida 

de la unión célula-célula. Son muchos los factores de transcripción que pueden 

inhibir la expresión génica de E-cadherina y que, por tanto, pueden ser 

considerados como inductores de TEM, tales como Snail-1 (analizado en esta 

Tesis Doctoral), Snail-2, ZEB1, ZEB2, E47 y KLF8 (160,161,166).   

Fenotípicamente, la TEM se suele definir por la pérdida de marcadores 

epiteliales típicos, como la E-cadherina mencionada, mientras que se inicia la 

expresión de marcadores mesenquimales, como N-cadherina, fibronectina, 

vimentina (163–165,167). Snail es un factor de transcripción que mediaría la 

TEM por infraregulación de moléculas de adhesión como E-cadherina e 

incrementaría marcadores mesenquimales como los mencionados (vimentina, 

fibronectina y metaloproteinasas). Posteriormente, las células mesenquimales 

producto de la TEM aumentan la expresión α-SMA incrementando su 

capacidad migratoria a través de la MEC (168,169).  

Las células mesenquimales son, a su vez, fuente abundante de proteínas de 

señalización que actúan sobre las células epiteliales, incluyendo los factores de 

crecimiento epidérmico (EGF). Los fibroblastos también pueden contribuir al 

remodelado de la MEC sintetizando y organizando nuevos componentes a 

través de la producción de metaloproteinasas (MMPs), enzimas degradantes 

de la matriz (158,159).  

En la última etapa de la TEM, las células adquieren la capacidad de degradar 

la membrana basal y de invadir el estroma fibrótico mediante la sobreexpresión 

de las MMPs y la remodelación del citoesqueleto. La expresión de receptores 

de integrinas (unen células con MEC) y la activación continua de las MMPs 

conducen a la descomposición de la membrana basal y a la migración celular 

(159) (Figura 2).  



 51 

 
Fig 2: Eventos celulares de la TEM : La figura muestra las fase de TEM: la 

pérdida de adherencia célular entre las células epiteliales ( E-cadherina), seguido 

del aumento de la expresión de marcadores de células mesenquimales 

productoras de MEC. Finalmente, se observa la regulación a través de las MMPs y 

la descomposición de la membrana y migración celular. Reproducido de Aroeira, 

JASN, 2004.  

 

4.2 Fibrogénesis: Síntesis y degradación de la matriz extracelular 
Hoy sabemos que la MEC es esencial para los organismos pluricelulares 

puesto que no sólo permite la adhesión de las células para formar tejidos sino 

que además aporta propiedades mecánicas a los tejidos, mantiene la forma 

celular, permite la comunicació  intercelular, forma “sendas” por las que se 

mueven las células, modula la diferenciación y la fisiología celular, secuestra 

factores de crecimiento, etcétera (170). La composición molecular de la MEC 

es típica de cada tejido y sus componentes son renovados continuamente por 

las células que la producen. Esto supone que la MEC está en constante 

renovación. La MEC está formada por muchos componentes distintos 

interconectados en los que destacamos, aparte de los proteoglicanos y 

glucosaminglicanos, proteínas estructurales (como el colágeno) y proteínas de 

adhesión (como la fibronectina). Tal variedad de componentes requieren toda 

una familia de enzimas reguladoras de la degradación de la MEC [las MMPs 

(endopeptidasas)] y, como contrapartida, existen muchas moléculas 

endógenas capaces de inhibir su acción como los inhibidores tisulares de las 
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metaloproteinasas (TIMP por su acrónimo inglés), aunque también hay 

inhibidores plasmáticos (171). Se ha descrito también, por ejemplo, que los 

genes asociados al factor de transcripción Snail activan algunas MMPs 

importantes como MMP2 o MMP9 (172,173), entre otras, que intervienen en la 

degradación de diversas moléculas de la MEC, incluyendo varios tipos de 

colágeno (174). Es fácil entrever por tanto que el balance entre producción y 

degradación adecuada de la MEC es importante.  
 

La expresión y síntesis de proteínas por las células productoras de MEC se 

controla principalmente a nivel de transcripción génica en respuesta a diversas 

señales extracelulares profibrogénicas como TGF-β1, CTGF, PDGF, FGF2 (ver 

abreviaturas) y angiotensina II (175,176) sintetizadas fundamentalmente por 

macrófagos profibróticos M2  y otras células que inducen la proliferación celular 

y la síntesis de la MEC. 

Diversas células efectoras de fibrosis (entre las que destacan los fibroblastos y 

los miofibroblastos) inducen un exceso de deposición de la MEC en respuesta 

a las citoquinas, quimiocinas y las otras moléculas de señalización segregadas 

por células tubulares e intersticiales que son responsables del proceso de 

fibrogénesis (177–181) (Figura 3).  

 

 
Fig. 3: Mostra el inicio del proceso fibrótico, los miofibroblastos responden a factores de 
crecimiento, factores plasmáticos y macrófagos y producen MEC. Reproducida de Duffield 

S et al. J Clin Invest. 2014 
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Los miofibroblastos son una población única de células que aparecen de novo 

en el intersticio renal durante la fibrosis (182) con características intermedias 

entre un fibroblasto y una célula de músculo liso (Figura 4). Se caracterizan por 

la expresión de proteínas de músculo liso, incluyendo la actina de músculo liso 

(α-SMA), una proteína de fibra de estrés que facilita el aumento de la 

contractilidad (179). La expresión de α-SMA se correlaciona con su activación 

de modo que, cuando los miofibroblastos están activados, dejan de proliferar y 

empiezan a sintetizar grandes cantidades de MEC (183–185). Aunque muchos 

tipos de células renales son capaces de producir MEC, tales como fibroblastos, 

células tubulares epiteliales, células del músculo liso vascular y algunos 

subtipos de macrófagos, los miofibroblastos son consideradas las principales 

células productoras de MEC incluyendo la fibronectina y algunos colágenos 

(182,186,187). La contracción de estas células contribuye a la distorsión de la 

arquitectura del parénquima, promoviendo la patogénesis y el  fracaso 

funcional de los tejidos y órganos (188).  

 
Fig 4. 

 

Contrariamente a la percepción generalizada de que el tejido cicatricial es 

permanente, las evidencias actuales disponibles apuntan a la naturaleza 

altamente plástica de la fibrosis y que ésta puede que no se trate de una 

"cicatriz" irreversible, sino un componente de tejido remodelado de forma activa 

que podría, bajo ciertas circunstancias, regresar (189). 
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5. Macrófagos  

Es bien sabido que los macrófagos están presentes en el riñón sano y que se 

encuentran en mayor cantidad en el riñón “dañado”, donde actúan como clave 

en los procesos de inflamación, daño renal progresivo y fibrosis. 

5.1 Origen de los macrófagos 
El sistema mononuclear fagocítico está constituido por células procedentes de 

la médula ósea muy relacionadas entre sí, entre las que se encuentran los 

monocitos de la sangre y los macrófagos de los tejidos. Estos últimos están 

distribuidos de forma difusa en el tejido conjuntivo, o bien se agrupan en 

algunos órganos con distintas funciones, como el hígado (células de Kupffer), 

en el bazo y ganglios linfáticos (histiocitos sinusales), o los pulmones 

(macrófagos alveolares) (190).  

La transformación desde las células precursoras de la médula ósea hasta los 

macrófagos tisulares está regulada por diversos factores de crecimiento, tales 

como el factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) y el factor 

estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF). El 

crecimiento y diferenciación de los macrófagos también depende de las 

citocinas, como las interleucinas IL-1, IL-3 e IL-6, de las moléculas de adhesión 

y de las interacciones celulares (191,192) (Figura 5). 
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Fig. 5: Proceso de diferenciación de los macrófagos: La transformación de las células 

precursoras de la médula ósea en monocitos está regulada por  M-CSF, GM-CSF y por otras 

citoquinas. En la sangre estos monocitos se diferencian en macrófagos bajo el estímulo de 

citoquinas y interleucinas. Los macrófagos se distribuen en los tejidos o se agrupan en órganos 

específicos (macrofágos residentes) donde desarrollan funciones diferentes. Reproducida de 

Siamon Gordon, Nature, 2003.  

Ya diferenciados, los monocitos circulan por el torrente sanguíneo y son 

capaces de alcanzar cualquier parte del organismo a través del sistema 

periférico capilar, donde podrán migrar hacia diferentes tejidos, gracias a la 

interacción entre moléculas de adhesión (integrinas y selectinas) existentes en 

la superficie de los monocitos y de las células del endotelio vascular (193). Una 

vez en los tejidos, los monocitos dejan de proliferar y se diferencian, 

adquiriendo las características morfológicas y bioquímicas propias de un 

macrófago (194). 

5.2 Función de los macrófagos 
Los macrófagos son un componente de la inmunidad innata reconociendo, 

fagocitando y eliminando del organismo los agentes patógenos y los cuerpos 

apoptóticos. También generan respuestas inmunes adaptativas, participan 

modulando la respuesta inmunitaria a través de la producción de citoquinas y 

quimiocinas, el procesamiento y presentación del antígeno, así como la 

activación de las células efectoras y la activación y diferenciación de linfocitos 

T. Por otro lado, los macrófagos también están involucrados en la resolución de 

la inflamación, promoviendo directamente la reparación de los tejidos dañados. 

Por lo tanto, muchas de sus funciones parecen ser de naturaleza opuesta: 

actividades proinflamatorias versus antiinflamatorias, actividades 

inmunogénicas versus tolerogénicas y actividades destructivas de tejido versus 

restauradoras de tejido (195,196). 

El origen, el estado de activación del macrófago y el microambiente en el que 

residen son determinantes de su respuesta a la lesión (197). 

5.3. Activación de los macrófagos 
Los macrófagos son células altamente heterogéneas pudiendo exhibir distintos 

fenotipos y características funcionales en respuesta a varios estímulos o 

microambientes locales circundantes, al estar regulados por múltiples 
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moléculas y vías de señalización (198,199). Distintas subpoblaciones de 

macrófagos pueden coexistir en el tejido renal y determinadas subpoblaciones 

pueden dominar en diferentes estadios de la enfermedad, desde el inicio de la 

lesión renal hasta la recuperación. Esta plasticidad fenotípica de los 

macrófagos permite su cambio funcional en respuesta a microambientes 

circundantes durante la lesión, sean estímulos inflamatorios, reparativos o 

fibróticos (200–202). 

Estas subpoblaciones fueron inicialmente definidas por respuestas in vitro a la 

exposición a citoquinas de tipo T helper 1 (Th1), o a citoquinas de tipo T helper 

2 (Th2) (203,204). Las células Th1 producen citoquinas proinflamatorias, tales 

como IFN-γ, IL-2 y factor de necrosis tumoral beta (TNF-) los cuales activan 

un determinado fenotipo de macrófagos que son responsables de la inmunidad 

celular mediada por células (205). Por otra parte, las células Th2 producen 

citoquinas anti-inflamatorias, tales como IL-4, IL-5, IL-10, e IL-13, activando otro 

fenotipo de macrófagos los cuales son responsables por una respuesta 

reparadora.  De este modo se han descrito dos fenotipos bien definidos: a) los 

macrófagos activados por vías clásicas (macrófagos M1), inducidos por 

exposición a IFN-γ y/o a lipopolisacárido (LPS); y b) macrófagos activados por 

vías alternativas (macrófagos M2), inducidos por citoquinas tipo Th2 (IL-4, IL13 

e IL-10) (204) (Figura 6). 

Posteriormente, la designación M1/M2 original se ha ampliado para incluir un 

conjunto de inductores y reguladores transcripcionales que median un amplio 

espectro de estados de activación (206–211). 

La activación de los macrófagos, tanto por vías clásicas como alternativas, es 

un proceso complejo y finamente regulado que consiste en una serie de 

modificaciones morfológicas y bioquímicas que culminan con el aumento de la 

capacidad de la célula para ejercer sus funciones fisiológicas y determinan si 

dichas células tendrán un efecto beneficioso o deletéreo durante la reparación 

y remodelación de los tejidos. 
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Fig. 6: Vías de activación clásica (M1) y alternativa (M2) de los macrófagos. 

 

De este modo, amplificando la información proporcionada anteriormente, 

cuando se produce una lesión local, son los macrófagos M1 los primeros en ser 

reclutados para eliminar las células muertas (apoptóticas), mientras que los 

macrófagos M2 son preferentemente reclutados más tarde en zonas hipóxicas 

y necróticas, ejerciendo efectos de reparación local al segregar una amplia 

gama de quimiocinas, enzimas y factores de crecimiento que promueven la 

neovascularización, la fibrosis y la reparación de tejidos (212).  

Por lo tanto, la plasticidad y diferenciación de los macrófagos con sus distintos 

fenotipos funcionales M1 y M2 representan extremos de un espectro continuo 

de diferentes vías, de modo que los macrófagos no permanecen en un solo 

estado de activación, pudiendo incluso coexistir diferentes fenotipos en un 

mismo tejido (197,213) (214) (Figura 7).  
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Fig. 7: Plasticidad y diferenciación de macrófagos: El fenotipo de los macrófagos cambia en 

respuesta al microambientes circundantes, de modo que distintas subpoblaciones de 

macrófagos pueden coexistir en el tejido renal y determinadas subpoblaciones pueden dominar 

en diferentes estadios de la enfermedad, desde el inicio de la lesión hasta su recuperación. En 

la fase de inflamación aguda predomina el fenotipo de macrófago M1, luego la 

coexistencia/cambio de fenotipo a macrófago M2a puede reparar la lesión (5A) o, en caso de 

persistencia de la inflamación (crónica), puede desencadenar el cambio y predominio de 

fenotipo M2c con progresión del daño tisular y el desarrollo subsecuente de fibrosis (5B). 

Reproducido de Cao Q., Physiology, 2015. 

5.3.1. Activación clásica de los macrófagos (M1) 

Como se ha comentado antes, la activación clásica es inducida por citoquinas 

proinflamatorias como el IFN-γ o el TNF- y/o por moléculas microbianas como 

el LPS. Paralelamente, las citoquinas tipo Th1 aumentan los niveles de 

expresión del complejo de histocompatibilidad (MHC) de clase II y de 

marcadores de superficie CD80 y CD86, potenciando así su capacidad 

presentadora de antígeno a los linfocitos T (197,204). El INF-γ induce la 

diferenciación al fenotipo Th1 sobre los linfocitos y la inhibe al tipo Th2 (215).  

Los macrófagos activados clásicamente (M1) producen citocinas 

proinflamatorias como el TNF-, la IL-1, la IL-6, así como IL-12 y IL-23, ambas 
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producidas por las células presentadoras de antígeno (CPA) y agentes 

antiproliferativos (199,214) (Figura 6). El papel funcional de los macrófagos M1 

es la actividad antimicrobiana, desempeñando un papel importante en la 

limpieza de las células apoptóticas después de una lesión, iniciando así la 

respuesta de reparación (216). En el riñón, los macrófagos proinflamatorios M1 

contribuyen al inicio y progresión de la ERC por la secreción de mediadores 

proinflamatorios y la interacción con las células renales residentes (217). 

La respuesta inflamatoria de los macrófagos M1 es amplificada por factores de 

transcripción como STAT1 y NF-κB, los cuales son activados por IL-1β y TNF-

α, conduciendo a la activación de otros macrófagos (a través de IL-1, TNF-α, 

IL-12 e IL-6,) provocando, de este modo, una retroalimentación positiva y 

haciendo con que se incremente la expresión de más mediadores inflamatorios 

(218) (Figura 8). 
 

 

Fig. 8: Vías de señalización intracelulares de activación de macrófagos M1 y M2. 

 

5.3.2 Activación alternativa de los macrófagos (M2) 

Un proceso inflamatorio persistente suele ser contraproducente ya que tiende a 

dañar los tejidos y, en estos casos, el sistema inmunitario debe desarrollar 

mecanismos antiinflamatorios (204). 
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Los macrófagos activados por las mencionadas vías alternativas (M2) 

desactivan a los macrófagos M1, expresan el antagonista del receptor de IL-1 y 

reducen la secreción de citocinas proinflamatorias, tras la exposición a 

citoquinas de tipo Th2, tales como IL-4 e IL-10 (219–221). Además pueden 

generar arginasa-1, que también suprime la inflamación al inhibir la producción 

de óxido nítrico (ON) proinflamatorio (222).  

Los macrófagos M2 pueden subdividirse adicionalmente en al menos tres 

subtipos: a) Macrófagos M2a, inducidos por IL-4 y/o IL-13;. b) macrófagos M2b, 

inducidos por complejos inmunes (inmunocomplejos) con LPS o IL-1; c) 

macrófagos M2c, inducida por IL-10, TGF- o glucocorticoides (202,223) 

(Figura 9). 

  

 
Fig. 9: Diferentes formas de activación y polarización del fenotipo de macrófagos M2 y 
funciones.  Reproducido de Mantovani A., Trends in immunology, 2004. 
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Mediadores pro-fibróticos (M2a) 
Macrófagos y reparación tisular 

 

Como hemos comentado, los macrófagos también desempeñan un papel 

reparativo promoviendo la restauración tisular tanto en la enfermedad renal 

inmunológica como no inmunomediada (224,225).  
 

Cada una de las principales citoquinas Th2 tiene un papel distinto en la 

regulación de la remodelación tisular y en la fibrosis. 

 

Interleucina-4 

La IL-4 es una citoquina antiinflamatoria producida, entre otros, por linfocitos T 

CD4+ (226,227) y actúa principalmente sobre los linfocitos T suprimiendo la 

aparición del subtipo Th1 productor de IFN-γ e induciendo su diferenciación al 

subtipo Th2, productor de IL-4, IL-5, IL-10 y IL-13, además de desempeñar 

también algunas acciones sobre los linfocitos B. La unión de la IL-4 a su 

receptor (IL4R) produce una fosforilación de las quinasas JAK asociadas, que a 

su vez fosforilarán el factor de transcripción STAT6 (228) (Figura 6).  

En el macrófago se ha visto que la IL-4 es capaz de inducir una gran variedad 

de quimiocinas (CCL17, CCL22, CCL24; etc), el receptor de la manosa 

(CD206), el receptor de IL-1 y el antagonista de IL1- (IL-1a), además de su 

capacidad de inducir Arginasa-1 (229)(230).  

La IL-4 ha sido considerada desde hace tiempo como un eficaz mediador pro-

fibrótico (231). Receptores específicos para IL-4 fueron hallados en subtipos de 

fibroblastos en ratones (232) y humanos (233) y estudios in vitro mostraron que 

IL-4 estimula la síntesis de MEC, colágeno I y III y  fibronectina (231,233).  

 
IL-13 

La interleucina-13 (IL-13) es una citoquina cuyo papel fundamental es la 

regulación de la función de los monocitos. Se produce en los linfocitos Th2 y su 

función es modular la producción de IL-1, TNF-α e IL-8, estimular el crecimiento 

y la diferenciación de los linfocitos B, e inhibir las células Th1, así como la 

producción de citocinas inflamatorias (230,234,235). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Monocito
https://es.wikipedia.org/wiki/Linfocito_T
https://es.wikipedia.org/wiki/IL-1
https://es.wikipedia.org/wiki/TNF
https://es.wikipedia.org/wiki/IL-8
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La IL-13 comparte muchas actividades funcionales con IL-4 porque ambas 

citoquinas usan el mismo receptor (IL-4Rα/IL-13Rα1), que se expresa en 

fibroblastos activando vías de señalización similares como el factor de 

transcripción STAT6 (236). Además de inducir la producción de TGF-β1, la IL-

13 también activa indirectamente TGF-β mediante la regulación positiva de la 

expresión de MMPs (237). 

Por tanto, la remodelación tisular asociada a respuestas Th2 podría implicar 

una vía en la que las células CD4+ Th2 productoras de IL-13 estimulan la 

producción de TGF-β1 por parte de macrófagos, que será el estímulo principal 

para la activación de fibroblastos y el depósito de colágeno. 

 

 Mediadores anti-inflamatorios (M2c)  
 Macrófagos y fibrosis  

Los macrófagos inmunorreguladores M2c producen altos niveles de IL-10 

(citocina inmunosupresora) por lo que se propone que la función primaria de 

estos macrófagos reguladores sería limitar la inflamación a través del control de 

la respuesta inmune (238). Habitualmente estos macrófagos son transitorios y 

modulan respuestas inmunes y/o procesan residuos y células apoptóticas 

generadas como resultado del insulto renal primario. La fagocitosis de las 

células apoptóticas también conduce a la producción de citocinas anti-

inflamatorias tales como TGF-β y IL–10 (239) que alteran la expresión de los 

macrófagos promoviendo la activación de estos macrófagos M2 pró-fibróticos.  
 

Interleucina 10 

La IL-10 fue inicialmente reconocida por su capacidad para suprimir la 

activación y la función de las células Th1 productoras de IFN-γ. Sin embargo, 

ahora se describe como una citoquina inmunosupresora general que inhibe la 

respuesta inflamatoria crónica a través de muchos mecanismos (240), 

habiendo demostrado eficacia en el tratamiento de la fibrosis en numerosos 

modelos (241–243). Por ejemplo, se ha observado que cuando se 

administraron macrófagos con sobreexpresión de IL-10 en el momento de la 

LIR, éstos eran capaces de preservar la función renal, limitar la lesión tubular y 

reducir la producción de citocinas proinflamatorias dentro del riñón (244).  
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TGF- 

El TGFβ es una citocina multifuncional que regula la proliferación, 

diferenciación, migración y supervivencia celular en muchos tipos de células, 

incluyendo células epiteliales y hematopoyéticas. Entre sus múltiples acciones, 

el TGFβ puede inhibir la secreción y la actividad de otras muchas citoquinas 

proinflamatorias. De este modo, el efecto del TGF-β en macrófagos es 

predominantemente supresor, inhibiendo la proliferación de estas células e 

induciendo un fenotipo antiinflamatorio (M2) (245–247). Sin embargo, los 

miembros de la familia TGF-β son los factores de crecimiento más estudiados 

al estar estrechamente relacionados con la fibrosis en varias enfermedades 

(162,248–251). Así, el TGF-β es un potente estimulador de la síntesis de 

proteínas de la MEC, siendo sintetizado y secretado tanto por células 

inflamatorias como efectoras por lo que tanto tiene una actividad autocrina 

como paracrina (252). En el riñón, el TGF-β1 derivado de macrófagos puede 

promover la fibrosis mediante la activación de miofibroblastos o la activación 

directa de células mesenquimales residentes que posteriormente se diferencian 

en miofibroblastos productores de MEC y colágeno (253,254).  

Hay tres isotipos de TGF-β en los mamíferos - TGF-β1, TGF-β2 y TGF-β3 -  y 

todos tienen actividades biológicas similares (255), pero la fibrosis tisular se 

atribuye principalmente a la isoforma TGF-β1, siendo los monocitos circulantes 

y los macrófagos la principal fuente celular (256). La mayoría de las células 

inmunes, las células epiteliales tubulares y los miofibroblastos son también 

capaces de sintetizar TGF-β (257). 

Las señales de TGFβ se transmiten a través de un complejo receptor de 

superficie celular que consiste en el receptor TGFβ tipo I (TGFβR1) y el 

receptor TGFβ tipo II (TGFβR2) que, a través de diversos procesos 

intracelulares que afectan a importantes factores de transcripción llamados 

Smad (por ejemplo Smad 2, 3 y 4,). Smad2/3 activado (fosforilado) se une a 

Smad4 y, posteriormente, se transloca al núcleo donde regulará la expresión 

de múltiples genes  que codifican, entre otras, proteínas de la MEC (258–261) 

(Figura 10). Además de las vías Smad-dependientes, TGF-β1 también activa 

las vías de Erk, PI3K, p38 y JNK, cada uno de los cuales resulta en un patrón 

único de expresión génica y, por tanto, la función fisiológica (262). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Citoquina
https://es.wikipedia.org/wiki/Macr%C3%B3fago
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Fig. 10: Vía de señalización intracelular del TGF-β1. Adaptado de Meng X., Nature Reviews 

Nephrology, 2016.  

 

5.4. El papel de los macrófagos en la inflamación del injerto renal 
Fenotipo pro-inflamatorio 

 

En el injerto renal se producen fenómenos similares a todos los descritos con 

anterioridad. El daño renal agudo causado por la isquemia-reperfusión o por los 

inmunosupresores citotóxicos desencadena un infiltrado prominente de 

neutrófilos y células natural killer a las pocas horas de la lesión tisular 

(263,264), seguido de la infiltración de monocitos que se diferencian en 

macrófagos que median en el desarrollo de lesiones renales tubulares 

precoces. También en el injerto renal se ha descrito que IFN- y TNF- son 

secretados por células Th1 infiltrantes y células NK, promoviendo la activación 

de macrófagos proinflamatorios (M1) (239,265,266). Estos macrófagos que se 

acumulan inmediatamente después de la LIR expresan altos niveles de 

citoquinas pro-inflamatorias incluyendo IL-1, IL-12 e IL-6 y quimiocinas como 

MCP-1 (239,267). Este microambiente está preparado para inducir a la 

activación de los macrófagos M1 mediante la activación de las vías 

señalización como STAT1 y NF-κB y así la secreción citoquinas pro-

inflamatorios que amplifican aún más la inflamación intrarrenal y la lesión 

generando un mecanismo de retroalimentación  positiva (266,268–270). Estos 

mismo macrófagos M1, a su vez también producen metaloproteasas (MMP-12) 

que permiten su migración a través de membranas basales e intersticiales de la 

MEC (271).  
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5.5. El papel de los macrófagos en la fibrosis del injerto renal 
  

El riñón, y más específicamente el epitelio tubular renal, tiene una notable 

capacidad para regenerarse después de una lesión (272). Los estudios de 

ablación de macrófagos in vivo sugieren que la activación de los macrófagos 

después de la LIR renal es temporal y funcionalmente dinámica, pasando de un 

fenotipo pro-inflamatorio a un fenotipo reparativo. 

 

La lesión renal y la reparación comprenden un delicado equilibrio entre la 

pérdida celular y la proliferación-acumulación-remodelación de la MEC 

dependiente del fenotipo de  macrófago activado. Esta fase de reparación se 

produce entre 24 y 72 h después de la reperfusión del injerto renal, período 

durante el cual ocurre la diferenciación celular, el aumento de la actividad 

mitótica y la regeneración tubular (273). La inducción de un estado de 

activación M2a es necesaria para la proliferación y reparación celular 

(disolución de fibrina, a la eliminación de tejido muerto y al crecimiento de 

nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis) (224,225,274).  

Sin embargo, ante un estímulo inflamatorio persistente sobre el injerto renal, la 

infiltración sostenida de macrófagos puede resultar en la producción continua 

de diversos factores de crecimiento, así como el reclutamiento de fibroblastos, 

el crecimiento y la remodelación del tejido conectivo (197). En este contexto, 

los macrófagos M2c, bajo el estimulo de citoquinas anti-inflamatorias como IL-

10, producen una aumento en la secreción de TGF- β a través de la vía de 

señalización de STAT6 que induce un aumento de  la expresión de sus 

receptores TGFBR2 y TGFBR1. La interacción entre el TGF- β y sus 

receptores desencadena la cascada de vías de señalización que aumenta la 

expresión de genes ligados a la generación de fibrosis (248).   

Además, la producción de factores de crecimiento y TGF-β1 por los 

macrófagos M2c puede promover la fibrosis renal reclutando e induciendo la 

proliferación y activación de fibroblastos para convertirse en miofibroblastos y 

producir MEC (275). A su vez, las células epiteliales tubulares y los 

miofibroblastos son capazes de sintetizar TGF-β1 en diferentes estadios del 

desarrollo de fibrosis renales (276).  
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Finalmente, este proceso inicial de cicatrización se vuelve patológico, dando 

como resultado una fibrosis irreversible, destrucción de tejido y DCI a largo 

plazo (277).  
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III. HIPÓTESIS  
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Es bien conocido que inmediatamente después del trasplante, los injertos 

renales pueden presentar una respuesta inflamatoria inespecífica asociada a la 

LIR, especialmente los injertos procedentes de DC. La LIR induce el 

reclutamiento de células inflamatorias en el injerto, lo que genera especies 

reactivas del oxígeno, conduce a la liberación de citoquina y el reclutamiento 

de macrófagos.  

 

Nuestra hipótesis es que el proceso inflamatorio y la infiltración de macrófagos 

se inician antes del trasplante en el DC a diferencia del DV. Esta inflamación 

persiste tras el trasplante induciendo un proceso de reparación dependiente de 

las citoquinas producidas por los macrófagos de fenotipo antinflamatorio M2 el 

cual resulta en el desarrollo de la FI/AT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 70 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 71 

 
 
 
 
 
 
 

IV. OBJETIVOS  
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OBJETIVO PRINCIPAL 
 
 

✓ El objetivo de este estudio es evaluar el estado inflamatorio y la 

expresión de factores pro-fibróticos en los injertos renales procedentes 

de DC y DV y su asociación con la función renal a largo plazo. 

 

 

 

OBJETIVOS SECUNDARIOS 
 
 

✓ Comparar el estado inflamatorio basal (pre-implantación del injerto) entre 

los donantes de cadáver y vivo.  
 

 
✓ Analizar la expresión de las proteínas proinflamatorias y pro-fibróticas en 

el primer año post-TR y compararlas entre DC y DV. 
 
 

✓ Evaluar el impacto de la inflamación y de la fibrosis en la función del 

injerto a medio y a largo plazo.  
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V. MÉTODOS 
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6. Diseño del estudio 

En la presente tesis hemos realizado un estudio prospectivo observacional,  

aprobado por el Comité ético de investigación clínica (CEIC) de la Fundació 

Puigvert. Se incluyeron aquellos pacientes que fueron trasplantados desde 

junio de 2008 hasta junio de 2011 en nuestro centro y su seguimiento se 

realizó de manera prospectiva hasta marzo de 2016.  

6.1. Pacientes 
Durante el período de inclusión de pacientes y recogida de muestras en el 

estudio, 45 pacientes negaron su consentimiento para participar. Se excluyeron 

7 pacientes por presentar pérdida inmediata del injerto, 3 por pérdida del injerto 

durante los 30 primeros días post-trasplante y 21 pacientes por riesgo de 

sangrado en la biopsia. Finalmente se pudieron incluir en el estudio ciento 

veinticinco pacientes que fueron divididos en dos grupos: receptores de 

donantes cadáver y receptores de donantes vivo (grupo control), todos los 

cuales firmaron un consentimiento informado.  

Se consideró DCI al incremento progresivo de la creatinina plasmática 

asociado a proteinuria. Se consideró pérdida del injerto la necesidad del inicio 

de diálisis, nuevo trasplante renal o MDRD < 15 mL/min/1,73m2 al final del 

seguimiento.  

6.1.1. Criterios de inclusión:  

- Pacientes trasplantados en nuestro centro que aceptaron participar en el 

estudio y firmaron el consentimiento informado. 

- Las biopsias de protocolo con cambios borderline se incluyeron en el análisis.  

6.1.2. Criterios de exclusión: 

- Pacientes que presentaron pérdida inmediata del injerto o durante los 30   

primeros días post trasplante, o aquellos con injerto no funcionante.  

-  Pacientes portadores de  HIV, VHB o VHC. 

-  Pacientes con riesgo inaceptable de sangrado en la biopsia.  
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- Pacientes en los que las biopsias fueron realizadas por indicación clínica, 

como empeoramiento de función renal o proteinuria. 

Cabe resaltar que aquellos receptores de DC que no firmaron el 

consentimiento para la realización de las biopsias, sólo se analizaron las 

muestras pre-implantacionales.  

6.1.3. Variables clínicas  

La información clínica se extrajo de los registros médicos de los pacientes. Se 

recogieron datos demográficos, comorbilidades (hipertensión arterial, diabetes 

mellitus, dislipemia), la etiología de la ERC, tiempo en diálisis, datos 

bioquímicos e inmunológicos y la terapia inmunosupresora de inducción. Por 

otra parte, las variables de los donantes estudiadas fueron las siguientes: edad 

y sexo, causa de la muerte, comorbilidades, niveles de creatinina sérica pre-

extracción, tiempo de isquemia fria e histocompatibilidad HLA con el receptor.  

6.1.4. Terapia inmunosupresora 

Todos los pacientes recibieron como inmunosupresión de inducción la triple 

terapia con micofenolato, tacrolimus y prednisona. Los receptores 

hiperinmunizados o con prolongado tiempo de isquemia fría recibieron terapia 

cuádruple secuencial. Esta pauta de inmunosupresión consistía en 7 a 10 días 

con timoglobulina añadida a la triple terapia. A los receptores de DCE se 

administró la pauta cuádruple secuencial con tacrolimus diferido al 5º día, en 

combinación con micofenolato y prednisona. Los receptores de DV recibieron 

basiliximab añadido a micofenolato, tacrolimus y prednisona, excepto los 

receptores HLA idénticos que recibieron la triple terapia estándar.  

Todos los pacientes recibieron micofenolato, tacrolimus y prednisona como 

terapia de mantenimiento, según nuestro protocolo clínico, si no había contra-

indicación para alguno de ellos.  

 

6.2. Muestras 

6.2.1. Muestras de biopsias renales  

Se recogieron muestras de biopsias renales en tres tiempos: pre-implantación 

(biopsia del donante), a los 4 meses ( 2 m) y a los 12 meses ( 2 m) post-

trasplante renal (biopsias de protocolo). Se obtuvieron 2 cilindros de cada 
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muestra. El primero fue congelado a –80o y luego procesado para el análisis de 

la expresión génica a nivel de ARNm de diferentes proteínas implicadas en la 

inflamación y fibrosis por PCR a tiempo real. El segundo cilindro fue incluido en 

parafina para analizar el grado de inflamación y fibrosis desde el punto de vista 

anatomopatológico según la clasificación de Banff, así como evaluar el infiltrado 

de macrófagos mediante tinción de CD68 por inmunohistoquímica. 

Un total de 261 muestras de biopsias renales fueran recogidas, de las cuales 

50 fueron excluidas: 32 por muestra insuficiente, 18 por problemas de tinción. 

Por lo tanto, se analizaron 211 biopsias renales, 69 procedían de donantes y 

142 de receptores. Para el estudio de expresión de ARNm, se incluyeron 68 

muestras basales: 47 de DCs y 21 de DVs. A los 4 meses se analizaron 49 

muestras (26 de DCs y 23 de DVs), y a los 12 meses se analizaron 40 (15 de 

DCs y 25 de DVs). Para el análisis histopatológico se obtuvieron 174 muestras 

de biopsias: 49 basales o pre-implantacionales (32 DCs y 17 DVs), 69 a los 4 

meses (37 DCs y 32 DVs) y 56 muestras a los 12 meses post trasplante (26 

DCs y 30 DVs) (Figura 11). 
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Fig. 11: Algoritmo de la recogida de muestras de biopsias renales en tres tiempo 
(basales, 4 y 12 meses post trasplante), separados por grupos: donante cadáver (DC) y 

donante vivo (DV). Un cilindro de la muestra se procesó para análisis de expresión génica por 

PCR cuantitativa y el otro cilindro fue incluido en parafina para tinción de CD68 por 

inmunohistoquímica.  

 

6.2.2 Muestras para el análisis clínico   

Se recogieron muestras de sangre y orina en diferentes momentos para el 

análisis clínico: a los 4, 12 y 24 meses de evolución, así como al último control. 

La estimación de la tasa de filtrado glomerular (TFG) se realizó aplicando la 

fórmula MDRD (por el acrónimo inglés de “Modificación of Diet in Renal 

Disease”) con la creatinina trazable (Roche). La proteinuria se evaluó 

mediante la medición de orina de 24 horas o evaluando el cociente de 

proteína/creatinina en orina. También se analizaron los niveles séricos de 

tacrolimus en los respectivos tiempos.  

 

7. Biopsia renal 

Las biopsias pre-implantacionales fueron realizadas por el cirujano y se 

obtuvieron mediante biopsia cortical en cuña y las biopsias post-trasplante se 

realizaron de manera percutánea, guiadas por ecografía, con agujas de 18G y 

bajo anestesia local.  

Un patólogo cualificado evaluó la histología, y las secciones se puntuaron 

según la escala de Remuzzi o la clasificación de Banff (109). En ambos tipos 

de muestra el tejido renal se fijó en formol (tamponado al 4 %) y se incluyó en 

parafina. Se realizaron tinciones histológicas de 3 m que se tiñeron con 

hematoxilina-eosina, con PAS (ácido peryódico de Shiff), tricrómico de Masson 

y plata metenamina y tinción inmunohistoquímica para el antígeno CD68. 

7.1.  Escala de Remuzzi 
La escala de Remuzzi se aplicó para analizar la fibrosis del injerto en el 

momento del trasplante. En este estudio, la puntuación de Remuzzi se evaluó 

sólo con fines de investigación, pero no para la decisión de implantación del 
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injerto. Dado el escaso número de muestras con puntuación > 5, se decidió 

dividir en 2 grupos y se analizaron los datos comparando las muestras con 

puntuación < 4 con las que tenían puntuación  4. 

7.2. Clasificación de Banff 
La clasificación de Banff 2007 (109) se aplicó para cuantificar la inflamación y la 

fibrosis del injerto a los 4 y 12 meses, evaluando y puntuando "t" (tubulitis), "i" 

(inflamación intersticial), "ci" (fibrosis intersticial), "ct" (atrofia tubular). Se definió 

inflamación un i-score ≥ 1 y un t-score ≥ 1. La presencia de FIAT fue definida 

como un ci-score ≥ 1 y un ct-score ≥ 1. 

7.3. Tinción inmunohistoquímica para CD68 
La inmunohistoquímica aplica los principios inmunológicos al estudio de los 

tejidos, basándose en la capacidad de los anticuerpos de unirse 

específicamente a los correspondientes antígenos. Marcando los anticuerpos 

podemos amplificar y visualizar al antígeno. 

La proteína CD68 pertenece a la familia de glicoproteínas lisosomales 

(GPL)/proteínas de transporte de membrana plasmática que participan en la 

endocitosis y/o en el tráfico lisosomal. El CD68 se expresa en la superficie de 

macrófagos. Los anticuerpos contra el antígeno CD68 son los más usados para 

la identificación de macrófagos en inmunohistoquímica. 

Para la interpretación de la tinción, las células mielomonocíticas marcadas por 

el anticuerpo muestran tinción citoplasmática difusa o granular. 

7.3.1 Procedimiento de tinción 

Los cortes de tejido fijado en formol e incluido en parafina se desparafinan y se 

realiza el tratamiento de recuperación del epítopo por calor usando 

DakoPTLink. El sistema de visualización usado fue EnVision FLEX. Los pasos 

de tinción y los tiempos de incubación fueron preprogramados en el software 

del Autostainer Link e incluyeron el bloqueo del tejido y la adición del 

anticuerpo primario (CD68 KP1, 20’). Las muestras se trataron con peroxidasa 

y la reacción se visualizó usando el sistema de sustrato de diaminobenzidina 

(FLEX-DAB + - Sub Chromo, 10´ Dako). La contratinción se realizó con 

hematoxilina usando EnVision FLEX Hematoxylin (Link). Después de la tinción, 
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los cortes se deshidrataron y se montaron con medio de montaje permanente 

(DPX). 

7.3.2. Análisis de imágenes   

El análisis cuantitativo de las células CD68 positivas se realizó mediante 

aplicación de un software de análisis de imagen (MetaMorph). Se obtuvo una 

imagen digital mediante un equipo compuesto por un microscopio Nikon Elipse 

80i dotado de polarizador regulable y platina motorizada automatizada (Prior) y 

cámara digital Micropublisher 3.3 cooled 1, con una lente de 20x, sin 

polarizador.  

Se hizo un recuento del número de células positivas para cada anticuerpo anti-

CD68 en el intersticio cortical. Los resultados se expresaron como la media del 

número de células CD68 positivas por mm2. Las células intersticiales CD68 

positivas en la corteza renal se contaron en al menos 10 campos de gran 

aumento, excluyendo áreas subcapsulares, glomerulares, peritubulares y 

vasculares. Los infiltrados nodulares de CD68+ también se excluyeron del 

recuento.  

 

7.4. Análisis de la expresión de ARNm 

7.4.1. Extracción de ARN 

Las cuñas y biopsias de tejido renal se estabilizaron en Allprotect Tissue 

Reagent (Qiagen, Hilden, Alemania) y se congelaron a -80ºC hasta su 

procesamiento.   

Para la homogenización de los tejidos,  se utilizó el TissueLyser LT (Qiagen) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, se utilizaron 

microtubos de 2 ml refrigerados en nieve carbónica, a los que se les añadió 

una esfera de acero inoxidable de 5 mm de diámetro y 800 µl de Tri Reagent 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). En la mayoría de muestras se necesitaron de 2 

a 3 ciclos de 5 minutos a 50 Hz para su completa homogenización. 

Para la extracción de ARN, las muestras homogenizadas se transfirieron a un 

tubo nuevo y se añadieron 160 µl de cloroformo. Después de centrifugar, se 

recuperó la fase acuosa con el ARN y se mezcló suavemente con 1:1 vol:vol de  

etanol absoluto. Las muestras se transfirieron a una columna RNeasy (kit 
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RNeasy Plus Micro, Qiagen) y tras varias etapas de lavado, el ARN se eluyó 

con 14 L de agua libre de RNasa. 

La integridad del ARN total se evaluó en un gel de agarosa desnaturalizante 

que permite la evaluación visual de las bandas de ARN ribosomales de 28S y 

18S. La concentración de ARN se ajustó a 200 ng/L, seguido de 

almacenamiento a - 80ºC.  

7.4.2. Síntesis de ADNc (Retrotranscripción) 

La retrotranscripción del ARN mensajero al ADN monocatenario (ADNc) se 

realizó de acuerdo con la guía del usuario de Applied BiosystemsTM 

QuantStudioTM 12K Flex Real-Time PCR System, OpenArray Experiments (Life 

Technologies, Waltham, MA). Se prepararon 10 µl de reacción de transcripción 

reversa con el  High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Life 

Technologies) por cada 10 µl de muestra de ARN. La retrotranscripción se 

realizó en placas de 96 pocillos según el siguiente protocolo:  

 1) 10 minutos a temperatura ambiente 

2) 2 horas a 37ºC 

 3) 10 minutos en hielo 

 4) Centrifugado breve a 1200 g 

 5) 10 minutos a 75ºC 

 6) 5 minutos en hielo 

 7) Centrifugado breve a 1200 g 

Las placas con las muestras de ADNc se guardaron a 4ºC. 

7.4.3. PCR a tiempo real 

El experimento se realizó de acuerdo con el protocolo para ensayos de 

expresión génica TaqMan (Life Technologies).  La PCR se preparó con la 2X 

TaqMan OpenArray Real Time PCR Master Mix (Cat No. 4.462.159, Life 

Technologies), 3.6 μl de DNAc y 3.9 μl de agua. Esta mezcla se preparó en una 

placa de OpenArray de 384 pocillos y se pipeteó en cada placa OpenArray 

usando el sistema OpenArray AccuFill. Cada placa OpenArray pudo analizar 

168 ensayos para 16 muestras. La PCR se cuantificó con el sistema 

QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR de la Facultat de Veterinària de la 

Universitat Autònoma de Barcelona. 
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8. Análisis estadístico 

Los datos fueron expresados como media ± SD (desviación típica) y 

porcentajes, según corresponda. Las diferencias en las variables de los 

donantes y receptores entre los grupos (DC vs DV), fueron analizadas usando 

el test t de Student, para comparar dos variables continuas y el análisis de 

varianza (ANOVA), cuando se trataba de más de dos variables continuas. 

Cuando nuestros datos no siguieron una distribución normal (Kolmogorov-

Smirnov), se utilizaron pruebas no paramétricas como la prueba U de Mann-

Whitney y la correlación de Spearman. Se aplicó el test de Chi cuadrado para 

comparar variables nominales. Para correlacionar la expresión génica con la 

inflamación, la fibrosis renal y con la intensidad del infiltrado de células CD68+, 

se realizó el análisis de correlación de Spearman y se calcularon la 

correferencia de correlación y su valor de p.  

Los resultados obtenidos fueron analizados según el sistema estadístico 

GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA) y SPSS 

(Statistical Package for the Social Sciences) versión 10.0 y los valores de p < 

0,05 fueron considerados como estadísticamente significativos.  

Por otra parte, la determinación de la supervivencia del injerto, censurando y 

sin censurar el éxitus del receptor con injerto funcionante, se realizó usando las 

curvas de supervivencia de Kaplan-Meier y la comparación entre los grupos se 

realizó mediante la prueba de log-rank. 

Se realizó un análisis univariante usando el modelo de regresión de Cox para 

evaluar la correlación entre variables clínicas, de laboratorio e histológicas con 

la función del injerto, tanto en el grupo de DC como en el grupo de DV. Para el 

análisis multivariante se utilizó el modelo de regresión lineal múltiple. La 

linealidad de la relación entre las variables independientes y la variable 

dependiente (análisis gráfico), la independencia de residuos y errores de 

predicción (prueba de Durbin-Watson), la normalidad de la distribución (prueba 

de Kolmogorov-Smirnov), multicolinealidad (VIF y Tolerance) y la 

homogeneidad de varianzas (análisis gráfico) se analizaron y se encontraron 

genéricamente correctas. Las variables cualitativas fueron transformaron en 
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variables “dummy”. En el análisis multivariante se introdujeron inicialmente 

todas las variables que presentaban correlaciones significativas con las 

variables dependientes (creatinina y MDRD). Posteriormente se eliminaron 

todas las variables que tenían valores de VIF superiores a 4 en las estadísticas 

de colinealidad. Este análisis estadístico fue efectuado con el SPSS versión 

24.0 para Windows.  

 

9. Aspectos éticos 

El estudio fue aprobado  por el Comité Ético de Investigación Clínica de la 

Fundació Puigvert. Todos los pacientes incluidos fueron adecuadamente 

informados del procedimiento y firmaron su consentimiento informado previo a 

la biopsia. En todo momento se aplicó la Declaración de Helsinki. 
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10. Características basales de los donantes y 
receptores 

Se incluyeron 125 pacientes (70 DC/ 55 DV) en el estudio. Las características 

basales de donantes y receptores y sus antecedentes clínicos y analíticos 

están resumidos en la Tabla 1. 

Entre los donantes de cadáver y vivo, se han observado diferencias 

significativas en cuanto a la edad del donante (p = 0,001), siendo los DV más 

jóvenes que los DC y en el tiempo de isquemia fría (15,2 ± 5,2 horas versus 2,2 

± 1,2 horas, p < 0,0001), que fue significativamente más prolongado en los 

injertos procedentes de DC. Se observaron también diferencias significativas 

con respecto a tasa de filtrado glomerular (TFG) del donante, siendo 

significativamente mayor en el grupo de DV (p = 0,03). Del mismo modo, el 

porcentaje de DCE fue mayor entre los DC que los de DV (68,5% vs 20%, p < 

0,0001). 

En cuanto a las características basales de los receptores, los que recibieron 

injertos procedentes de DC eran significativamente mayores en el momento del 

trasplante (56 ± 12 vs 45 ± 13 años) y habían estado más tiempo en TRS pre-

trasplante (p < 0,0001) comparado con los receptores de DV. Como podía 

esperarse, se observaron también diferencias significativas entre ambos grupos 

con respecto a FRI (p < 0,0001), puesto que apenas 2 (3,6%) pacientes 

procedentes de DV presentaron FRI frente a 28 (40%) de los pacientes de DC.  

Por otra parte, el 65,6% de estos pacientes con FRI fueron receptores de DCE, 

mientras que el resto, el 34.4%, se correspondió a donantes con criterios 

estándar (p= 0,02) (Figura 12). 

Cuarenta y ocho receptores de DC (68 %) y 39 de DV (71%) recibieron 

timoglobulina o basiliximab como terapia de inducción. No hubo diferencias 

significativas en cuanto a la terapia de inducción, ni en cuanto al número de 

incompatibilidades HLA entre ambos grupos. 
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Tabla 1: Características basales de los donantes (A) y de los receptores (B) 

N = 125 DC (n = 70) DV (n = 55) p  

(A) Donantes    
Género : V/M (n) 45/25 18/37      0,0003 

Edad (años) 58,3 ± 13,9 51 ± 10,8       0,001 

Tiempo de isquemia fria (horas) 15,2 ± 5,2 2,2 ± 1,2    <0,0001 

TFG MDRD-4 (ml/min/1,73m2)  92,2 ± 31,3 105 ± 26,6        0,03 

Causas de muerte (n): 

   ACV hemorrágico/isquémico  

   Anoxia cerebral 

   TCE 

   Asistolia (Maastricht II) 

   Otras  

DCE n (%) 

 

37/7 

3 

12 

9 

2 

 48 (68,5%) 

 

 

- 

 

 
10 (20%) 

 

 

        - 

 

 
   <0,0001 

(B) Receptores    
Género : V/M (n) 40/30  19/36        0,01 

Edad al trasplante (años) 56 ± 12 45  ± 13       0,0006 

Tiempo en TRS (meses)  44,3 ± 26  6,0 ± 15,2     < 0,0001  

Causas de ERC primaria (n): 

   Cardiovascular 

   Glomerulopatía 

   Hereditaria 

   Nefropatía Intersticial  

   Desconocida 

   Otras 

 

15 

20 

9 

5 

18 

3 

 

 9 

17 

6 

6 

12 

5 

 

IS (n): Inducción1/Triple terapia2  48/22 39/16          ns 

FRI n (%)  28 (40%)  2 (3,6%)    < 0,0001  

 

Los datos se presentan como media ± desviación estándar o frecuencia (%). 
1Terapia de inducción: timoglobulina o basiliximab seguido de triple terapia.  
2Triple terapia: tacrolimus, micofenolato mofetil y prednisona. 

Los resultados se consideraron signficativos con una p < 0,05. 
Abr: DV: Donante vivo, DC: Donante cadáver, V: varón, M: Mujer, TFG: tasa de filtrado glomerular, ACV: 

accidente cerebro-vascular, TCE: traumatismo craneoencefálico, DCE: donante con criterios expandidos, 

TRS: terapia renal sustitutiva, ERC: enfermedad renal crónica, IS: inmunosupresión, FRI: función 

retrasada del injerto.  
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Fig. 12: Comparación entre DCE y Donante Estándar en cuanto a FRI.  
La barra negra corresponde a DCE y la barra gris a los donantes estándar, los resultados se 

expresan como frecuencia (%). La significación estadística se alcanza con una p<0,05.  
Abr: FRI: función retrasada del injerto, DCE: donante con criterios expandidos, D. Estándar: donante 

estándar. 

 

11. Histopatología 

Se analizaron las biopsias renales preimplante teniendo en cuenta la escala de 

Remuzzi. La puntuación total < 4 fue observada en el 88,8% de las muestras 

de DV y en el 81,9% de las muestras de DC (Figura 13A).  Esta puntuación se 

asoció con la función renal a medio y largo plazo en DC de modo que las 

muestras con puntuación < 4 mostraron mayor TFG a los 12 meses (p = 0,040) 

y a los 24 meses (p = 0,026) post-trasplante comparado con las muestras con 

puntuación  4. De la misma forma, una mayor puntuación de Remuzzi se 

correlacionó con el mayor número de células CD 68 positivas en las biopsias 

basales (p 0,012; r = + 0,36). Los pacientes DCE presentaron una puntuación 

de Remuzzi mayor que los donantes con criterio estándar (1,77 ± 1,62 vs 0,65 

± 0,9; p 0,004).  

Las biopsias renales de los receptores fueron analizadas a los 42 y 122  

meses del trasplante mediante la clasificación de Banff. A los 4 meses se 

observó inflamación en un 41% de las muestras de DC y en un 20% de las 

muestras de DV (Figura 13B). El porcentaje de inflamación según la 

clasificación de Banff a los 4 meses se asoció con un menor filtrado glomerular 

a los 12 (p = 0,026) y 24 meses (p = 0,017), y con el último control (p = 0,011). 
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Igualmente se asoció con una mayor expresión de TGF-1 (p = 0,032) e IL-1 

(p = 0,045) a los 4 meses y con el número de células CD68 positivas basal (p = 

0,004) en las muestras de DC. En cuanto a la fibrosis se observó en un 50% de 

las muestras de DC y en un 32% de las muestras de DV (Figura 13B).  

En la clasificación de Banff de las biopsias renales a los 12 meses se observó 

inflamación en un 59% de las muestras de DC y en un 13% de las muestras de 

DV (p = 0,01). En cuanto a la fibrosis se observó en un 71% de las muestras de 

DC y en un 35% de las muestras de DV (p = 0,03) (Figura 13C).  
 

            A 

 

 
B                                                            C 

  

Figura 13: Resultados histopatológicos. En las figuras están representados los pacientes de 

DC en barras negras y los de DV en barras grises. Las diferencias entre grupos fueron 

consideradas significativas con una p < 0.05. 

Puntuación de Remuzzi en las biopsias de donantes. Los resultados están expresados en 

frecuencia (%) de pacientes que corresponden a cada puntuación de la escala de Remuzzi y se 

compararon ambos grupos (A). Clasificación de Banff de las biopsias post trasplante. Los 
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resultados se expresan en frecuencia (%) de los pacientes que presentan una puntuación de 

Banff de inflamación y fibrosis mayor de 1 a los 4 meses (B) y a los 12 meses (C).  
 

La mayor puntuación del Banff de inflamación a los 12 meses del trasplante se 

correlacionó con el número de células CD68 positivas a este mismo tiempo (p = 

0,001, r + 0,57). La expresión génica de algunas proteínas relacionadas con la 

reparación y la fibrosis a los 4 meses post trasplante, tales como TGF-1 (p = 

0,04, r +0,71), CD163 (p = 0,007, r +0,83) y IL4R (p = 0,004, r +0,71), se 

correlacionó con un mayor grado de fibrosis a los 12 meses según la 

Clasificación de Banff, en las muestras de DC.  

12. Expresión génica de proteínas proinflamatorias 

12.1. Inflamación en biopsias renales de donantes  
Cuando se analizaron las muestras preimplantacionales, se observó que en los 

injertos de DC había una mayor expresión de proteínas proinflamatorias, 

incluidos ICAM-1 (p < 0,0001), MCP-1 (p = 0,0003), IL-1 (p = 0,0106), TNF- 

(p = 0,0308), y factores de trascripción como STAT1 (p < 0.0001) y NF-B (p = 

0,026) comparados con los injertos de DV. De la misma manera, la expresión 

del receptor de superficie CD80, característico de macrófagos M1, fue más 

elevado en injertos de DC (p = 0,045) con respecto a los injertos de DV. 

Además, los injertos de DC presentaban una mayor expresión génica de 

marcadores de superficie de monocitos, tales como CD14 (p = 0,0011) y CD16 

(p < 0,0001) que los injertos de DV (Figura 14).  

12.2. Inflamación en biopsias renales de protocolo 
A los 4 meses post trasplante, la expresión génica de TNF-, STAT1, NF-kB, 

CD80 y CD86 se mantuvo elevada en las muestras de DC y aumentó 

significativamente en las muestras de DV (p = 0,002, p < 0.0001, p = 0,002, p = 

0,004 y p = 0,032, respectivamente). Por otro lado, algunos inductores de la 

inflamación, a través de la vía M1, disminuyeron a los 4 meses después del 

trasplante en muestras de DC (ICAM-1, p < 0,0001; MCP-1, p = 0,003; IL-1, p 

= 0,0326), y a su vez permanecieron sin cambios en las muestras de DV 

(Figura 14). 
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A los 12 meses post trasplante los mismo marcadores inflamatorios 

permanecieron elevados en las muestras de DV y algunos de ellos presentaron 

un incremento significativo en las muestras de DC (TNF-, p=0,0012; STAT1, p 

= 0,011; NF-kB, p 0,03; CD80, p = 0,005; CD86, p < 0.0001) (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
Fig. 14: Análisis de expresión génica de ARN-m en biopsias renales de DC y DV en tres 
tiempos: preimplante, 4 y 12 meses post trasplante. Datos de expresión génica relativa de 

marcadores inflamatorios incluidos ICAM1 (A), MCP1 (B), IL1 (C), TNF- (D), STAT1 (E), 
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NFKB (F), CD16 (G), CD80 (H), CD 86 (I) se normalizaron usando la expresión media de tres 

controles endógenos (GUSB, GAPDH, y B-tubulina). En las figuras están representados los 

pacientes de DC en barras negras y los de DV en barras grises y se compararon ambos grupos 

en los diferentes tiempos: basal, 4 meses y 12 meses post-trasplante. 

12.3. Correlación entre la expresión génica de proteínas pro-
inflamatorias y la función renal a medio y largo plazo 
En las muestras de DC, la expresión basal de los genes evaluados no se 

correlacionó con la TFG en ninguno de los tiempos analizados. Por el contrario, 

la expresión génica de varias proteínas pro-inflamatorias, tales como ICAM1, 

MCP1, IL-1, TNF-, STAT1 y NF-B, a los 4 meses después del trasplante en 

injertos de DC mostró una correlación negativa estadísticamente significativa 

con la TFG a medio y a largo plazo (Tabla 2A). A su vez, cuando se analizó el 

incremento de inflamación en las muestras de DC (expresado como la 

diferencia de expresión génica a los 4 meses y la expresión basal), se observó 

una correlación negativa con la TFG a medio y a largo plazo (Tabla 3A).  

Con respeto a los injertos de DV, en general ni la expresión génica de estos 

marcadores inflamatorios a los 4 meses post trasplante ni el incremento de la 

inflamación se correlacionaron con la TFG a largo plazo (Tablas 2B y 3B). 

 

Tabla 2: Correlaciones entre la expresión génica a los 4 meses con la 
función renal a medio y a largo plazo.  
A 

MDRD (ml/min/1,73m2) 

4 MESES 24 Meses   Último control (5,81 a) 

DC p rho Spearman p rho Spearman 

ICAM1 0,0473 -0,4089 0,0007 -0,6429 
MCP1 0,0212 -0,4677 0,0011 -0,6239 
IL-1β 0,0187 -0,4760 0,0003 -0,6739 

TNF-α 0,0209 -0,4686 0,0202 -0,4709 
STAT1 0,0086 -0,5709 0,0003 -0,7174 

NFB 0,0128 -0,5459 0,0343 -0,4335 

CD80 0,2065 -0,2674 0,0421 -0,4179 
CD86 0,0357 -0,4306 0,0007 -0,6442 
CD14 0,0513 -0,4023 0,0003 -0,6790 
CD16 0,0181 -0,4780 <0,0001 -0,7404 
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B 
MDRD (ml/min/1,73m2) 

4 MESES 24 Meses   Último control (5,81 a) 

DV p rho Spearman p rho Spearman 

ICAM1 0,0708 -0,3836 0,2853 0,2327 

MCP1 0,0111 -0,5192 0,5556 -0,1296 

IL-1β 0,1427 -0,3154 0,6102 -0,1122 

TNF-α 0,6778 -0,0915 0,3286 0,2132 

STAT1 0,0001 -0,7808 0,1250 -0,3371 

NFB 0,6188 0,2123 0,0868 0,3736 

CD80 0,2655 0,2422 0,4783 0,1556 

CD86 0,1699 -0,2963 0,7825 -0,0609 

CD14 0,1062 -0,3456 0,8488 -0,0421 

CD16 0,0506 -0,4123 0,7095 0,0821 

 
 
Tabla 3: Correlaciones de la diferencia entre la expresión génica a los 4 
meses y basal con la función renal a medio y a largo plazo.  
 
A 

MDRD (ml/min/1,73m2) 

4M - basal 24 Meses   Último control (5,81 a) 

DC p rho Spearman p rho Spearman 

ICAM1 0,0026 -0,7593 0,0673 -0,5220 

MCP1 0,0003 -0,8473 0,0024 -0,7637 

IL-1β 0,0102 -0,6823 0,0007 -0,8132 

TNF-α 0,0241 -0,6190 0,0346 -0,5879 

STAT1 0,0476 -0,2937 0,5733 -0,8438 

NFB 0,7298 -0,1012 0,0147 -0,6703 

CD80 0,1972 -0,3824 0,0252 -0,6154 

CD86 0,8373 -0,0633 0,3344 -0,2912 

CD14 0,1323 -0,4402 0,2309 -0,3571 

CD16 0,0398 -0,5750 0,0037 -0,7418 

 (incremento): expresado como la diferencia entre la expresión génica a los 4 meses y la 

expresión génica basal. 
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B 

MDRD (ml/min/1,73m2) 

4M - basal 24 Meses   Último control (5,81 a) 

DV p rho Spearman p rho Spearman 

ICAM1 0.3558 -0.3500 0.3807 -0.3333 

MCP1 0.6368 -0.1833 0.7650 0.1276 

IL-1β 0.4175 -0.3096 0.2950 -0.3933 

TNF-α 0.7980 -0.1000 0.4064 -0.3167 

STAT1 0,3536 -0,4286 0,5948 0,2500 

NFB 0,2897 -0,4685 0,6698 0,1982 

CD80 0.5996 0.2034 0.7946 0.1017 

CD86 0.0671 0.6333 0.0418 0.6830 

CD14 0.8984 -0.0500 0.4328 0.3000 

CD16 1.0000 0.0000 0.8984 -0.0500 

 

13. Infiltrado de macrófagos 

Los injertos procedentes de DC presentaron un mayor infiltrado de macrófagos 

CD68 positivos que los de injertos de DV en el momento de la implantación (p 

= 0,001). A los 4 meses post trasplante, las células CD68 positivas 

permanecieron elevadas en receptores de DC y aumentaron significativamente 

en receptores de DV. A pesar de este último aumento en DV, las diferencias 

entre los grupos permanecieron significativas (p = 0,04) (Figura 15). 
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Figura 15: Análisis del infiltrado inflamatorio de CD68 por conteo automático de células 
por campo del tejido renal de DC (barras negras) y DV (barras grises). Los datos fueron 

expresados como media  desviación estándar y fueron comparados en los diferentes tiempos: 

basal, 4 y 12 meses post-trasplante (A). Muestra representativa del infiltrado de células CD68 

positivas en los injertos de DV y DC pre-implantacionales (C y E) y a los 4 meses post 

trasplante (D y F). Se realizó test de Mann-Whitney para análisis estadístico entre ambos 

grupos. La significación estadística se alcanzó con una p<0.05. 

  

13.1. Correlación entre el infiltrado de macrófagos y la función renal 
a medio y largo plazo 
El infiltrado basal de macrófagos CD68+ en los injertos de DC se correlacionó 

inversamente con la TFG a medio y largo plazo (24 meses: r = - 0,625, p = 

0,006; último control [media de 5,8  1,0 años]: r = - 0,551, p = 0,005), pero no 

se apreció correlación con el incremento del infiltrado a los 4 meses (Figura 

11A). Sin embargo, en las muestras de DV, se observó una correlación entre la 

TFG a medio plazo (24 meses) y el incremento de células CD68+ entre los 

tiempos basal y 4 meses post trasplante (Figura 16B). 

A los 4 y 12 meses, el infiltrado de macrófagos CD68+ no se correlacionó con 

la función renal ni en las muestras de DC ni en las muestras de DV. 
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A 

 
 

B 

CD 68 

MDRD (ml/min/1,73m2) 

24 meses Último control (5,81 a) 

p 
rho 

Spearman 
p 

rho 

Spearman 

DC BASAL 0.006 -0,625 0,005 -0,551 

DV BASAL 0.136 -0.714 0.139 -0.643 

DC 4 MESES 0.149 0.424 0.122 0.433 

DV 4 MESES 0.318 -0.377 0.488 -0.267 

DC Δ4M-BASAL 0.906 -0.071 0.582 -0.238 

DV Δ4M-BASAL 0.047 -0.638 0.112 -0.483 

 
Figura 16: Correlación de Spearman entre el número de células CD68+ y la TFG (MDRD). 
La figura 16A representa graficamente la correlación entre el infiltrado células CD68+ 

preimplantacional y la TFG (MDRD) en muestras de DC, a los 24 meses y en el último control 

(UC). En la figura 16B se expresa la correlación entre el incremento (desde basal hasta los 4 

m) del número de células CD68+ con la TFG a los 24 meses post-TR y al UC, en ambos 

grupos.  

14. Expresión génica de proteínas pro-fibróticas  

14.1. Fibrosis en biopsias renales de donantes 
Cuando se analizaron las muestras preimplantacionales, se observó que los 

injertos de DC ya presentaban una mayor expresión de proteínas anti-

inflamatorias como el IL4R (p = 0,0046), IL10 (p = 0,0109) y TGF-1 (p = 

0,0005), de factores de transcripción como el STAT6 (p = 0,03) y SNAIL1 (p = 

0.0012), así como de marcadores de superficie de macrófagos M2, tales como 

CD209 y CD163 (ambos p < 0,0001), comparados con las muestras de DV 

(Figura 17). 
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14.2. Fibrosis en biopsias renales de protocolo 
A los 4 meses post trasplante la expresión de marcadores de superficie de 

macrófagos-M2 como CD206, CD209 y CD163, permanecieron elevadas en los 

injertos de DC, y se observó un incremento significativo de estos marcadores 

en las muestras de DV ( p = 0,0046, p = 0,010, p = 0,0017 respectivamente).  A 

este tiempo, la expresión génica de los inductores de TEM aumentaron 

significativamente en ambos grupos pero permaneceron significativamente más 

elevados en los injertos de DC: -SMA (p = 0,023), fibronectina (p = 0,019), 

vimentina (p = 0,0013), TIMP1 (p = 0,002). Además, se observó que los injertos 

de DC presentaban una mayor expresión génica del factor de transcripción 

inductor de TEM [SNAIL-1 (p = 0,0073)], de metaloproteinasas, tal como  

MMP14 (p = 0,011) y colágeno-4 (p = 0,04) (Figura 17).  

A los 12 meses post trasplante, la expresión de los mismo marcadores 

permaneceron elevados en ambos grupos pero siguen significativamente más 

elevados en los injertos de DC, incluídas las proteínas anti-inflamatorias 

inductoras de la activación de macrófagos M2, tales como IL4R (p 0,042), IL10 

(p = 0,039) y TGF-1 (p = 0,020) (Figura 17).  

 

A            B          C                

 

  

DV B
as

al

DC B
as

al

DV 4m
DC 4m

DV 12
m

DC 12
m

0

2

4

6

8

10

0.0337

0.0101
<0.0001

<0.0001

0.0046

0.0041

CD206

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a

CD209

DV B
as

al

DC B
as

al

DV 4m
DC 4m

DV 12
m

DC 12
m

0

1

2

3

<0.0001 0.0025

0.010

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a

DV B
as

al

DC B
as

al

DV 4m
DC 4m

DV 12
m

DC 12
m

0

5

10

15

CD163

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a p<0.0001 p 0.001 p 0.015

p 0.005
p 0.001



 101 

D       E       F  

 

G       H       I 

  

J       L       M 

 

 

 

 

  

 IL4R

DV B
as

al

DC B
as

al

DV 4m
DC 4m

DV 12
m

DC 12
m

0

1

2

3

4

5

0.0046

0.0429

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a

DV
	B
as
al

DC
	B
as
al

DV
	4
m

DC
	4
m

DV
	1
2m

DC
	1
2m

0

1

2

3

4

0.0341

<0.0001

0.0003

0.0051

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a

STAT6 IL10

DV B
as

al

DC B
as

al

DV 4m
DC 4m

DV 12
m

DC 12
m

0

2

4

6

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a p 0.010 p 0.053 p 0.039

DV
	B
as
al

DC
	B
as
al

DV
	4
m

DC
	4
m

DV
	1
2m

DC
	1
2m

0

1

2

3

4

5 0.0208

0.0005

0.0053

0.0002

TGF-B1

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a

DV Bas
al

DC Bas
al

DV 4m
DC 4m

DV 12
m

DC 12
m

0.0

0.5

1.0

1.5 0.0002

SMAD4

0.0003
0.0327

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a

SNAIL 1

DV B
as

al

DC B
as

al

DV 4m
DC 4m

DV 12
m

DC 12
m

0

2

4

6

8

0.0073 0.0053

0.0012

0.0043

0.0022

<0.0001

<0.0001

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a

VIMENTINA

DV B
as

al

DC B
as

al

DV 4m
DC 4m

DV 12
m

DC 12
m

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0 0.0013 0.0009

<0.0001

<0.0001

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a

DV B
as

al

DC B
as

al

DV 4m
DC 4m

DV 12
m

DC 12
m

0

1

2

3

4

5

6

7
0.0196

FIBRONECTINA

<0.0001

<0.0001

<0.0001

<0.0001

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a



 102 

N       O       P 

 

Q       R       S 

 
T       U 

 
 
Figura 17 : Análisis de expresión génica de ARN-m en biopsias renales de DC (barras 
negras) y DV (barras grises) en tres tiempos: preimplante, 4 meses y 12 meses post 
trasplante. Datos de expresión génica relativa de marcadores pro-fibróticos incluidos CD206 

(A), CD209 (B), CD163 (C), IL4R (D), STAT6 (E), IL10 (F), TGF-1 (G), SMAD4 (H), SNAIL1 

(I), SMA (J), vimentina (L), fibronectina (M), TIMP1 (N), TIMP4 (O), ERK-2 (P), COL1A2 

(Q),COL4A1 (R), COL5A3 (S), MMP14 (T), MMP9 (U); se normalizaron usando la expresión 

media de tres controles endógenos (GUSB, GAPDH, y B-tubulina). 
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14.3. Correlación entre la expresión génica de proteínas pro-
fibróticas y la función renal a medio y largo plazo.  
 

En general, en las muestras de DC, la expresión génica de varias proteínas  

pro-fibróticas, tales como TGF-, fibronectina, vimentina y -SMA, a los 4 

meses después del trasplante, exhibieron una correlación negativa 

estadísticamente significativa con TFG (MDRD) a largo plazo (Tabla 4A).  

Por el contrario, la expresión génica de los mismo marcadores de fibrosis, en 

las muestras de DV, no presentaron correlación con la función renal a la largo 

plazo y solo TGF-1 y CD163 correlacionaron con la TFG a los 24 meses 

(Tabla 4B).   

 

Cuando se analizó el incremento de la expresión génica de estos marcadores 

pro-fibróticos a los 4 meses en las muestras de DC, se observó una correlación 

negativa con la TFG a medio y a largo plazo.  En los injertos de DV este 

incremento de la expresión génica de dicho marcadores no se correlacionó con 

la TFG a largo plazo (Tabla 5B). 

 
 

Tabla 4: Correlaciones entre la expresión génica a los 4 meses con la 
función renal a medio y a largo plazo de las proteínas pro-fibróticas. 
 

A 

MDRD (ml/min/1,73m2) 

4 MESES 24 Meses   Último control (5,81 a) 

DC p rho Spearman p rho Spearman 

CD209 0,0323 -0,4380 0,0471 -0,4091 
CD163 0,0231 -0,4619 0,0010 -0,6281 
CD206 0,0035 -0,5725 0,0012 -0,6204 
IL-4R 0,0214 -0,4672 <0,0001 -0,7112 

STAT6 0,0639 -0,4220 0,0038 -0,6036 

TGF-β 0,0026 -0,5860 0,0000 -0,8287 

α-SMA 0,0426 -0,4171 0,0070 -0,5358 
Fibronectina 0,1182 -0,3275 0,0007 -0,6437 

Vimentina 0,1086 -0,3359 0,0233 -0,4613 
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B 

MDRD (ml/min/1,73m2) 

4 MESES 24 Meses   Último control (5,81 a) 

DV p rho Spearman p rho Spearman 

CD209 0,8912 -0,0302 0,5676 -0,1257 

CD163 0,0264 -0,4621 0,2747 -0,2378 

CD206 0,2823 -0,2341 0,5958 -0,1167 

IL-4R 0,3159 -0,2188 0,8683 0,0366 

STAT6 0,0103 -0,5351 0,0836 -0,3772 

TGF-β 0,0079 -0,5395 0,9643 -0,0099 

α-SMA 0,6289 -0,1064 0,1132 0,3394 

Fibronectina 0,0537 -0,4073 0,9002 0,0277 

Vimentina 0,4146 -0,1787 0,5902 -0,1185 

 

 

 

 

Tabla 5: Correlaciones de la diferencia entre la expresión génica a los 4 
meses y basal con la función renal a medio y a largo plazo de las 
proteínas pro-fibróticas.  
 

A 

 

MDRD (ml/min/1,73m2) 

4M - basal 24 Meses   Último control (5,81 a) 

DC p rho Spearman p rho Spearman 

CD209 0,0315 -0,6200 0,3541 -0,2937 

CD163 0,0233 -0,6217 0,1744 -0,4011 

CD206 0,0500 -0,5530 0,1497 -0,4231 

IL-4R 0,0034 -0,7455 0,0112 -0,6758 

STAT6 0,2254 -0,3604 0,4796 -0,2046 

TGF-β 0,0210 -0,6300 0,0490 -0,5549 

α-SMA 0,0958 -0,4814 0,1618 -0,4121 

Fibronectina 0,0258 -0,6135 <0,0001 -0,9231 

Vimentina 0,0196 -0,6355 0,0367 -0,5824 
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B 

 

MDRD (ml/min/1,73m2) 

4M - basal 24 Meses   Último control (5,81 a) 

DV p rho Spearman p rho Spearman 

CD209 0.2861 0.4000 0.0298 0.7167 

CD163 1.0000 0.0000 0.6059 -0.2000 

CD206 0.9661 -0.0167 0.7650 -0.1167 

IL-4R 0.9661 -0.0167 0.7980 0.1000 

STAT6 0,6615 0,2143 0,2000 0,5714 

TGF-β 0.7650 -0.1167 0.8647 0.0667 

α-SMA 0,9661 0.0167 0.9661 -0.0167 

Fibronectina 0.4600 -0.2833 1.0000 0.0000 

Vimentina 0.4064 -0.3167 0.0424 -0.6833 

 

15. Correlación entre las variables clínicas con la 
función renal a largo plazo en el donantes cadáver 

Inicialmente, el modelo lineal de regresión univariante con las variables clínicas 

indican que la edad del donante (r = - 0,555, p < 0.0001), la edad del receptor (r 

= - 0,335, p = 0,014), el tiempo de isquemia fria (r = - 0,318, p = 0,023), la FRI ( 

r = - 0,423, p = 0,002) y ser DCE (r = - 0,450, p = 0,001) son variables que 

predicen el último MDRD (ver Tabla 18). Sin embargo, en el análisis 

multivariante, incluidas las variables clínicas, histológicas y el análisis de ARN-

m, los factores independientes se reducían a los presentados en la tabla 7. 

Finalmente, el análisis multivariante indica que el TGF-1 a los 4 meses es el 

mejor predictor bioquímico de MDRD a largo plazo (r = - 0.57, p 0,004) y que la 

combinación de las variables FRI y TGF-1 a los 4 meses explica casi un 50% 

de la función del injerto a largo plazo (R2 = 0,487) (Figura 19). Durante el 

seguimiento no se observaron diferencias significativas cuanto a los niveles de 

tacrolimus entre ambos grupos.  
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Tabla 18: Análisis univariante de las variables clínicas  
Variable 

 
Creatinina_24M MDRD_24M Creatinina_FINAL MDRD_FINAL 

DCE Rho  0,280* -0,456 0,240   -0,450** 
 

p 0,042 0,001 0,083 0,001 

FRI Rho    0,512**     -0,540** 0,347*    -0,423** 
 

p 0,000 0,000 0,011 0,002 

Edad (donante) Rho 0,251     -0,470** 0,291*    -0,555** 
 

p 0,069 0,000 0,034 0,000 

Sexo (donante) Rho 0,062 -0,123 0,116 -0,179 
 

p 0,660 0,380 0,409 0,201 

TIF (horas) Rho 0,162  -0,338* 0,084  -0,318* 
 

p 0,255 0,015 0,556 0,023 

Edad (receptor) Rho 0,113   -0,302* 0,072  -0,335* 
 

p 0,419 0,028 0,610 0,014 

Sexo (receptor) Rho 0,197 -0,006 0,031 0,085 
 

p 0,157 0,963 0,823 0,544 

Tiempo en TRS (a) Rho 0,169 -0,221 0,091 -0,106 
 

p 0,225 0,113 0,519 0,448 

* La correlación es significativa con una p < 0,05. 

** La correlación es significativa con una p < 0,01. 
Abr. Rho: correlación de Pearson, a : años, TIF: tiempo de isquemia fria, FRI: función retrasada del 

injerto, DCE: donantes con criterios expandidos.  

 
Tabla 19: Coeficientes del análisis multivariante 

Variable Coeficientes no 
estandarizados 

Coeficientes 
estandarizados 

  

 B Error Std Beta t p 
DCE -6,973 5,510 -0,168 -1,265 0,230 
FRI -10,359 4,547 -0,321 -2,278 0,042* 

TIF (h) -0,830 0,733 -0,161 -1,132 0,280 
TNF-_4M -0,128 0,367 -0,057 -0,348 0,734 
CD80_4M -0,592 0,660 -0,138 -0,896 0,388 

TGF-1_4M -5,432 1,552 -0,573 -3,500 0,004** 
     * p ≤ 0,05   ** p ≤ 0,01   

B: coeficiente de regresión no estandarizado. Beta : coeficiente de regresión estandarizado. 
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16. Supervivencia renal  

Se analizó la supervivencia del injerto de los pacientes estudiados. Veintiséis 

de los receptores (21%) perdieron el injerto en 4,2 ± 1,8 años. Las causas 

principales de pérdida del injerto fueron la disfunción crónica del injerto DCI 

(73%) y la muerte con injerto funcionante (27%). La media del tiempo de 

seguimiento fue de 5,8  1,0 años. 

La curva de supervivencia del injerto, sin censurar la muerte del receptor con 

riñón funcionante como causa de pérdida, se muestra en la Figura 20A. La 

supervivencia del injerto fue mayor en los receptores de DV que en los 

receptores de DC (86,6% versus 59,9%, respectivamente, p = 0,007 por log-

rank), con un seguimiento de 99,6 meses (8,2  1,2 años).  

Si realizamos la curva de supervivencia del injerto censurando los éxitus de los 

receptores con injerto funcionante (Figura 20B), observamos un mayor 

porcentaje de supervivencia de ambos grupos (88,2% versus 64,9%). Sin 

embargo, la supervivencia del injerto continua siendo mayor en los receptores 

de DV comparado con los de DC (p = 0,02 por log-rank). Las tasas de 

supervivencia del injerto a los 5 y 8 años están resumidas en la tabla 21. 

Tras censurar los casos de muerte con injerto funcionante, la tasa de 

supervivencia del injerto a los 99,6 meses fue de 70,7% versus 62,2%, en el 

grupo de DEST y DCE, respectivamente, siendo esta diferencia 

estadísticamente significativa (p = 0,03) (Figura 20C).  

 
A 

 

0 20 40 60 80 100
40

60

80

100
DC
DV

Meses

Su
pe

rv
iv

en
ci

a 
de

l i
nj

er
to

 (%
)

Log-rank test
p = 0,007



 108 

B 
 

 
 

C       

 

  
 
Figura 20: Curvas de Kaplan-Meier que representan el porcentaje de la supervivencia del 
injerto por unidad de tiempo en meses, aplicando el test de log-rank.  
(A) Tasa de supervivencia del injerto, no censurado, para ambos grupos; (B) Tasa de 

supervivencia del injerto, censurando los fallecimientos de pacientes con injertos 

normofuncionantes . DV (línea roja) y en DC (línea negra). (C) Tasa de supervivencia del 

injerto, censurando los fallecimientos, entre donantes EST (línea azul) y DCE (línea negra). Se 

consideró la obtención de una p < 0,05 como nivel de significación y el 95% como intervalo de 

confianza. Abr: DV: donante vivo, DC: donante cadáver, D EST: donante estándar, 
DCE: donante con criterios expandidos. 
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Abr: DV: donante vivo, DC: donante cadáver, D EST: donante estándar, DCE: donante con crite 

 
Tabla 21: Tasa de supervivencia del injerto, censurando los éxitus. 

Tasa de 
supervivencia 2 años 5 años 8 años 

DV 100 % 94,2 % 88 %  
DC 93,1 % 84,3 % 65 % 

 

En resumen, en este estudio, los resultados demuestran que la biopsias 

basales de DC presentaban una mayor expresión génica de proteínas pro-

inflamatorias, de receptores de superficie de macrófagos M1 y un mayor 

reclutamiento e infiltrado de macrófagos (CD68+), comparado con las muestras 

de DV. A su vez, estas muestras también presentaban una mayor expresión de 

proteínas pro-fibróticas y de marcadores de superficie de macrófagos M2 

(Figura 22).  

A los 4 meses después del trasplante, la expresión génica de proteínas pro-

inflamatorias permanece elevada en las muestras de DC y presenta un 

incremento en las muestras de DV. La expresión génica de proteínas 

inductoras de la TEM aumenta en ambos grupos pero es significativamente 

más elevada en las muestras de DC (Figura 23).  

A los 12 meses post trasplante, se observó un incremento de la expresión de 

algunas proteínas relacionadas con la inflamación crónica en las muestras de 

DC y la expresión de proteínas pro-fibróticas persiste signifcativamente más 

elevada en DC comparado con DV (Figura 23).  

La expresión génica de algunas proteínas pro-fibróticas a los 4 meses post 

trasplante se correlacionó con un mayor grado de fibrosis a los 12 meses 

según la Clasificación de Banff, en las muestras de DC (Figura 24).  
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Fig. 22:  Resumen esquemático de la inmunohistoquímica y expresión génica de 
proteínas pro-inflamatorias, pro-fibróticas y de marcadores de superficie de macrófagos 

M1 y M2 en las muestras basales de DC.  () representa una mayor expresión comparado 

con las muestras de DV y (= ) representa que no hubo diferencias significativas entre ambos 

grupos.  
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Fig. 23:  Resumen esquemático de la de la inmunohistoquímica y expresión génica de 
proteínas pro-inflamatorias, pro-fibróticas y de marcadores de superficie de macrófagos 

M1 y M2  a los 4 y 12 meses post-trasplante, en las muestras de DC y de DV.  () 

representa un incremento de la expresión génica comparado con las muestras pre-implante, () 

representa una disminución significativa de la expresión y (=) representa que no hubo cambios 

significativos entre los tiempos.  

 

 

Banff score 
 

CD68 basal TGF-1 (4m) IL4R (4m) CD163 (4m) 

i ≥ 1  ( 4m ) p 0,004 0,032 - - 

ci ≥ 1 y ct ≥ 1  (12m) p - 0,04 0,004 0,007 

 
Fig. 24:  Resumen de la relación entre la puntuación de Banff de inflamación y el 
infiltrado de células CD68+ basal y entre la puntuación de Banff de fibrosis y la 
expresión génica de marcadores de superficie de macrófagos M2.  
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En este estudio confirmamos, como está ampliamente demostrado, que el TR 

de DC tiene peor supervivencia que el trasplante procedente de DV 

(18,20,22,40,278,279) y analizamos múltiples factores clínicos, histopatológicos 

y mediadores moleculares potencialmente lesivos, no sólo post-trasplante 

renal, sino que además extendemos dichos análisis al período 

preimplantacional (basal). De hecho, esta mejor supervivencia del injerto en los 

receptores de DV ha sido atribuida, al menos en parte, a las mejores u óptimas 

condiciones de los injertos procedentes de donantes sanos asociadas a un 

menor tiempo de isquemia fría (21,41). Obviamente, los injertos procedentes de 

DC experimentan períodos prolongados de almacenamiento en frío y además 

estos donantes pueden sufrir eventos traumáticos o noxas asociadas al manejo 

de cuidados intensivos, a la causa de la muerte y al daño fisiopatológico 

asociado al proceso de fallecimiento (280). Además tanto los donantes como 

los receptores de injertos cadáver son más añosos y con varias comorbilidades 

que pueden ser atribuibles al mayor tiempo en TRS (278,279,281–283). 

El elevado porcentaje de FRI en nuestra población se podría explicar por el 

mayor número de DCE, ya que la edad mayor de 60 años se ha relacionado 

claramente con una mayor incidencia de FRI (38,284–288). Aunque el uso de 

injertos procedentes de DCE haya aumentado y permitido la disminución de las 

listas de espera, existe un cierto grado de preocupación sobre la función 

subóptima del injerto con este tipo de donantes (289,290) y su asociación con 

la disminución de la supervivencia a largo plazo (286,291–294).  De hecho, 

nuestros resultados demuestran, tanto en nuestro análisis univariante como 

multivariante, que no sólo la presencia de FRI está estrechamente asociada de 

modo independiente a la función renal a largo plazo sino que además los DCE 

tienen menor supervivencia en comparación con los donantes estándar. 

Numerosos factores pre-trasplante parecen incidir en la supervivencia del 

injerto, en general, nuestros resultados sugieren que el estado inflamatorio 

inicial, el infiltrado precoz de macrófagos y, principalmente, la inflamación 

sostenida presente en los DC pueden jugar un papel importante en la función 

del injerto a largo plazo.  
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Ya había sido descrito que, en los injertos renales de DC, la inflamación 

precede a la implantación del órgano y ese daño temprano de los órganos 

cadavéricos los haría más susceptibles a eventos fisiopatológicos e 

inmunológicos dañinos después del trasplante (22,141). Así, es conocido que 

tras la muerte encefálica del donante, se producen una serie de alteraciones 

con liberación de citocinas y catecolaminas que generan una disfunción 

endotelial (295). Estudios previos realizados en modelos animales (140,296–

298) y algunos realizados en humanos (141,299,300) observaron una mayor 

expresión génica de citoquinas inflamatorias en los riñones de los donantes 

durante la muerte cerebral. En un estudio muy reciente, Mazeti-Felicio y cols. 

(301) observaron que los DCE presentaban una mayor expresión génica de 

citoquinas inflamatorias en las biopsias pre-implantacionales en comparación 

con DEST, sugiriendo que esta diferencia podría estar relacionada con la 

activación de la inmunidad innata (mediada por células T) independiente del 

complejo mayor de histocompatibilidad, inducido por isquemia y 

desencadenado por la inflamación. 

Además, este aumento de la inflamación basal se ha asociado 

significativamente con un tiempo de isquemia fría más largo debido a la 

activación de una secuencia compleja de eventos que sostendrían el daño 

renal (p. ej. Inducido por radicales libres) y también a través de la liberación de 

diversas citoquinas proinflamatorias (280,302). La LIR puede así condicionar 

desde una disfunción inicial leve del injerto trasplantado hasta, en mayor grado, 

una disfunción que condicione una limitación de la supervivencia del injerto 

(49).  

 

En nuestro estudio, de los pocos realizados con biopsias de riñones humanos, 

los resultados expanden otras observaciones previas mostrando que los 

inductores de la respuesta inflamatoria inicial, las moléculas de adhesión y 

reclutamiento de monocitos, los marcadores de superficie de macrófagos M1 y 

las citoquinas proinflamatorias producidas por dichos macrófagos, presentan 

una mayor expresión en injertos de DC en comparación con los de DV en el 

momento del trasplante. Estos resultados confirman que hay una activación 

inflamatoria importante en los injertos de DC antes de la implantación y este 

argumento está reforzado por la observación de que estos injertos presentaron 
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un elevado número de macrófagos CD68 positivos intersticiales evaluados por 

inmunohistoquimia.  

En este sentido, otros estudios previos describieron que el infiltrado de 

macrófagos a nivel glomerular, peritubular y/o perivascular, evaluados post-TR, 

se correlacionó con una peor función renal al analizar el rechazo del aloinjerto, 

independientemente del tipo de donante (303–308). Del mismo modo, en un 

estudio reciente, Brasën y cols. (309) analizaron 67 biopsias renales de 

protocolo a las 6 semanas post-trasplante y observaron que el mayor infiltrado 

intersticial de CD68+ se correlacionó inversamente con la menor TFG y 

directamente con el número de rechazos a los 4 años post trasplante. En otros 

tipos de trasplante, estudios como el de Jassem y cols. (310) en biopsias 

hepáticas pre-implante, mostraron diferencias significativas en el infiltrado de 

macrófagos CD68+ entre DC y DV; sin embargo este infiltrado no se 

correlacionó con la función del injerto hepático durante la estancia hospitalaria 

después del trasplante. 

Es importante resaltar que en nuestro estudio, no solo hemos comparado el 

infiltrado intersticial de macrófagos entre los dos tipos diferentes de donantes, 

DC y DV, sino además hemos demostrado que el mayor infiltrado de 

macrófagos CD68+ en los injertos de DC pre-implantación presentó una 

correlación negativa significativa con la función del injerto a largo plazo. Esta 

observación expande los hallazgos de Brasën y cols. mencionados, que fueron 

descritos en biopsias de protocolo tempranas post-TR y con un período de 

seguimiento más corto (309). Todo ello, parece poner en evidencia el impacto 

del estado inflamatorio renal ya antes del trasplante en la futura función del 

injerto. Por otro lado, nuestros resultados con las muestras de DV revelarían 

que el aumento del infiltrado de macrófagos que se produce después del 

trasplante (y que no alcanza la intensidad de la infiltración de los DC) está muy 

probablemente asociado a eventos post-trasplante que parecen afectar a la 

función renal a medio plazo pero no a largo plazo.  

Cuando analizamos el proceso inflamatorio que ya está activado en el 

momento de la implantación encontramos concordancia con otros estudios 

como el de Kim y cols. que compararon la expresión de varias citoquinas 

inflamatorias en el momento de la implantación y observaron una mayor 

expresión génica de TNF-α, IFN-γ e IL-10 en injertos de DC (311). Otros 
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estudios que analizaron el impacto de la inflamación pre-implante en el DC, 

también demostraron una mayor expresión de la molécula de adhesión ICAM-1 

(141,299,312,313) y de MCP-1 (314), comparado con los injertos de DV; sin 

embargo, estos estudios no analizaron la relación entre la expresión de las 

moléculas mencionadas con la función renal a largo plazo. Nuestros resultados 

proporcionan una nueva información al mostrar que los riñones procedentes de 

DC presentan no solo mayor expresión génica de dichas citoquinas pro-

inflamatorias antes de la implantación sino no que también evidencian el 

impacto del infiltrado de macrófagos basal sobre la evolución del injerto a largo 

plazo. 

 

A los 4 meses del trasplante, la inflamación parece persistir en los riñones 

procedentes de DC. El incremento de inflamación, así como del infiltrado de 

CD68+ en estas muestras, se correlacionaron con la función renal a largo plazo 

para la mayoría de estas proteínas. Por ejemplo, hemos observado una mayor 

expresión de TNF- en las muestras basales de biopsias de DC comparado 

con DV y esta expresión incrementó progresivamente y de forma significativa 

en el primer año del trasplante en los DC. Los macrófagos M1, a través de 

TNF-, pueden perpetuar la inflamación, condicionando el empeoramiento del 

proceso de cicatrización de lesiones inflamatorias (315), por lo que, el 

mantenimiento de la inflamación estaría así involucrado en el pronóstico del 

injerto. Sumándose a todos estos hallazgos, al analizar las muestras a los 4 

meses post-trasplante según la clasificación de Banff, se observó que la 

persistencia de inflamación en las biopsias de DC también se correlacionaba 

con el infiltrado de macrófagos basal y la vez con la menor TFG a largo plazo. 

Todo ello, es indicativo del efecto de la persistencia del estado inflamatorio 

basal en la función de estos injerto.   
 

Por otro parte, llama la atención que a pesar de un aumento significativo de la 

expresión génica de proteínas pro-inflamatorias en los receptores de DV, este 

incremento no influyó significativamente en la función renal a largo plazo.  

Globalmente, todas estas observaciones sugieren que no sólo la inflamación 

inherente al trasplante, causada por mecanismos inmunológicos, por 

infecciones o por inmunosupresores nefrotóxicos, condicionan la mala 
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evolución del injerto, sino que la persistencia del estado inflamatorio inicial 

también parece tener un papel relevante en el pronóstico del injerto.  

 

Por otra parte, es bien conocido que la fibrosis renal casi siempre está 

precedida por una inflamación crónica (104,105,316,317). En estudios 

realizados con biopsias de protocolo seriadas, se observó que la presencia de 

tubulitis e infiltrado intersticial en la primera biopsia se asoció con un mayor 

riesgo de progresión de FI/AT en la segunda biopsia, sugiriendo que la 

inflamación precoz del injerto es un factor de riesgo para la progresión de las 

lesiones crónicas (61,116,318–321).  

En nuestro estudio también hemos mostrado cómo el DC, antes de la 

implantación del injerto, ya presentaba una mayor expresión de receptores de 

macrófagos pro-fibróticos, tales como el IL4R, CD209, CD163, de citoquinas 

pro-fibróticas como TGF-1 y de factores de transcripción inductores de TEM, 

como el SNAIL1 y STAT6. De modo que hemos demostrado que la inflamación, 

el reclutamiento de monocitos y la coexistencia de activación de los 

macrófagos por las vías M1 y M2 ya ocurren en los riñones de DC antes del 

trasplante y que estos eventos no se detectan en las muestras de DV. El tipo 

de donante, por lo tanto, implicaría el desarrollo de una serie de sucesos 

diferenciales que condicionarían una infiltración de macrófagos con distintos 

fenotipos, y que podrían tener un impacto distinto en la inflamación y en la 

reparación posterior del riñón. 

 

Como hemos comentado anteriormente, los macrófagos también juegan un 

papel relevante en la resolución de la inflamación (224). De este modo, en 

condiciones normales, la inducción de un estado de activación M2 es necesaria 

para la proliferación celular y la reparación después de un daño tisular, seguido 

de una fase de resolución inmunosupresora con el fin de evitar el desarrollo de 

fibrosis crónica progresiva (224,225). Sin embargo, ante una lesión persistente 

y una inflamación sostenida, la infiltración mantenida de macrófagos M2 puede 

resultar en el reclutamiento de fibroblastos, así como la síntesis excesiva y la 

remodelación del tejido conectivo (155). En este contexto, los macrófagos M2c 

pueden producir un aumento en la secreción de TGF-1, entre otras a través 

de la vía de señalización STAT6 que induce un aumento de la expresión de sus 
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receptores TGFBR2 y TGFBR1,  así como de la expresión de otros genes 

ligados a la generación de fibrosis (248). 

Nuestros resultados, a los 4 meses post-trasplante, no sólo muestran que la 

inflamación persiste en los riñones procedentes de DC sino que a la vez se 

incrementa de modo significativo la expresión génica de citoquinas pro-

fibróticas, inductoras de la TEM (i.e. α-SMA, proteína que se expresa en los 

miofibroblastos), y de remodelación-regulación de la MEC (i.e. TIMP1, inhibidor 

de las MMPs), moléculas que permanecen en general significativamente más 

elevadas en los injertos de DC y se correlacionan inversamente con la función 

renal a largo plazo. Estos datos, junto con el incremento significativo de 

expresión génica de marcadores de células mesenquimales como fibronectina 

y vimentina, y finalmente de proteínas del colágeno sugeriría la inducción y 

mantenimiento del proceso de fibrosis. Además, mostramos cómo el fenotipo 

de los macrófagos M2, a este tiempo, se correlaciona con la fibrosis a los 12 

meses, según la clasificación de Banff y con la función renal a largo plazo en 

las muestras de DC. Estos resultados corroboran y amplían significativamente 

las conclusiones de estudios previos que demuestran que la infiltración de 

macrófagos en biopsias de aloinjertos renales se asocia a la FI/AT posterior y a 

la supervivencia del injerto (94,118,322,323).  
 

En este sentido, un estudio reciente con biopsias de protocolo obtenidas al año 

post-TR de Toki y cols. (94) mostró que el mayor infiltrado de macrófagos M2 

(co-expresión de CD206 y CD68) se correlacionaba con una mayor 

inflamación, con la progresión de la fibrosis y a la vez con una peor función 

renal a los 3 años post trasplante mientras que otro estudio (324) sugirió que la 

inflamación subclínica junto a la fibrosis intersticial progresiva en aloinjertos 

renales puede conducir a la disfunción del injerto.  

 

Por otro lado, cuando analizamos las muestras procedentes de DV, se observó 

que la inflamación y la fibrosis estuvieron prácticamente ausentes en las 

muestras basales. En este grupo, la falta de correlación entre el incremento de 

la expresión génica de los macrófagos M2 durante los 4 meses post-trasplante 

y la función del injerto, sugiere que la fibrosis, cuando está precedida de 

inflamación, parece tener una peor evolución o, dicho de otro modo 
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formulándose a la inversa, que la fibrosis, cuando no está precedida de 

inflamación, podría tener una mejor evolución o pronóstico. De hecho, ya se ha 

descrito previamente en biopsias de protocolo que los pacientes con 

inflamación y fibrosis tenían una peor supervivencia del injerto comparado con 

los pacientes que sólo muestran inflamación o fibrosis (85,103,119,324–326) 

pero en la mayoría de estos estudios tampoco se analizaron muestras basales 

para poder subrayar la potencial importancia de la activación inflamatoria 

preimplantacional que hemos mostrado. 

 

En el trasplante renal, los eventos inflamatorios tempranos son considerados 

esenciales en el reclutamiento y la diferenciación de miofibroblastos. En 

estudios de fibrosis, quimiocinas como MCP-1 y CCL3 son importantes en el 

reclutamiento de macrófagos y miofibroblastos (327) y éstos, a su vez, son un 

componente central de la respuesta inflamatoria temprana asociada a la 

fibrosis intersticial y a la pérdida del injerto (94,307,328). Nuestros resultados 

mostraron una mayor expresión génica de MCP-1 en los injertos de DC, desde 

el momento preimplantacional hasta el primer año post-trasplante, comparado 

con los DV y se correlacionó inversamente de modo significativo con la TFG a 

medio pero también a largo plazo. De hecho, MCP-1 parece estar involucrado 

no solo en el reclutamiento de monocitos, sino también en el inicio, 

perpetuación y progresión del daño intersticial y en la fibrosis (329).  En base a 

esto, un aumento de la expresión de MCP-1 podría ser indicativo de una peor 

función del injerto. 

 

Asimismo, la persistencia casi constante de la expresión de proteínas 

inflamatorias durante el primer año en las biopsias procedentes de DC, 

parecería confirmar que la inflamación no resuelta después de una lesión 

persistente es un inductor importante de fibrogénesis, ya que crea un círculo 

vicioso de inflamación, daño tisular y fibrosis. En este sentido, a los 12 meses 

post-trasplante, observamos que la expresión de proteínas pro-fibróticas 

persiste significativamente más elevada en DC comparado con DV. Además en 

los injertos de DC, el incremento de la expresión génica de marcadores de 

proteínas de la MEC, como -SMA y vimentina, así como la disminución de la 

expresión de MMP9, sugerirían la presencia de un desequilibrio a favor del 
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depósito excesivo y prolongado de MEC y/o insuficiente degradación. Este 

desequilibrio sería el responsable final del proceso de fibrogénesis que, en 

último término, puede llegar a comprometer la integridad mecánica y funcional 

del injerto renal. En este sentido, es importante destacar que nuestros 

resultados muestran en el análisis multivariante que, entre las múltiples 

variables de expresión génica analizadas, la expresión de TGF-1 a los 4 

meses del trasplante sería el único predictor independiente de la función renal a 

largo plazo. En realidad, es ampliamente conocido y aceptado que el TGF-1 

desempeña un papel importante en la fibrogénesis (330) y varios estudios 

realizados en animales han establecido el TGF-β como el factor patógenico 

predominante o "regulador principal" en el desarrollo de la fibrosis renal. 

Asimismo, múltiples estudios previos sobre biopsias de protocolo de injertos 

renales post-trasplante concuerdan en que la fibrosis intersticial se correlaciona 

con una peor función y supervivencia del injerto (70,81,104,331–336). Por otra 

parte es de resaltar que, en las últimas décadas, la incidencia de rechazo 

agudo ha disminuido considerablemente (337) y la supervivencia del injerto a 

corto plazo también ha mejorado debido al desarrollo de nuevas pautas 

inmunosupresoras. Este beneficio, sin embargo, no se refleja en una mejoría 

significativa de la supervivencia del injerto a largo plazo (64,338,339).  

A pesar de los avances en la inmunosupresión, a día de hoy, no hay una 

terapia capaz de controlar de modo significativo el desarrollo de la fibrosis 

(123). Por otra parte, no es un argumento en contra del papel relevante del 

TGF-β el hecho de que se hayan mostrado poco viables las terapias dirigidas 

directamente contra el mismo, dadas las múltiples acciones pleiotrópicas (a 

veces incluso contradictorias) de esta citoquina. Tampoco están totalmente 

esclarecidos los mecanismos que enlazan la inflamación y la fibrosis del injerto 

renal, ni las vías de señalización por las cuales la inflamación promueve 

fibrosis. Quizá podríamos mejorar sustancialmente las tasas de supervivencia a 

largo plazo del injerto a través de la clarificación de estos mecanismos o el 

estudio de las vías específicas de señalización asociadas (y sobre las que 

aportamos datos preliminares). 

Mientras tanto, ante la ausencia de una terapia antifibrótica directa eficaz, 
nuestros datos demuestran también (análisis multivariante) la importancia de la 

prevención de los múltiples factores que condicionan la FRI, al menos en los 
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trasplantes procedentes de DC, con el fin de mejorar la función renal a largo 

plazo y subrayan la potencial importancia del estado inflamatorio precoz y 

persistente.  

Es posible que, en el futuro, con la optimización de las condiciones para la 

recuperación de órganos así como el desarrollo y tratamiento con inhibidores 

de moléculas proinflamatorias y/o profibróticas más específicas, especialmente 

antes de la implantación del injerto en DC, se pueda mejorar los resultados del 

trasplante renal de cadáver hacia las tasas de éxito observadas en el trasplante 

de DV. 
 

Finalmente mencionar que este estudio tiene ciertas limitaciones, 

fundamentalmente inherentes a la recogida de muestras. Debido a problemas 

técnicos, contraindicaciones médicas de la biopsia, o no consentimiento del 

paciente, no pudimos recoger las muestras en los 3 momentos (basal, 4m y 

12m) de todos los pacientes. Además, en algunas biopsias sólo fue posible 

obtener un cilindro de cada muestra. De manera que, no tenemos una 

representación de la evolución en el tiempo de cada paciente. Por otra parte 

debemos reconocer que, aparte de la variabilidad inherente a un solo 

observador o a las limitaciones técnicas de la PCR cuantitativa, no se confirmó 

el resultado de las técnicas de expresión génica con la cuantificación de las 

proteínas estudiadas a través de técnicas de inmunoensayo. Por último, la 

elección de las moléculas analizadas se han limitado a las que se ajustaban a 

la hipótesis propuesta, a las experiencias personales o líneas previas de 

trabajo del grupo y no por las técnicas de “microarrays” (excesivamente caras) 

que permitirían analizar la expresión diferencial de un mucho mayor número de 

moléculas.  

 

Por otra parte, como fortalezas principales, a diferencia de la mayoría de 

publicaciones previas, hemos analizado cuantitativamente en las biopsias de 

protocolo la progresión de la inflamación y fibrosis en un mismo estudio y, 

además, éste se realizó desde el momento preimplantacional hasta el año 

post-trasplante, comparando diferentes tipos de donantes y con un largo 

tiempo de evolución. Además, se usaron no sólo técnicas inmunohistoquímicas 

y las clásicas de anatomía patológica (incluyendo Remuzzi y Banff), sino 
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además, técnicas complejas cuantitativas de biología molecular que permitieron 

la cuantificación de un gran número de moléculas y marcadores celulares que, 

por su naturaleza, precisan de amplificación previa. En este sentido se 

proporcionan incluso datos preliminares sobre diferentes vías de señalización 

intracelulares. Por otra parte, el número de pacientes incluidos (DV y DC) en 

nuestra serie es mayor que en muchos de los estudios previos publicados y la 

inclusión de DV como grupo de control nos permite no sólo generar hipótesis 

sino también realizar inferencias sobre potencial causalidad con mayor 

robustez estadística, incluyendo incluso análisis multivariante que está ausente 

en numerosos estudios.  

 

En conclusión, nuestros resultados confirman que los macrófagos desempeñan 

un papel importante en la mediación de la inflamación persistente y la 

inducción de fibrosis, especialmente en receptores de DC, a través de la 

producción de TGF-β1. El incremento de TGF-β1 se produce ya en el período 

temprano post-trasplante (primeros 4 meses) y se asocia, a diferencia de otros 

estudios y de modo independiente, a la función renal a largo plazo del mismo 

modo que la FRI. En conjunto, nuestros datos sugieren que la presencia de un 

estado inflamatorio inicial (ya previo al trasplante) podría condicionar el futuro 

del injerto no sólo a corto sino también a largo plazo. Un control más específico 

de la inflamación del donante podría suponer, por lo tanto, un potencial 

terapéutico para minimizar la fibrosis renal progresiva y mejorar los resultados 

del trasplante renal de DC hacia las tasas de éxito observadas en el trasplante 

de DV.   
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1. Se confirma el peor pronóstico a largo plazo de los receptores que 

reciben un injerto procedente de DC. 

 

2. En los receptores de DC la inflamación precede la implantación y esta 

inflamación persiste durante el primer año post-trasplante. La 

persistencia de la inflamación en este tipo de donantes se asocia a un 

aumento de la fibrosis y una peor función del injerto a medio y a largo 

plazo.  

 

3. En el DC existe una relación entre el fenotipo M2 de los macrófagos y la 

fibrosis, así como con la evolución de la función renal del injerto a largo 

plazo. 

 

4. En nuestro estudio, la inducción temprana de la inflamación en el 

receptor de DC incluye la activación de la vía intracelular clásica TNF- 

NFkB, el reclutamiento e infiltración de monocitos/macrófagos, así como 

la actividad de factores inductores del cambio de fenotipo de 

macrófagos.  

 

4. Tanto la FRI como la expresión génica de TGF-β1 a los 4 meses post-

trasplante se relacionaron independientemente con la función renal a 

largo plazo.  

 

5. Las vías de activación antinflamatorias de los macrófagos y el aumento 

de TGF-β1 se asocian al desarrollo de fibrosis y contribuyen 

significativamente a las diferencias de pronóstico a largo plazo entre DC 

y DV.  
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IX. LINEAS DE FUTURO 
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✓ Determinar si la inflamación previa al trasplanted en el DCE condiciona 

una peor supervivencia comparado con los donantes estándar y DV.  

 

 

✓ Realizar estudios de expresión de proteínas y analizar las vías 

intracelulares que están implicadas en el desarrollo de inflamación y 

fibrosis del injerto renal. 

 

 

✓ Determinar el perfil inflamatorio a nivel serológico y el fenotipo de los 

monocitos circulante del donante y su relación con el pronóstico del 

injerto tras el trasplante.  
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