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i-mTOR: inhibidores de la mammalian target de rapamicina. 
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RNA-Seq: Secuenciación del transcriptoma entero. 

RSC: rechazo subclínico. 

RT-MLPA: amplificación de sonda dependiente de ligadura múltiple con transcriptasa 
inversa. 

RT-qPCR: reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa. 

TAC: tacrolimus. 

TAC —C0: niveles de tacrolimus en sangre total. 
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RESUMEN 

La enfermedad renal crónica (ERC) es una de las causas de morbimortalidad más 

importantes a nivel mundial, con una prevalencia cercana al 10 %. Se estima que para 

el 2040 se convierta en la quinta causa de muerte a nivel mundial.  

Entre las técnicas sustitutivas renales, el trasplante renal (TR) se considera el 

tratamiento de elección porque ofrece una mejor supervivencia del paciente, una mejor 

calidad de vida y un menor costo del sistema sanitario en comparación con las 

técnicas de diálisis.  Sin embargo, la supervivencia a largo plazo que ofrece el 

trasplante no está exento de complicaciones atribuidas a la sobreexposición de la 

inmunosupresión (neoplasia e infecciones) y a la infraexposición como el rechazo 

mediado por anticuerpos (RMA), el rechazo mediado por células T (RMC) y la 

inflamación subclínica que conduce al desarrollo de anticuerpos HLA donante 

específico de novo (ADEs dn).  

La inmunosupresión de mantenimiento en la mayoría de las unidades de trasplante 

renal se basa en la combinación de tacrolimus (TAC) y micofenolato mofetilo (MMF), 

con o sin esteroides en dosis bajas. Una limitación importante de esta estrategia es 

que el TAC es un fármaco con una ventana terapéutica estrecha, una baja 

biodisponibilidad (20-30 %), una alta variabilidad intra e interindividual, y además los 

niveles terapéuticos óptimos (TAC-C0) durante el seguimiento no han sido definidos 

adecuadamente. Una baja exposición al TAC durante el primer año se ha asociado a 

un mayor riesgo de rechazo agudo clínico y subclínico, y a un mayor riesgo de 

desarrollo de ADEs. Además, estudios previos han mostrado una asociación entre la 

baja exposición al TAC y una menor supervivencia a largo plazo del injerto. Mientras 

tanto, una alta exposición al TAC se ha asociado con nefrotoxicidad, infecciones 

virales y cáncer, entre otras toxicidades. Por este motivo, es importante la 

monitorización clínica, farmacológica, inmunológica e histológica durante el 

seguimiento postrasplante.   

Durante las últimas décadas la incorporación a la práctica clínica de las biopsias de 

seguimiento, en diferentes momentos postrasplante, ha permitido caracterizar la 

presencia de inflamación subclínica y la progresión de la fibrosis, observándose en 

diferentes estudios su asociación con la exposición a la inmunosupresión, la 

incompatibilidad HLA y el subsecuente desarrollo de ADEs dn.   

La monitorización del injerto en el trasplante renal se basa en biomarcadores no 

invasivos como la creatinina sérica, la proteinuria y los anticuerpos HLA. El desarrollo 

progresivo de nuevas tecnologías, como el perfil de expresión génica en sangre y 
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orina, y el ADN libre de células derivado del donante (dd-cfDNA), se han propuesto 

como nuevas herramientas que pueden contribuir a un mejor entendimiento de los 

mecanismos inmunopatológicos subyacentes y mejor precisión diagnóstica. De esta 

manera se podría realizar nuevas intervenciones para prevenir y ofrecer nuevos 

tratamientos.  

El propósito de esta tesis consistió en evaluar la asociación entre la inflamación 

subclínica del injerto renal (definida como la inflamación microvascular o la inflamación 

tubulointersticial existente en biopsias de seguimiento); la exposición a la 

inmunosupresión y la inmunomodulación de la expresión de genes implicados en el 

rechazo del injerto. 

En la presente tesis se describen los resultados de tres publicaciones que abordan los 

aspectos descritos previamente. En el primer trabajo, realizado en receptores de 

trasplante renal de los cuales se disponía de una biopsia obtenida por seguimiento o 

por indicación clínica, el objetivo fue determinar la expresión génica diferencial entre 

biopsias normales, biopsias con rechazo y biopsias con fenotipos incompletos de 

rechazo. Definimos un score que permitió discriminar las biopsias normales de las 

biopsias con rechazo (RAG-score). La aplicación de este score en las biopsias con 

fenotipos incompletos dio resultado positivo en casi todos los casos de rechazo 

subclínico, en una proporción de pacientes con diagnóstico de fibrosis intersticial y 

atrofia tubular (FI/AT), y en pacientes con diagnóstico de cambios borderline (BL). Es 

de destacar que el RAG-score se asoció con la supervivencia del injerto de manera 

independiente al diagnóstico histológico.  

 

En el segundo trabajo, evaluamos la asociación entre las lesiones histológicas 

agudas y crónicas en injertos renales, y la exposición a TAC y su metabolización en 

pacientes con biopsias de seguimiento secuenciales (a los 3 y 12 meses 

postrasplante). Observamos que una relación menor de concentración /dosis de 

tacrolimus (C/D-TAC) se asoció a una mayor progresión de la fibrosis intersticial y 

atrofia tubular (FI/AT), confirmando que los metabolizadores rápidos presentan más 

nefrotoxicidad como ha sido descrito previamente. Además, se confirmó que niveles 

más elevados de TAC se asocian a una menor inflamación en áreas sin fibrosis, pero 

no en áreas con fibrosis. Por otro lado, observamos que la evaluación del coeficiente 

de variación de TAC (CV-TAC) y el tiempo en rango terapéutico (TRT) no ofrecen 

información adicional.  
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En la misma línea de la investigación, en el tercer trabajo evaluamos en pacientes 

con biopsias de seguimiento, la asociación entre la exposición a TAC y la expresión de 

transcritos asociados con rechazo descritos por el grupo de Banff (n=308 genes). 

Mediante la técnica de RT-PCR en tarjetas microfluídicas, observamos que diecinueve 

de 111 genes asociados al rechazo se correlacionaron con los niveles de tacrolimus 

valle (TAC-C0) al momento de la biopsia. Un análisis no supervisado de los datos 

permitió definir dos grupos de pacientes en función de la expresión génica. Las 

biopsias con rechazo subclínico y las biopsias con cambios BL coincidieron en el 

mismo grupo. Además, en este grupo se observó una menor exposición a los niveles 

de TAC-C0 y se observó una disminución progresiva de la función renal durante el 

seguimiento.   
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ABSTRACT 

Chronic kidney disease (CKD) is one of the most significant causes of morbidity and 

mortality worldwide, with a prevalence close to 10 %. It is estimated that by 2040, it will 

become the fifth leading cause of death globally. Among renal replacement treatment 

techniques, kidney transplantation (KT) is considered the treatment of choice because 

it offers better patient survival, improved quality of life, and lower healthcare system 

costs compared to dialysis techniques. However, the long-term survival offered by 

transplantation is not free of complications attributed to overexposure to 

immunosuppression (neoplasm and infections) and underexposure such as antibody-

mediated rejection (ABMR), T-cell-mediated rejection (TCMR), and subclinical 

inflammation leading to the development of de novo donor-specific HLA antibodies 

(dnDSA). 

Maintenance immunosuppression in most kidney transplant units is based on a 

combination of tacrolimus (TAC) and mycophenolate mofetil (MMF), with or without 

low-dose steroids. A significant limitation of this strategy is that TAC is a drug with a 

narrow therapeutic window, low bioavailability (20–30 %), high intra— and 

interindividual variability, and the optimal therapeutic levels (TAC-C0) during follow-up 

have not been determined. Low TAC exposure during the first year has been 

associated with a higher risk of clinical and subclinical acute rejection and a higher risk 

of developing dnDSA. Additionally, previous studies have shown an association 

between low TAC exposure and lower long-term graft survival. Meanwhile, high TAC 

exposure has been associated with nephrotoxicity, viral infections, and cancer, among 

other toxicities. Therefore, clinical, pharmacological, immunological, and histological 

monitoring during post-transplant follow-up is important. 

In recent decades, the incorporation of follow-up biopsies at different post-transplant 

times into clinical practice has allowed the characterization of the presence of 

subclinical inflammation and the progression of fibrosis. Various studies have observed 

its association with immunosuppression exposure, HLA incompatibility, and the 

subsequent development of dnDSA. 

Kidney transplant graft monitoring relies on non-invasive biomarkers such as serum 

creatinine, proteinuria, and HLA antibodies. The progressive development of recent 

technologies, such as gene expression profiling in blood and urine and donor-derived 

cell-free DNA (dd-cfDNA), has been proposed as new tools that can contribute to a 

better understanding of underlying immunopathological mechanisms and improved 
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diagnostic accuracy. This could enable new interventions to prevent and offer new 

treatments. 

The purpose of this thesis was to evaluate the association between subclinical 

inflammation of the kidney graft (defined as microvascular inflammation or 

tubulointerstitial inflammation present in follow-up biopsies), exposure to 

immunosuppression, and immunomodulation of the expression of genes involved in 

graft rejection. 

This thesis describes the results of three publications addressing the previously 

described aspects. The first study, conducted on kidney transplant recipients with 

available biopsies, obtained through follow-up or clinical indication, aimed to determine 

the differential gene expression between normal biopsies, rejection biopsies, and 

biopsies with incomplete rejection phenotypes. We defined a score that allowed us to 

discriminate between normal biopsies and rejection biopsies (RAG-score). Applying 

this score to biopsies with incomplete phenotypes yielded positive results in almost all 

cases of subclinical rejection, a proportion of patients diagnosed with interstitial fibrosis 

and tubular atrophy (IF/TA), and patients diagnosed with borderline changes (BL). 

Notably, the RAG-score was associated with graft survival independently of the 

histological diagnosis. 

In the second article, we evaluated the association between acute and chronic 

histological lesions in kidney grafts and TAC exposure and metabolism in patients with 

sequential follow-up biopsies (at 3— and 12-months post-transplant). We observed that 

a lower concentration/dose ratio of tacrolimus (C/D-TAC) was associated with greater 

progression of interstitial fibrosis and tubular atrophy (IF/TA), confirming that fast 

metabolizers exhibit more nephrotoxicity as previously described. Additionally, it was 

confirmed that higher TAC levels are associated with less inflammation in non-fibrotic 

areas, but not in fibrotic areas. On the other hand, we observed that evaluating the 

TAC coefficient of variation (CV-TAC) and time in the therapeutic range (TTR) does not 

provide additional information. 

In line with the investigation, in the third article, we evaluated the association between 

TAC exposure and the expression of rejection-associated transcripts described by the 

Banff group (n = 308 genes) in patients with follow-up biopsies. Using RT-PCR on 

microfluidic cards, we observed that nineteen of 111 rejection-associated genes 

correlated with trough tacrolimus levels (TAC-C0) at the time of biopsy. An 

unsupervised analysis of the data allowed the definition of two patient groups based on 
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gene expression. Subclinical rejection biopsies and biopsies with BL changes 

coincided in the same group. Additionally, this group showed lower exposure to TAC-

C0 levels and a progressive decline in renal function during follow-up. 
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1.1 TRASPLANTE RENAL. 

1.1.1 Generalidades e historia del Trasplante renal. 

A inicios del siglo XX, la enfermedad renal crónica (ERC), fue una causa importante de 

mortalidad 1. La incidencia de ERC es variable de acuerdo con las zonas geográficas, 

a pesar de que la magnitud y el impacto de la enfermedad renal están mejor definidos 

en los países desarrollados, la evidencia sugiere que en los países en desarrollo existe 

una carga de la enfermedad similar o incluso mayor que en los primeros.   

La ERC se ha vinculado con un incremento del riesgo cardiovascular, lo que repercute 

negativamente en la calidad de vida y el pronóstico de los pacientes. Las dos 

principales terapias de reemplazo renal son la diálisis y el trasplante renal. Aunque la 

diálisis ha avanzado en las últimas décadas, el trasplante renal proporciona al paciente 

una mejor supervivencia de forma global 2,3. El desafío principal reside en las extensas 

listas de espera y la disponibilidad limitada de órganos.  

Los inicios del siglo XX marcan el comienzo de la historia del trasplante renal, Ullman 

en 1902 llevó a cabo un autotrasplante de un riñón de perro desde su posición 

anatómica normal a los vasos del cuello. En el mismo año y también en Viena, Von de 

Castello realizó un trasplante renal entre perros. Sin embargo, se considera que el 

primer trasplante renal en humano se realizó en 1906, por el médico francés Mathieu 

Jaboulay. Se trataba de una mujer que presentaba un síndrome nefrótico, el riñón 

provenía de un cerdo y la anastomosis realizada fue sobre la arteria humeral y la vena 

cefálica, funcionó durante una hora.  

En 1912, Alexis Carrel, discípulo de Jaboulay, demostró la importancia de la sutura 

vascular para la viabilidad de los trasplantes de órganos sólidos, este avance le valió 

el Premio Nobel de Medicina en dicho año. En 1933, el ruso Yu Voronoy llevó a cabo 

el primer trasplante de donante cadáver, pero fracasó pocos días después debido a 

una incompatibilidad ABO entre el donante y el receptor 4. Todo esto dejó en claro que 

existía un componente inmunológico en el trasplante y que si se quería tener éxito se 

debería profundizar en el conocimiento de la inmunología y su repercusión en el 

trasplante. Los primeros trasplantes renales exitosos se realizaron en la década de los 

50, en París y Boston.  En 1953, el profesor Hamburger del grupo de París llevó a 

cabo el primer trasplante de donante vivo genéticamente relacionado. En 1954, el 

grupo de Boston, liderado por el doctor Murray realizó el primer trasplante renal entre 
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gemelos univitelinos 5. Cinco años más tarde se iniciaron los trasplantes entre 

hermanos no idénticos. En 1963 se realizó el primer trasplante de donante en muerte 

encefálica, lo que sentó un precedente para creación normas de carácter legal que 

permitieran la extracción y trasplante de órganos.  

En España, en 1979, se promulgó la ley de 27 de octubre 30/179, donde se tomaba en 

consideración este punto. En la década del 60, se realizó en España el primer 

trasplante renal en el Hospital Clinic de Barcelona, en el que participaron los doctores 

José María Gil-Vernet, Antoni Caralps y Jordi Vives 6. 

Teniendo en cuenta las mejoras en cuanto a la técnica, el problema se focaliza en el 

mantenimiento de la función renal. A partir de los años 60, el principal objetivo fue 

encontrar la estrategia para disminuir la respuesta inmunológica del receptor, para ello, 

se empleó, por ejemplo, la irradiación linfática total, la que presentaba una alta 

mortalidad y fue desestimada.  

Previamente, en esa línea inmunológica, se había descrito el complejo mayor de 

histocompatibilidad (CMH), en ratones, por Peter Gorer, lo cual permitió 

posteriormente asociar que el rechazo en ratones estaría dado por incompatibilidades 

en algunos antígenos. En años siguientes se pudo definir el cromosoma donde se 

codifican los antígenos leucocitarios humanos (HLA) A, B y C, y más adelante P. 

Terasaki desarrolló la prueba de citotoxicidad dependiente de complemento, la que 

demostró la importancia de la prueba cruzada entre donante y receptor para evitar el 

rechazo hiperagudo 7,8.  

Por otra parte, se empezaron a utilizar fármacos con finalidad de inmunosuprimir y 

disminuir las probabilidades de rechazo. A inicios de los 60, se introdujo la azatioprina 

como tratamiento inmunosupresor oral; y posteriormente, se usó en combinación con 

corticoides para tratamiento de episodios de rechazo agudo. En la década de los 70 se 

añadió la ciclosporina y en los 90 se añadieron el micofenolato mofetil (MMF) y el 

tacrolimus (TAC); todos estos avances a nivel farmacológico contribuyeron a mejorar 

los resultados en supervivencia de los trasplantes. 
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1.1.2 Situación actual de la enfermedad renal crónica y el trasplante renal en 

nuestro medio.  

Cada año se realiza un informe por parte de la ERA-EDTA en el que se detallan los 

datos referentes a la situación a nivel europeo de la ERC. El informe del 2021 reportó 

que la incidencia de inicio de tratamiento renal sustitutiva fue de 145, por millón de 

población (pmp) (figura 1). La modalidad de elección de tratamiento renal fue la 

hemodiálisis 83 %, seguida de la diálisis peritoneal 11 % y el trasplante vivo anticipado 

con un 5 %. La prevalencia fue de 1040 pmp, con un 56 % de los pacientes en 

hemodiálisis (HD), un 5 % en diálisis peritoneal (DP) y 39 % trasplantados. La tasa de 

trasplante en 2021 fue de 37 pmp, mejoría notable tras la pandemia del SARS-CoV-22 

9.  

 
Figura 1. Incidencia de ERC (pmp) en 2021 en UE 9 

 

Si se evalúan los resultados a nivel de España, de acuerdo con el Registro Español de 

Enfermos Renales del 2022, la incidencia de pacientes renales se encuentra por 

encima de 150 pmp, manteniéndose en valores cercanos previo a la pandemia (figura 

2) 10. 

 



19 
 

 

Figura 2. Incidencia de TSR y tasa global pmp en España 10. 

  

La prevalencia de la ERC ha aumentado por encima de los 1400 pmp. En cuanto a la 

prevalencia de los trasplantes se sitúan en torno al 55%, mientras que en el resto de 

las modalidades se mantiene estable (figura 3).   

 

 
Figura 3. Prevalencia de TSR en España de acuerdo con modalidad realizada (%)10 
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En lo que respecta al trasplante renal en España, en el 2023 (figura 4), se realizaron 

3.688 trasplantes renales (8 % más que el año 2022) alcanzando un récord histórico 

(figura 4) 11. Es de mencionar que en torno al 25 % de estos trasplantes fueron 

realizados en Cataluña, lo que demuestra que es una región pionera en trasplante 

renal. 

 

Figura 4. Evolución de la actividad de trasplante donante en España (número absoluto y pmp) durante el 
período 1989-2023 11. 
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1.2 MONITORIZACIÓN POSTRASPLANTE. 

La monitorización posterior al trasplante se basa en métodos no invasivos como la 

determinación de la creatinina, proteinuria, filtrado glomerular, de niveles de 

inmunosupresores, y anticuerpos anti-HLA, así como métodos invasivos como lo es la 

biopsia renal.  

 

1.2.1 Monitorización histológica 

La biopsia del injerto renal se considera el “Gold standard” para el diagnóstico y 

monitorización del injerto renal 12. Las biopsias se efectúan con la administración de 

anestésico local y se emplean agujas de calibre 14, 16 o 18 G 13. En la actualidad, al 

realizarse de manera eco-guiada, se considera un procedimiento seguro, pudiendo 

realizarse de forma ambulatoria 14,15. No existe un claro consenso sobre los criterios de 

contraindicación para la realización de la biopsia del injerto ni el tiempo de observación 

tras el procedimiento. En algunas series se considera un período de observación entre 

4 a 8 horas, durante las cuales se realiza la monitorización del paciente 14,16. El índice 

de complicaciones graves se ha descrito inferior al 1 %, considerándose un 

procedimiento seguro 16,17.  

 

1.2.1.1 Criterios de Banff. 

Hace tres décadas, un equipo de médicos dedicados al trasplante y patólogos, 

liderados por Solez, Keow y Racusen llevaron a cabo un primer consenso sobre los 

criterios histológicos para la clasificación de la patología del injerto renal. El grupo de 

Banff, se reúne cada dos años para deliberar sobre nuevas modificaciones en las 

clasificaciones de diversas patologías que afectan al injerto renal, publicando un 

documento actualizado tras cada sesión 18. Desde 1991 en adelante, los diagnósticos 

histopatológicos relacionados al injerto se rigen de acuerdo con las directrices 

determinadas por este grupo. En 1993 el documento propuso la evaluación mediante 

una escala ordinal de las siguientes lesiones elementales: inflamación intersticial (i), 

tubulitis (t), endarteritis (v), y glomerulitis (g), glomerulopatía del trasplante (cg), 

hialonosis arteriolar (ah), engrosamiento fibroso vascular (cv), fibrosis intersticial (ci), y 

atrofia tubular (ct) 18. En la reunión de 1997 se redactó un documento en donde se 

especifican las características de las muestras renales para ser consideradas óptimas; 

y se concluyó que la biopsia debía tener un mínimo de 10 glomérulos y 2 arterias para 

considerarse adecuada 19. 
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En la reunión de 2001 se definieron los criterios de rechazo mediado por anticuerpos 

(RMA), debiéndose cumplir criterios histológicos (inflamación microvascular [MVI]), 

criterios inmunohistológicos (tinción positiva para C4d en capilares peritubulares) y la 

presencia de ADEs para su diagnóstico. Además, se presentaron por primera vez 

resultados de estudios moleculares aplicados a biopsias de trasplante 20.  

 

En el año 2003, se definió el rechazo mediado por anticuerpos crónico activo (RMAc) 

21. En el 2007 se añadió la categoría de inflamación total (ti) en áreas con y sin cicatriz, 

relacionado con la evolución de infiltrados intersticiales. En el 2013 se redefinieron los 

criterios de RMA, aceptándose el RMA C4d negativo 22. Se dio nuevo énfasis a la 

importancia de la microscopía electrónica, con la introducción de criterios específicos 

para el RMAc y se añadió oficialmente por primera vez el diagnóstico molecular a la 

clasificación de Banff 23. En 2015 se reconoce la importancia de anticuerpos no HLA 

en el rechazo y se propone identificar genes que pudiesen tener relación con los 

principales fenotipos clínicos de RMC y RMA 24.  

 

En 2017 se definió y se determinaron los criterios de inflamación en áreas de fibrosis 

intersticial/atrofia tubular (i-FI/AT), lo cual permitió definir los criterios de RMC crónico. 

Además, se revisó un primer borrador de un listado de genes para el diagnóstico 

molecular de rechazo, se presentó además nueva tecnología Nanostring que permitía 

cuantificar transcripciones múltiples a partir de biopsias fijadas con formalina e 

incluidas en parafina (FFPE) lo que permitía aprovechar la misma muestra de tejido 

renal ya analizada 25.   

 

En 2019 se redefinieron los criterios de cambios borderline (BL), considerándose 

presencia de inflamación intersticial que involucra del 10 % al 25 % de la corteza (i1) 

con al menos tubulitis leve (t> 0) (tabla 1) 26.  
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Tabla 1. Clasificación de los diagnósticos histológicos de Banff 2019 26 
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Durante este consenso se sentaron las bases para el desarrollo del proyecto: the 

Banff-Human Organ Transplant (B-HOT); que consistió en el desarrollo de un panel de 

genes para el diagnóstico molecular de rechazo utilizando tecnología de Microarrays y 

NanoString (figura 5) 27,28. 

 

 

 

Figura 5. Evolución de la clasificación de Banff 1991 a 2021: conceptos y cambios importantes 28 

 

 

En 2022, la evaluación del rechazo se centró en la inflamación microvascular. Se 

definieron términos como “probable RMA” para casos con ADEs, pero sin inflamación 

microvascular, y se identificó el fenotipo de “inflamación microvascular con C4d 

negativo y sin ADEs”. Además, se establecieron distintos grupos de trabajo en 

trasplante dedicados al estudio del diagnóstico molecular del rechazo, asociándolo con 

los hallazgos histológicos para mejorar la comprensión de los mecanismos 

subyacentes de rechazo y una mejor precisión diagnóstica 29.  

 

El siguiente reto está siendo correlacionar la histología, con el diagnóstico molecular y 

la implementación de algoritmos diagnósticos utilizando la inteligencia artificial (IA).  
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1.2.1.2 Biopsias de injerto renal de seguimiento.  

En los años 90 en diversas unidades de trasplante renal tanto europeas como 

norteamericanas, se consideró realizar biopsias de injerto renal de pacientes estables, 

las cuales fueron denominadas biopsias de protocolo o de seguimiento 18.  

Rush et al.30,  fueron pioneros en efectuar estudios en pacientes con trasplantes 

renales que presentaban función renal estable, identificando lesiones histopatológicas 

como infiltrado inflamatorio intersticial y tubulitis. Este hallazgo fue denominado 

rechazo subclínico (RSC). Desde entonces, los esfuerzos se han centrado en 

comprender cómo estas lesiones se relacionan con el pronóstico del trasplante. En la 

actualidad, las biopsias de seguimiento de forma rutinaria en algunos centros, pero no 

de forma generalizada. Habitualmente se realizan: una biopsia precoz, entre los tres y 

seis meses postrasplante,y una biopsia tardía entre el primer y segundo año 

postrasplante 31. Su realización de forma ambulatoria es segura 32. 

   

1.2.1.2.1 Rechazo subclínico (RSC) en biopsias de seguimiento. 

Existen dos tipos de RSC en biopsias de seguimiento: el celular o mediados por 

células T (destaca la inflamación intersticial y la tubulitis) y el humoral o mediados por 

anticuerpos (inflamación microvascular (MVI): glomerulitis y capilaritis con presencia o 

no de depósitos C4d en capilares peritubulares). 

 

1.2.1.2.1.1 Rechazo celular e Inflamación tubulointersticial. 

El 75 % de las biopsias de seguimiento con hallazgos compatibles con inflamación 

tubulointersticial corresponden a cambios BL; mientras que el tercio restante 

corresponde a un diagnóstico de RMC. Se ha observado que las lesiones vasculares 

aisladas suelen ser excepcionales 33 y habitualmente estas lesiones tubulointersticiales 

se asocian poco a la presencia de anticuerpos donante específico.  

Nankivell et al. analizaron a 119 receptores de trasplante riñón-páncreas mediante 

biopsias sucesivas, observaron cerca de un 61 % de RMC al mes del trasplante y un 

45 % a los tres meses, lo que sugiere que la posibilidad de RMC es menor conforme 

transcurre el trasplante 34. Las biopsias realizadas a los siete días y a las cuatro 

semanas postrasplante mostraron una menor tasa de rechazo en aquellos pacientes 

con tratamiento individualizado, de acuerdo con su perfil inmunológico (32.6 % versus 

un 57.2 %) 35. En el estudio TRANSFORM se evaluó la no inferioridad de una pauta de 

i-mTOR junto con una dosis reducida de ICN versus ácido micofenólico (MPA) y dosis 
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estándar de ICN (EVE n=1022 versus MPA n= 1015). En este estudio se confirmó la 

no inferioridad del EVE frente al MPA 36.37. Es de importante destacar que, con las 

combinaciones actuales de inmunosupresión, basadas en TAC y MMF o i-mTOR la 

tasa de RSC se sitúa entre el 10-15 % durante el primer año del trasplante. 

La inmunosupresión juega un papel importante en el proceso; existen diversos 

estudios donde se ha observado una mayor incidencia de RSC tubulointersticial en los 

grupos de pacientes con retirada temprana de corticoides 38,39. La reducción de 

episodios de RSC ha sido viable principalmente gracias a la optimización de la 

inmunosupresión 40,41. Flechner et al.42, realizaron un estudio donde se evaluó la 

terapia libre de inhibidores de la calcineurina (ICN) versus el régimen basado en 

inhibidores del mTOR (i-mTOR), concluyendo que el grupo libre de ICN presentaba 

una mayor incidencia de rechazo. Moreso et al. 43,  analizaron 435 biopsias de 

seguimiento realizadas durante el primer trimestre postrasplante. En este trabajo se 

observó una tasa de rechazo celular subclínico del 56 % en los pacientes con terapia 

libre de ICN versus un 16 % en aquellos que estaban en tratamiento con TAC. El París 

Transplant Group, liderado por Loupy, realizó un estudio en donde se incluyeron 1001 

pacientes a los que se le realizó una biopsia al año de trasplante y se observó que 

aquellos que presentaron RSC provenían en su mayoría de donantes fallecidos (88 % 

versus un 71 %, p=0.02) 44.  

Choi et al. 45, llevaron a cabo un estudio en donde se analizaron 304 biopsias 

realizadas a los 14 días después del trasplante de donante vivo, de estas, 195 

provinieron de donantes vivos genéticamente relacionados y 109 de donantes vivos 

genéticamente no relacionados. Se observó una mayor incidencia de RSC en los 

receptores de donantes genéticamente no relacionados en comparación con los 

relacionados genéticamente (19 % versus 10 %, p < 0.05). Además de las 

características del donante, también se deben considerar las del receptor, las cuales 

están fundamentalmente relacionadas con la inmunología. El desarrollo de anticuerpos 

donantes específicos se ha asociado a un mayor número de incompatibilidades HLA 

y/o presencia de un cPRA elevado; lo cual conlleva finalmente a inflamación tanto 

clínica como subclínica en biopsias de seguimiento.  

En el mismo trabajo de Choi, se observa que aquellos pacientes que presentan menor 

riesgo de rechazo fueron aquellos que no presentaban incompatibilidades HLA DR (0 

HLA DR mm 2,7 %, versus 1 HLA DR mm 15,4 % versus 2 HLA DR mm 20,8 %). En el 

trabajo realizado por García-Carro et al.46,  se observó que un mayor número de 

incompatibilidades HLA DR (OR 1.95; IC 95 % 1.09-3.49), y la inflamación subclínica 
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con o sin lesiones crónicas tubulointersticiales es un factor independiente del 

desarrollo de ADEs dn. 

Mehta et al. 47, compararon el impacto de la tubulitis subclínica con o sin inflamación 

intersticial, con la inflamación intersticial aislada en biopsias normales a los 3 meses 

postrasplante, concluyendo que la tubulitis aislada o relacionada con inflamación 

presenta una mayor incidencia de RMC (subclínico y clínico) al año de trasplante en 

comparación a biopsias normales (31 % versus el 17 %), así como al desarrollo de 

ADEs dn (6 % versus el 0.7 %). La presencia de rechazo subclínico, especialmente 

cuando se asocia con factores inmunológicos desfavorables, puede llevar a un peor 

pronóstico del injerto a largo plazo. 

  

1.2.1.2.1.2 Rechazo mediado por anticuerpos.  

Por muchos años el rechazo celular fue uno de los mayores problemas en lo que 

respecta al trasplante, sin embargo, en la actualidad lo es el rechazo mediado por 

anticuerpos, sobre todo el rechazo mediado por anticuerpos crónico activo, siendo la 

principal causa de pérdida del injerto 48.  

En el trabajo de Mengel et al. 49, se describe cómo el desarrollo de ADEs genera el 

daño a nivel de la microcirculación del injerto renal. Se cree que no todos los ADEs 

son capaces de producir rechazo; esto depende, entre otros motivos, de su capacidad 

de fijar complemento. Los anticuerpos capaces de fijar complemento, como son las 

subclases IgG1 e IgG3 son deletéreos para el injerto renal 50. En un trabajo liderado 

por Loupy et al. 51, se observó que los casos en los que existía mayor riesgo de 

pérdida del injerto fueron en aquellos que, tras el tratamiento del RMA fijaban 

complemento C1q.   

El espectro del RMA abarca desde el rechazo hiperagudo, actualmente improbable 

debido a la contraindicación del trasplante con prueba cruzada positiva, hasta el RMAc 

incluyendo fenotipos incompletos como la presencia de C4d sin signos evidentes de 

RMA. La lesión característica es la presencia de inflamación microvascular. En Banff 

del 2013 se redefinió RMA activo o agudo en donde podrían no existir depósitos de 

C4d, pero debería existir interacción de ADEs a nivel de la microcirculación o la 

expresión de genes de rechazo.  

La importancia o equivalencia de los depósitos de C4d, es bastante variable. Loupy et 

al. 52, analizaron las biopsias del seguimiento a los tres meses de una cohorte de 

receptores sensibilizados previamente, y demostraron una prevalencia del 49 % de 
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RMA-C4d negativo, frente al 31 % de RMA-C4d positivo. El grupo RMA-C4d negativo 

desarrolló posteriormente más fibrosis, glomerulopatía y peor función al año del 

trasplante. Orandi et al. 53, en cambio, no observaron diferencias en cuanto a 

supervivencia entre grupo con C4d positivo y negativo. A pesar de los diferentes 

resultados, se considera que la presencia de C4d positivo se corresponde a la 

activación del complemento y a una peor evolución del injerto renal en biopsias de 

causa 54.  En pacientes con ADE al momento de la biopsia de seguimiento, se 

observó, hasta en un 50 % de los casos, la presencia de inflamación microvascular 

con C4d positivo; en estos pacientes, las biopsias al año mostraron persistencia de la 

inflamación junto con progresión de lesiones crónica 12,52,55.  

Moreso et al. 56, analizaron 517 receptores con biopsias de seguimiento, se observó 

que 109 de estos se someten a una segunda biopsia por disfunción del injerto y de 

estos 44 presentaban RMA. El grupo de RMA tenía una mayor incidencia de RSC en 

la primera biopsia que los que presentaban cambios de FI/AT sin signos de rechazo 

(52.3% versus el 28 %, p= 0.0253).  

 

1.2.1.2.2 Lesión crónica no inmunológica. 

A diferencia de las lesiones inflamatorias, la progresión de las lesiones de fibrosis 

intersticial y atrofia tubular se consideran lesiones crónicas, son irreversibles y se 

relacionan directamente con la pérdida del injerto renal, ya que se suman a las 

lesiones de glomeruloesclerosis y a las lesiones vasculares. En diferentes estudios se 

ha demostrado que la presencia de FI/AT se observa hasta en cerca del 50 % de los 

trasplantes al año 57. Isoniemi et al. 58, realizaron una de las primeras publicaciones de 

biopsia de seguimiento a los dos años de trasplante, en donde se observa que cerca 

del 50 % de los pacientes presentaban lesiones crónicas y esto condiciona una peor 

evolución del injerto. 

En 2003, Nankivell et al. 59, evaluaron la prevalencia de fibrosis intersticial moderada o 

grave, que fue a los 5 años del 66 %, mientras que en el trabajo de Stegall et al. 60, fue 

del 17 %.  Se considera que estas lesiones pueden provenir del propio órgano, visibles 

en las biopsias preimplante; así como debido a la isquemia, reperfusión y la necrosis 

tubular aguda que sufre el injerto 59,61.  

Existen varios trabajos en donde en los regímenes libres de ICN, ya sea basado en i-

mTOR o Belatacept, se observa una menor progresión de FI/AT 62–64. En los estudios 

BENEFIT y BENEFIT EXT se observó que los pacientes tratados con Belatacept 
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mostraron una menor progresión de FI/AT en comparación con los pacientes tratados 

con CsA (18 % versus el 32 %) 65,66. En un estudio prospectivo donde los pacientes 

fueron aleatorizados a cuatro esquemas inmunosupresores diferentes, se encontró 

que los regímenes que combinaban un ICN con un inhibidor de mTOR, presentaban 

menos fibrosis, evaluada mediante una biopsia de vigilancia a los cinco años 67. Lo 

mismo que se observa en el trabajo de Naesens et al., donde niveles altos de TAC 

(niveles > 13 ng/ml entre los 0-3 meses y niveles >10.5 ng/ml 3-12 meses), no se 

asociaron con lesiones consideradas como nefrotoxicidad por ICN 68. Torres et al. 69, 

en su trabajo, argumentan que durante los primeros meses después del trasplante, es 

esencial mantener una dosis adecuada de medicamentos inmunosupresores y que no 

es recomendable reducirlos prematuramente. 

 

1.2.1.2.3 Cambios borderline. 

La categoría de cambios borderline definida por el consenso de Banff tiene un 

significado incierto. Si bien puede representar un verdadero RMC, también puede ser 

el correlato morfológico de una lesión renal aguda asociada con isquemia-reperfusión 

u otros tipos de lesión. Los criterios para su diagnóstico han ido cambiando con el 

tiempo; en la primera reunión de Banff, esta categoría incluía biopsias con tubulitis 

leve (t1) asociada con inflamación intersticial de leve a grave (i1-i3) 18. En las 

reuniones de 2005-2007, se actualizó la clasificación y también se incluyeron en esta 

categoría las biopsias de trasplante renal que mostraban tubulitis de leve a grave (t1-

t3) sin inflamación intersticial (i0) 70.  

Recientemente, la evidencia sugiere que los pacientes con una puntuación de biopsia 

≥ i1t1 tienen un peor pronóstico que los pacientes con i0t1, lo que pone en duda los 

umbrales de diagnóstico actuales 71. Además, los enfoques terapéuticos hacia los 

cambios borderline varían en diferentes entornos clínicos. El diagnóstico de cambios 

borderline en las biopsias por indicación conduce al tratamiento con pulsos de 

esteroides, mientras que en la mayoría de los centros no se administra ningún 

tratamiento cuando se observa esta lesión en las biopsias de seguimiento. En un 

estudio realizado en más de 500 pacientes monitorizados con biopsias de indicación y 

de seguimiento, surgieron cambios borderline como un grupo diagnóstico 

heterogéneo, que van desde una inflamación leve y sin consecuencias (resuelta en 

aproximadamente el 60 % de los casos no tratados) hasta una RMC clínicamente 

significativa capaz de inducir lesión tubular mediada por el sistema inmunológico 72. 
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1.2.1.2.4 Lesiones inflamatorias en las zonas de fibrosis intersticial / atrofia tubular. 

La FI/AT en biopsias por indicación de trasplante renal es un hallazgo frecuente y se 

asocia a diferentes enfermedades activas: RMA, RMC, glomerulonefritis, infección por 

virus del polioma o pielonefritis. Sin embargo, una proporción de las biopsias por 

indicación y seguimiento solo muestran FI/AT con grados variables de inflamación sin 

otras lesiones asociadas. Las biopsias de seguimiento que muestran FI/AT con 

inflamación en áreas no fibróticas (i+ FI/AT) tienen una supervivencia del injerto menor 

en comparación con las biopsias que solo muestran FI/AT o inflamación 34,38,43,73-75. 

Además, la supervivencia del injerto disminuye tanto en biopsias por indicación como 

en biopsia de seguimiento que presenta inflamación en áreas de fibrosis intersticial (i- 

FI/AT) 76,77. Es de destacar que este fenotipo histológico se asocia con la minimización 

de la inmunosupresión 78. En conjunto, estos hallazgos han inspirado la definición del 

RMC crónico activo basándose en la presencia de inflamación en áreas de fibrosis (i- 

FI/AT ≥2 y t ≥ 2), que se ha incluido en la última clasificación de Banff 26.  
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1.2.1.3 Diagnóstico molecular de rechazo. 

A pesar de los avances en la inmunología del trasplante, hoy en día el RMA sigue 

siendo una de las principales causas de pérdida del injerto renal. La dicotomía que 

plantea la clasificación de Banff, reconociendo dos principales fenotipos de rechazo, 

no es suficiente para interpretar la heterogeneidad de los mecanismos que conducen 

al rechazo, siendo una limitación la necesidad de obtener muestras representativas del 

injerto, la baja reproducibilidad interindividual de las lesiones y una falta de diagnóstico 

certero por ausencia de conocimientos de la evolución cambiante de la clasificación. El 

análisis de la expresión génica en biopsias de injerto renal (transcriptómica basada en 

biopsias), ha proporcionado nuevos conocimientos sobre la fisiopatología del rechazo 

y ha mostrado perfiles de expresión génica que permiten precisar el diagnóstico de 

RMC y RMA así como otras patologías que pueden estar presentes a nivel del injerto 

renal. 

Sarwal et al., en el 2003, fueron los primeros en realizar micromatrices en biopsias con 

rechazo, confirmando la expresión de transcritos de células T 79.  En 2004, Flechner et 

al. 80, realizaron un trabajo donde se compararon biopsias de RMC y cambios BL, ellos 

pudieron diferenciar las biopsias normales de las que presentaban rechazo, pero no de 

otros diagnósticos.  Reeve et al 81. distinguió el rechazo del no rechazo mediante 

análisis predictivos de microarrays en biopsias en las que estaban representadas 

diferentes patologías. En este estudio se observó que el RMC y RMA compartían 

transcritos, sobre todo los relacionados con IFN-gamma (p. ej., CXCL9, CXCL11, 

GPB1), dado que los dos rechazos conducen a la liberación de IFN-gamma: RMC 

mediante los linfocitos T y el RMA mediante las células NK. 

El laboratorio liderado por P. Halloran ha realizado análisis moleculares de biopsias de 

trasplantes para complementar el diagnóstico histológico convencional mediante la 

utilización del Sistema de Diagnóstico Microscópico Molecular (MMDx), que emplea 

algoritmos informáticos basados en la expresión génica para investigar el rechazo y 

otras lesiones en las biopsias renales. De estas investigaciones se desarrollaron listas 

de conjuntos de genes llamados conjuntos de transcritos basados en patogénesis 

(PBT). Estos patrones incluyen la expresión de transcritos inducidos por células T, 

macrófagos e IFN-gamma, así como transcritos que reflejan la respuesta reparativa 

82,83. Los PBT no describen diagnósticos histológicos, pero dan información sobre las 

vías biológicas involucradas 84. 
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En el estudio de Sellarés et al.85, se obtuvieron los resultados de 403 biopsias que 

sirvieron como referencia para diseñar los clasificadores moleculares diagnósticos del 

RMA; lo que permitió distinguir entre inflamación microvascular y fibrosis. El estudio 

INTERCOM validó estas clasificaciones y evaluó su impacto en el ámbito clínico. En 

2017, se llevó a cabo el ensayo INTERCOMEX, una extensión del INTERCOM, con el 

fin de evaluar la utilidad de la técnica de MMDx en la evaluación de biopsias con 

diagnósticos de RMC y RMA. El estudio respaldó la viabilidad y los beneficios de 

utilizar la técnica MMDx en tiempo real en la práctica clínica diaria 86. 

En relación con los cambios BL, en el año 2012 de Freitas et al. 87, realizaron un 

estudio donde se compararon biopsias con cambios BL, biopsias con RMC y biopsias 

sin rechazo. Observaron que un tercio de los casos diagnosticados como cambios BL 

por la histología, realmente correspondían a RMC a nivel molecular y los dos tercios 

restantes correspondían a biopsias normales. Otros estudios sugieren que los cambios 

BL presentan una considerable variabilidad, desde una inflamación mínima hasta un 

diagnóstico que resulta en rechazo crónico 72.  

Scherer et al.88, analizaron la expresión génica en biopsias de seguimiento realizadas 

a los tres meses en pacientes sin fibrosis, contrastándola con aquellos cuyas biopsias, 

a los seis meses, revelaban ausencia de fibrosis o fibrosis leve. Se concluyó que los 

pacientes que evidenciaban progresión de fibrosis entre los tres y seis meses, tenían 

una mayor expresión inicial de transcritos relacionados con la activación de linfocitos T 

y B, así como con procesos asociados a la fibrosis.  

 

Lo más reciente realizado por el Grupo de Banff ha sido la descripción de un panel de 

genes para analizar tejido de trasplante de órganos sólidos, incluidos riñones, 

pulmones, corazón e hígado (Banff Human Organ Transplant, B-HOT), mediante la 

plataforma Nanostring. Los genes se clasificaron según las respuestas de los 

receptores al rechazo, la tolerancia, la toxicidad de los fármacos e infecciones virales 

(758 genes en diagnósticos patológicos y genes de 12 controles sanos) 27. Varol et al. 

89, han realizado un estudio en donde se evaluó la viabilidad del análisis 

transcriptómico utilizando la técnica Nanostring para poder clasificar entre biopsias con 

RMA, RMC y/o BL y ausencia de rechazo, para esto se analizaron 96 biopsias de 

indicación, observaron un patrón de expresión génica distinto en las biopsias BL y/o 

RMC y RMA en comparación con las biopsias sin rechazo. 
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Tabla 2. Comparación de técnicas de análisis de expresión de genes utilizadas en transcriptómica 
(traducido) 90. 

Técnica 
Tipo de 
Muestra 

Nº máximo de 
transcritos 

Tiempo Costo Ventajas Desventajas 
Validado 

en 
trasplante 

RT-qPCR 

Generalmente 
requiere RNA-
later o tejido 
congelado 

Limitado.  
Depende de la 

cantidad de 
RNA 

<8 h Bajo 
Económico, 
fácilmente 

personalizable 

Los genes deben 
preseleccionarse, 
requiere paso de 
amplificación, no 
apto para RNA 

degradado 

No 

RT-MLPA 
Apto para 

FFPE 
60 <24 h Bajo 

Económico, 
fácilmente 

personalizable 

Los genes deben 
preseleccionarse 

No 

Microarray 

Generalmente 
requiere RNA-
later o tejido 
congelado 

~ 47.000 48 h Alto 

Gran selección de 
genes, adecuado 
para estudios de 
descubrimiento 

Requiere un núcleo 
separado de 

tejidos, no apto 
para FFPE 

requieren envío a 
un laboratorio 

central 

Sí (MMDx) 

Nanostring 
Apto para 

FFPE 
800 24-48 h Intermedio 

Adecuado para 
muestras después 
del procesamiento 
histológico rutinario 
o FFPE archivado 

Los genes deben 
preseleccionarse, 

acceso a la 
plataforma 
Nanostring 
requerido 

No para 
trasplante 

(Sí en 
cáncer) 

RNA-Seq 

Generalmente 
requiere RNA-
later o tejido 
congelado 

n/a (ARN 
codificante y no 

codificante) 

Hasta 1 
semana 

Alto 

Secuenciación del 
genoma completo, 

amplio rango 
dinámico; 

adecuado para 
estudios de 

descubrimiento 

Costoso, requiere 
RNA de buena 

calidad y 
preparación de 

bibliotecas, análisis 
de datos consume 

tiempo 

No 

FFPE: fijado con formaldehído y fijado en parafina. RNA-Seq: Secuenciación del transcriptoma entera, RT-MLPA: 
amplificación de sonda dependiente de ligadura múltiple con transcriptasa inversa, RT-qPCR: reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa con transcriptasa inversa.  
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1.2.2 Monitorización farmacológica.  

Entre los años 70 y 90, el tratamiento inmunosupresor presentó avances debido a una 

mejor comprensión de los mecanismos celulares implicados en el rechazo del injerto. 

Los linfocitos T desempeñan un papel clave en los eventos inmunológicos iniciales tras 

la exposición al injerto. La activación y la proliferación de estas células requieren al 

menos tres señales, las cuales se generan a través de la interacción con los 

aloantígenos (figura 6) 91. 

Figura 6. Dianas celulares de células T y células presentadoras de antígenos y sus 

interacciones y agentes inmunosupresores 91. 

La tríada de la inmunosupresión se basa en el régimen de TAC, corticoides y un tercer 

fármaco que corresponde a un antimetabolito o un i-mTOR. Aunque en la práctica 

clínica se evalúa de manera rutinaria la monitorización de niveles plasmáticos de los 

fármacos inmunosupresores (TAC, CsA, SRL, EVE), no se ha establecido la utilidad 

de la monitorización de los niveles de fármacos AMF 92. 

Una limitación importante del fármaco tacrolimus es que presenta una ventana 

terapéutica estrecha y los niveles séricos óptimos durante su seguimiento (TAC-C0), 

no están definidos. La baja exposición a TAC durante el primer año se relaciona con 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antigen-presenting-cell


35 
 

un mayor riesgo de rechazo clínico y/o subclínico así como un mayor riesgo de 

desarrollo de ADEs 93. Diversos estudios han observado una relación entre una menor 

exposición a TAC y una menor supervivencia del injerto a largo plazo. Por otro lado, 

una mayor exposición a TAC se ha relacionado con efectos adversos como 

nefrotoxicidad, infecciones virales y cáncer, entre otros 94,95. Además, el TAC es un 

fármaco con baja biodisponibilidad (20-30 %) y su tasa de metabolismo está 

relacionada con diferentes genes 96. 

Para explorar la asociación entre el metabolismo de TAC y los resultados clínicos, se 

han desarrollado diferentes modelos farmacocinéticos y farmacodinámicos, teniendo 

en cuenta variables clínicas como el hematocrito, la albúmina sérica, la edad, el sexo o 

el índice de masa corporal y polimorfismos de los genes más relevantes que codifican 

las enzimas del citocromo P450 (CYP3A4 y CYP3A5) 97. 

En los últimos años, se evaluaron marcadores predictivos que podrían ayudar a 

estimar el metabolismo del TAC de forma individual y el riesgo de toxicidad. Dentro de 

las herramientas para la monitorización cuantitativa tenemos el Coeficiente de 

variabilidad de TAC (CV-TAC), que se representa porcentualmente (CV % = 

(DE/media) ∗ 100)), la determinación del tiempo en rango terapéutico (TRT), así como 

el tiempo por debajo o por encima del rango terapéutico y la relación 

concentración/dosis de TAC (C/D; ng/ml/mg) que se calcula como la relación dosis-

concentración media en cada momento. Se ha demostrado que esta herramienta 

simple y de bajo costo, pero efectiva, podría ayudar no solo a predecir el riesgo 

individual de toxicidad por TAC, sino también a predecir la función del injerto, el riesgo 

de rechazo o incluso la supervivencia del paciente. 

La variabilidad de los niveles TAC durante el seguimiento postrasplante se relaciona 

con niveles bajos del fármaco, la falta de adherencia y consecuentemente mayor 

riesgo de rechazo 98-101. La alta variabilidad en los niveles de TAC intra e interindividual 

se asocia con fibrosis intersticial/atrofia tubular (FI/AT) 98, rechazo y fracaso del injerto. 

Se observó en un estudio, que existe una asociación entre los niveles de TAC 

inferiores a 5 ng/m y el desarrollo de ADEs; además, se demostró una asociación más 

significativa cuando estos niveles fueron más bajos durante los 6 meses anteriores a la 

detección de ADEs dn en comparación con períodos anteriores 101. 

El tiempo en rango terapéutico (TRT), comúnmente utilizado en el tratamiento 

anticoagulante, es un concepto relativamente nuevo en el ámbito del trasplante 102. 
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Este concepto, que calcula el porcentaje de tiempo que un nivel del fármaco se 

mantiene dentro del rango objetivo predefinido para cada paciente, se ha aplicado a la 

monitorización con TAC 98. Basado en los niveles objetivos durante el primer año 

después del trasplante, un tiempo en rango terapéutico inferior al 60 % se asocia con 

la aparición de ADEs dn y un mayor riesgo de rechazo a los 12 meses, así como con 

la pérdida del aloinjerto a los 5 años 99. 

El uso de estas sencillas herramientas de seguimiento podría ser una estrategia viable 

para evaluar la adherencia al tratamiento, optimizar la dosificación y mejorar los 

resultados. 
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1.2.3 Monitorización inmunológica. 

1.2.3.1. Monitorización de Anticuerpos anti-HLA y desajuste de epítopos. 

La monitorización inmunológica se realiza mediante la determinación de anticuerpos 

anti-HLA. Un método común y rápido, menos sensible, pero más específico, es la 

prueba de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) desarrollada en los años 

60. La técnica consiste en hacer reaccionar el suero del receptor con los linfocitos del 

potencial donante para determinar si existe una reacción antígeno-anticuerpo, capaz 

de desencadenar una reacción de citotoxicidad dependiente del complemento. La 

prueba de CDC se emplea tanto para realizar la prueba cruzada pretrasplante como 

para determinar si el suero de un posible receptor contiene anticuerpos contra los 

antígenos HLA. Para ello, se utiliza un panel amplio de células que representan la 

distribución de posibles donantes renales. De este procedimiento surge el concepto de 

Panel Reactive Antibodies (PRA), que se refiere al porcentaje de células frente a las 

cuales la prueba cruzada resulta positiva.  

En la década de los 80, se implementó la citometría de flujo (CF) lo que aumentó la 

sensibilidad para detectar anticuerpos anti-HLA debido al uso de anticuerpos 

monoclonales (anti-IgG) marcados con fluorocromos. Esta técnica permite distinguir 

los anticuerpos anti-HLA clase II, que se unen únicamente con los linfocitos B, de los 

anti HLA clase I que reaccionan con linfocitos T y los B.  

En los años 90, surgieron los primeros ensayos en fase sólida que permitían solubilizar 

e inmovilizar moléculas HLA en un soporte sólido 103. A partir de 2003, la tecnología 

Luminex® ha revolucionado el campo de la histocompatibilidad 104. Esta metodología 

emplea moléculas HLA purificadas de líneas celulares linfoblásticas y las inmoviliza en 

microesferas con una combinación específica de fluorocromos. Es una técnica 

semicuantitativa que correlaciona la cantidad de anticuerpos presentes con la cantidad 

de fluorescencia emitida. Los resultados se expresan mediante un valor numérico 

conocido como intensidad mediana de fluorescencia (MFI: median fluorescence 

intensity). 

La incidencia de ADEs dn puede estar relacionada con el riesgo inmunológico del 

receptor, el tipo de tratamiento inmunosupresor, la adherencia al tratamiento, el MFI y 

los antígenos conocidos del donante. Se considera de alto riesgo la presencia de 

anticuerpos anti-HLA con niveles de MFI superiores a 3000; sin embargo, niveles altos 

de MFI no siempre indican un título alto de anticuerpos, por lo que la dilución del suero 

parece ser la estrategia más confiable para determinar un MFI real 105. La incidencia 
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de ADEs dn, en pacientes de bajo riesgo inmunológico y con triple terapia, es del 2 al 

10 %, siendo habitualmente de clase II, especialmente DQ 106.  Se han asociado a una 

peor supervivencia del injerto aquellos pacientes que presentan ADEs que fijan 

complemento (fracción C1q del complemento); además, aquellos con MFI más 

elevados presentan mayor capacidad de fijar complemento 107,108. La patogenicidad de 

los anticuerpos también se ve influenciada por el tipo de inmunoglobulina. Estudios 

previos sobre la incidencia de ADEs dn indican que los subtipos IgG1 e IgG3 están 

vinculados a una menor supervivencia del injerto 109-111.  

El anticuerpo anti-HLA también puede estar presente antes del trasplante (ADE 

preexistente) o desarrollarse después del trasplante en el contexto de infra 

inmunosupresión 112, a esto se suma además las incompatibilidades HLA 113. Varios 

estudios han sugerido que en los casos en donde se observan ADEs dn la 

supervivencia del aloinjerto es inferior en comparación con el rechazo con ADEs 

preexistentes. La supervivencia del aloinjerto fue del 63 % en pacientes con ADEs 

preexistente y únicamente del 34 % en pacientes con ADEs dn 114. Sobre la base de la 

fuerte relación entre ADEs dn, rechazo y pérdida del injerto, los pacientes 

trasplantados con ADEs dn deben someterse a una estrecha monitorización de la 

función del aloinjerto 115. 

Se ha descrito que la incompatibilidad HLA donante receptor a nivel de epítopos ofrece 

más información sobre el riesgo de desarrollo de ADEs dn respecto a la 

incompatibilidad a nivel alélico 116-118. La aplicación más reciente de esta 

incompatibilidad de epítopos monomoleculares de HLA-DR/DQ, ha permitido una 

mejor correlación con ADEs dn permitiendo estratificar los receptores en categorías de 

bajo, intermedio y alto riesgo inmunológico 119. 
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1.2.3.2 Otros biomarcadores de monitorización inmunológica (sangre y orina). 

1.2.3.2.1 ADN libre circulante derivado del donante.  

La mayor parte del ADN se encuentra dentro de las células. Sin embargo, una 

pequeña cantidad de ADN en forma de fragmentos circula de forma libre. Dado que la 

liberación de ADN del donante en la sangre del receptor es secundaria al daño celular 

en el injerto, estas moléculas pueden ser biomarcadores del aloinjerto. Lo et al. 120, 

fueron los primeros en informar sobre la presencia de ADN libre derivado de donantes 

(dd-cfDNA) en el plasma de los receptores de trasplantes. Recientemente, el estudio 

ADMIRAL evaluó a 1.094 receptores de trasplantes de riñón y los siguió durante 3 

años. Los resultados revelaron que los niveles de dd-cfDNA (Allosure) eran 

significativamente más altos en pacientes con rechazo clínico y subclínico que en 

pacientes sin rechazo. El nivel medio de dd-cfDNA fue del 0,23 % en ausencia de 

rechazo y del 1,6 %en presencia de rechazo (p <0,001) 121. El VPP para el rechazo fue 

solo del 59 % y el VPN fue mejor con un 87 % cuando el porcentaje umbral de dd-

cfDNA fue del 1 % (la sensibilidad fue del 64 % mientras que la especificidad fue del 

73 %). Gielis et al. 122, realizaron un estudio, en donde el aumento del dd-cfDNA por 

encima de un valor inicial de referencia del 0,8 % se asoció al rechazo agudo, pero 

también con pielonefritis aguda y necrosis tubular aguda. En este estudio, el 18 % de 

los aumentos en la fracción dd-cfDNA podría explicarse por la presencia de uno de 

estos eventos adversos. 

 

1.2.3.2.2 Microarrays en sangre periférica. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Análisis de expresión de ARNm mediante microarrays de ADN se muestra un ejemplo 

de análisis diferencial de muestras con y sin rechazo 123
. 
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Los primeros estudios de microarrays se enfocaron en identificar aquellos genes 

relacionados con rechazo. En un estudio en donde se analizaron 148 muestras 

pareadas de biopsias renales y de sangre periférica, se observó que 46 de estas 

muestras correspondían a un diagnóstico histológico normal, 63 a rechazo agudo y 39 

a disfunción aguda del injerto, pero sin evidencia de rechazo. La muestra fue dividida 

en una cohorte exploratoria y otra de validación. Este estudio confirmó la validez de un 

conjunto de 200 genes que detectan los genes de rechazo más diferencialmente 

expresados (TruGraf®) 124.  

AlloMap ® Kidney (CareDx, Brisbane, CA) utiliza secuenciación de próxima generación 

y tecnología de secuenciación de ARN dirigida para elaborar perfiles de expresión 

genética para evaluar la inactividad inmune 125. Un estudio que evaluó 235 muestras 

comparadas con resultados histológicos (66 con rechazo y 169 sin rechazo) de 222 

pacientes mostró un VPN del 87 % al 95 %.  Sin embargo, el VPP para el rechazo del 

aloinjerto fue solo del 18 % al 40 %, con una sensibilidad del 70 % y una especificidad 

del 66 % 126.  

Otro estudio identificó 17 genes específicos de rechazo agudo y a este conjunto de 

genes se le denominó ‘kidney solid organ response test’ (kSORT), aunque la prueba 

pudo predecir el rechazo con alta sensibilidad y especificidad, no pudo distinguir entre 

el RMC del RMA 127. En 2017, Crespo et al. 128, examinaron la capacidad predictiva de 

la prueba kSORT y del ensayo ELISPOT en 75 pacientes con trasplante renal, 

realizándoles una biopsia de seguimiento a los 6 meses. Concluyeron que la 

combinación de ambas técnicas era necesaria para aumentar la capacidad de predecir 

a pacientes con un alto riesgo de desarrollar un RSC.  

A pesar de los estudios sobre genes en sangre periférica para detectar rechazo, los 

resultados inconsistentes limitan su uso generalizado. 

1.2.3.2.3 Biomarcadores en orina (quimiocinas y ARN urinario) 

Las quimiocinas CXCR3, CXCL9 y CXCL10 se considera biomarcadores de 

interés. Resultados de varios estudios de un mismo centro mostraron una elevada 

correlación entre CXCL9 urinario y RMC y otros entre CXCL10 y RMA 129,130. El ensayo 

multicéntrico CTOT-01, demostró que los niveles urinarios de ARNm y proteína de 

CXCL9 son capaces de diagnosticar con mayor precisión el rechazo agudo, con 

niveles que se elevan hasta 30 días antes de la detección clínica.  Además, los niveles 

bajos de proteína CXCL9 urinaria a los 6 meses se asociaron con una baja 

probabilidad de desarrollo futuro de rechazo agudo o reducción de la TFG hasta 2 
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años después del trasplante131. En un estudio liderado por Raban et al.132, demostraron 

que la combinación de CXCL10 urinario, junto con la creatinina urinaria y los niveles 

de ADEs, eran mejores predictores de RMA que la determinación sola de ADEs. 

Suthanthiran et al. 133, analizaron el ARNm urinario recolectado en serie de 485 

receptores de riñón durante el primer año posterior al trasplante. Se derivó una firma 

de tres genes utilizando CD3ε, CXCL10 y ARN ribosómico 18S que discriminó el RMC 

de ausencia de rechazo. El estudio de muestras de orina en pacientes con rechazo 

reveló una elevada expresión de genes de quimiocinas 120 días antes de la 

realización de la biopsia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. HIPÓTESIS 
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En la práctica clínica habitual, durante el seguimiento del postrasplante renal, se 

realiza la monitorización del injerto mediante la determinación de la creatinina sérica, 

la proteinuria y los anticuerpos HLA. El valor añadido,  implementado en algunos 

centros, de la monitorización histológica a través de biopsias de seguimiento, ha 

posibilitado la detección precoz de rechazo subclínico y/o cambios borderline, que de 

otra manera pasarían inadvertidos, y que permiten conocer la historia natural de la 

enfermedad en trasplante renal. 

 

Las hipótesis de este trabajo son: 

 

• La identificación de los genes relacionados con el rechazo en biopsias de 

seguimiento que muestran cambios borderline, fibrosis intersticial y atrofia 

tubular y rechazo subclínico, podría ser una herramienta eficaz para estratificar 

el riesgo de pérdida del injerto y adecuar el tratamiento inmunosupresor. 

 

• La disminución de la variabilidad intraindividual de los niveles de tacrolimus 

durante el seguimiento postrasplante podría ofrecer un control más preciso de 

la inmunosupresión, lo que disminuiría la susceptibilidad de desarrollo de 

inflamación subclínica. 

 

• La exposición a los niveles de tacrolimus puede influir en la expresión de los 

genes relacionados con el rechazo, lo que sugiere que una monitorización 

farmacológica adecuada podría contribuir a disminuir el riesgo de rechazo 

subclínico y cambios borderline para mejorar la supervivencia del injerto 
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3. OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo principal. 

Caracterizar la asociación entre la exposición a tacrolimus, la inflamación subclínica, la 

progresión de la fibrosis intersticial y atrofia tubular (FI/AT) y la expresión de genes 

asociados al rechazo en biopsias de seguimiento en trasplante renal, así como su 

impacto en el pronóstico del injerto.  

 

 

 

3.2 Objetivos secundarios.  

 

• Caracterizar la asociación entre la expresión génica y el diagnóstico histológico 

(histología normal, fibrosis, inflamación e inflamación en áreas de fibrosis ) en 

biopsias de seguimiento y por indicación clínica. 

 

• Determinar la asociación entre las lesiones histológicas y la exposición a 

tacrolimus y su metabolismo en biopsias de seguimiento pareadas.  

 

• Investigar la asociación entre los niveles de tacrolimus y la expresión de genes 

de rechazo y su relación con la inflamación subclínica y evolución del injerto 

renal a medio plazo. 
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Este trabajo de investigación se origina a partir de un proyecto que tenía como objetivo 

principal definir la relación entre las distintas formas de monitorización de los niveles 

de TAC, la inflamación subclínica, la fibrosis intersticial/atrofia tubular y la expresión de 

genes de rechazo en biopsias de seguimiento en trasplante renal. 

La monitorización del injerto renal se fundamenta en la observación de parámetros 

clínicos en sangre, como la creatinina sérica, la proteinuria y los anticuerpos HLA, así 

como en la monitorización farmacológica e histológica. Hace más de tres décadas, 

algunos centros iniciaron programas de biopsias de protocolo, revelando que injertos 

con función renal estable presentaban cambios histológicos de rechazo, conduciendo 

a la definición del rechazo subclínico (RSC). Aunque la histología proporciona 

información significativa, subsisten limitaciones en su interpretación, especialmente en 

relación con cambios BL y fenotipos incompletos de rechazo mediados por 

anticuerpos. La incorporación del análisis del transcriptoma puede contribuir a 

caracterizar mejor estos fenotipos incompletos. 

En nuestro primer trabajo titulado: “A Rejection Gene Expression Score in 

Indication and Surveillance Biopsies Is Associated with Graft Outcome”, el 

objetivo era caracterizar la expresión de genes de rechazo en biopsias por indicación y 

en biopsias de seguimiento con diagnósticos de rechazo subclínico, cambios 

borderline y FI/AT.  

Para este primer trabajo se revisaron biopsias realizadas en nuestro centro desde julio 

del 2015 hasta agosto del 2018, se realizaron 435 biopsias durante este período. En 

181 casos se dispuso de un tercer cilindro renal para estudio de genes mediante 

técnica de microarrays. Para el estudio no se incluyeron pacientes con hallazgos 

histológicos de recidiva de patología de base, nefropatía diabética, pielonefritis o 

nefropatía por poliomavirus BK, quedando un total de 161 casos. Finalmente del total 

de biopsias se escogieron de forma sucesivas las biopsias con diagnóstico histológico 

normal, rechazo subclínico, rechazo clínico, cambios BL y FI/AT; quedando los grupos 

conformados por 45 biopsias por indicación y 51 biopsias de seguimiento (total n=96) 

con los diferentes diagnósticos histológicos.   

El primer paso fue utilizar un análisis de componentes principales (ACP) para observar 

la distribución de los grupos. Se observaron 7 grupos: biopsia normal: Normal-S 

(n=17); biopsia de rechazo por indicación: REJ-C (n = 12); biopsia de seguimiento con 

rechazo subclínico: REJ-S (n = 6); cambios borderline en biopsias de indicación: BL-C 

(n = 13); cambios borderline en biopsias de seguimiento: BL-S (n = 12); fibrosis 

intersticial y atrofia tubular en biopsias de indicación: FI/AT-C (n = 20); fibrosis 
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intersticial y atrofia tubular en biopsias de seguimiento: FI/AT-S (n = 16). El ACP 

mostró una separación entre las biopsias normales y biopsias con rechazo, quedando 

entre medio de estas las biopsias con diagnósticos de BL o FI/AT. 

Posteriormente, describimos los genes más diferencialmente expresados entre 

biopsias por indicación y biopsias de seguimiento. Se obtuvo un total de 109 genes 

expresados más diferencialmente (valor de p <0,01 y fold change (FC)> log 1,75), tras 

lo cual calculamos la media geométrica de estos genes para definir un score asociado 

a rechazo (RAG-score). Este score está constituido por genes relacionados con la 

presentación de antígenos, activación de células T, proteínas citotóxicas, expresión de 

quimiocinas, transcripciones de células B y células plasmáticas. 

La binarización del RAG-score para clasificar las biopsias como positivas o negativas 

para rechazo (con un punto de corte de positividad ≥5.89), mostró un RAG-score 

positivo en el 83 % de las biopsias REJ-S, en el 38 % de las biopsias con BL-C, en el 

25 % de las biopsias FI/AT-C, el 17 % de las biopsias con BL-S y el 5 % de las 

biopsias con FI/AT-S. La variabilidad en el RAG-score en estos grupos indica que 

existen pacientes con y sin señales de rechazo en cada categoría de diagnóstico.  

Al realizar la regresión de Cox en el análisis multivariante, observamos que un RAG-

score ≥5.89 fue un predictor independiente de los diagnósticos histológicos sobre la 

evolución del injerto (HR: 3.5, IC 95 %: 1.1–10.9; p = 0.031). Una puntuación RAG 

positiva, predice el pronóstico del injerto en biopsias de seguimiento y biopsias de 

indicación, que tienen un fenotipo incompleto de rechazo.  

En nuestro segundo trabajo, titulado “Progression of Interstitial Fibrosis and 

Tubular Atrophy in Low Immunological Risk Renal Transplants Monitored by 

Sequential Surveillance Biopsies: The Influence of TAC Exposure and 

Metabolism”, exploramos una cohorte de trasplantados renales de bajo riesgo 

inmunológico (n = 85) tratados con TAC, MMF y esteroides. Disponíamos de biopsias 

de seguimiento pareadas realizadas a los 3-6 meses y a los 12-18 meses 

postrasplante. Analizamos las lesiones histológicas y su asociación con parámetros 

del metabolismo de TAC: niveles de TAC-C0 al momento de la biopsia; Coeficiente de 

variabilidad del TAC, tiempo en rango terapéutico y relación C/D de TAC durante el 

seguimiento. 

Observamos que la inflamación intersticial (puntuación i-Banff ≥ 1) en la primera 

biopsia de seguimiento se asoció con niveles inferiores de TAC-C0  (OR: 0,69, IC 95 

%: 0,50–0,96; p = 0,027). En la segunda biopsia, la inflamación intersticial se asoció 
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con el tiempo por debajo del rango terapéutico (OR: 1,05 y IC 95 %: 1,01-1,10; p = 

0,023). La inflamación en áreas con fibrosis (puntuación i-IFTA ≥ 1) no se asoció con 

ninguno de los parámetros de evaluación del metabolismo del TAC.  

Observamos progresión de la FI/AT en 35 casos (41,2%). Los pacientes con un 

metabolismo más rápido (relación menor de C/D de TAC), presentaron una mayor 

progresión de FI/AT, sugiriendo que la nefrotoxicidad de TAC puede contribuir a la 

progresión de la fibrosis en pacientes estables. Además, se ha descrito una asociación 

entre los metabolizadores rápidos y una menor función del injerto renal, una mayor 

incidencia de nefropatía BK y una menor supervivencia del aloinjerto 134-137. En el 

análisis multivariante, observamos que tanto la media de C/D de TAC (OR: 0,48; IC 95 

%: 0,25–0,92; p = 0,026) como el grado de FI/AT en la primera biopsia (OR: 0,43; IC 

95 %: 0,24–0,77, p = 0,005) se asociaron con la progresión de FI/AT.  

Por otro lado, aunque la inflamación subclínica se asocia con la progresión de FI/AT 

45,138, en nuestro estudio no encontramos esta asociación probablemente en relación 

con la baja incidencia de inflamación y el bajo riesgo inmunológico de los pacientes 

139,140. 

Por último, en nuestra tercera publicación titulada: “Expression of rejection-

associated transcripts in early protocol renal transplant biopsies are associated 

with tacrolimus exposure and graft outcome”, analizamos la asociación entre la 

inflamación intersticial, la expresión de genes de rechazo y la implicación de la 

inmunosupresión en la modulación de estos genes.  

En nuestro estudio incluimos tres grupos de pacientes: pacientes con una biopsia de 

seguimiento normal a los 3 meses de trasplante (grupo I, n = 17); pacientes con 

biopsia por indicación con rechazo, ya sea RMC o RMA (grupo II, n = 12), y una 

cohorte de pacientes con biopsia de seguimiento a los 3-4 meses que mostraban 

diferentes fenotipos histológicos (grupo III, n = 137). 

En el grupo II (n = 12), hubo una combinación de casos con RMC  (n = 5), RMAca  (n 

= 5) y rechazo mixto (n = 2). En el grupo III, solo biopsias de seguimiento (n = 137) 

constaban las siguientes categorías histológicas: cambios no específicos (n = 40), 

RMC subclínico (n = 5), RMA subclínico (n = 3), cambios borderline (n = 16), FI/AT sin 

inflamación intersticial (n = 59) y FI/AT con inflamación intersticial (IF/TA + i) (n = 14).  

Para evaluar si hubo una asociación entre la inflamación subclínica, las características 

del donante/receptor, las variables relacionadas con el trasplante y la 



98 
 

inmunosupresión, comparamos pacientes con inflamación intersticial (i > 0) y 

pacientes sin inflamación intersticiales (i = 0) en las biopsias de seguimiento. Entre las 

variables evaluadas, la inflamación subclínica se asoció con un tiempo prolongado de 

isquemia fría (p = 0,040) y menores niveles TAC-C0 a la biopsia (p = 0,002). 

La expresión génica en los tres grupos de biopsias se analizó en primer lugar 

mediante análisis de componentes principales. Utilizando RT-PCR en tarjetas 

microfluídicas para analizar los genes descrito por el Grupo de Banff en 2017 25. 

Encontramos que 111 de los 308 genes evaluados se diferenciaron entre biopsias de 

seguimiento normales y biopsias por indicación con rechazo. Estos genes estaban 

relacionados principalmente con RMC (72 genes), RMA (16 genes) y daño tisular (8 

genes).  

Evaluamos si había una asociación entre los niveles TAC-C0 en el momento de la 

biopsia y los 111 genes asociados con el rechazo. En el grupo de I (biopsias de 

protocolo normal) hubo una estrecha correlación entre niveles de TAC-C0 a la biopsia y 

la expresión de los genes IKZF3 y CD2, ambos genes implicados en la regulación y 

activación de células T 141,142. Por el contrario, en el grupo II (biopsias por indicación) 

no hubo correlación entre los niveles de TAC-C0 a la biopsia y la expresión de ningún 

gen. Finalmente, 19 genes relacionados principalmente con RMC (12 de 19) se 

correlacionaron con los niveles de TAC-C0 en el grupo III. 

Un análisis no supervisado permitió definir dos clusters de biopsias: uno con todas las 

biopsias normales y otro con todas las biopsias de rechazo. Las biopsias de 

seguimiento del Grupo III se distribuyeron en una proporción similar entre ambos 

grupos (n= 77 en cluster I y n= 60 en cluster 2). Los pacientes que se ubicaron en el 

cluster 2, presentaron una menor exposición a TAC, mostraron con mayor frecuencia 

un fenotipo inflamatorio y un descenso más rápido de la función renal a medio plazo.  
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100 
 

En nuestro primer trabajo, observamos que la mayoría de los genes más 

diferencialmente expresados entre las biopsias normales y las biopsias de rechazo 

coinciden con conjuntos de genes descritos en trabajos previos 143-145. 

Estos de conjuntos de genes se han obtenido mediante diferentes enfoques. Venner et 

al. 143, describieron los genes más diferencial expresados entre el RMC y todos los 

demás diagnósticos, incluido el RMA en biopsia por indicación. Khatri et al. 144, 

emplearon ocho conjuntos de datos independientes de trasplantes de riñón, hígado, 

corazón y pulmón para caracterizar los principales genes de rechazo expresados 

diferencialmente entre órganos. Wang et al. 145, consideraron los genes 

diferencialmente expresados en el rechazo, cáncer, enfermedades autoinmunes y 

daño tisular durante la infección. En nuestro estudio, el RAG-score está compuesto 

principalmente por un conjunto de genes relacionados con la presentación de 

antígenos, la activación de células T, proteínas citotóxicas, expresión de quimiocinas, 

transcripciones de células B y células plasmáticas. 

Observamos que la puntuación RAG no mostró diferencias entre las biopsias de 

seguimiento con rechazo subclínico y las biopsias realizadas por rechazo clínico. La 

puntuación RAG se utilizó de manera binaria para clasificar las biopsias como rechazo 

o no rechazo. Solo uno de cada seis pacientes con rechazo en las biopsias de 

seguimiento tuvo una puntuación RAG negativa. Esta observación sugiere que, en el 

rechazo subclínico, al igual que en el rechazo clínico 83, hay una concordancia 

razonable entre el diagnóstico histológico y el molecular. Además, esta observación 

respalda el tratamiento de pacientes con rechazo subclínico 30,39,146.  

En un estudio que evaluó biopsias de seguimiento realizadas a las 6 semanas, se 

encontró una mayor expresión de genes inflamatorios en biopsias con cambios 

borderline y rechazo 147. No obstante, la expresión aumentada de estos genes fue más 

mayor en paciente con función retrasada del injerto comparado con aquellos con 

función inmediata. Esto sugiere que, en las biopsias tempranas de seguimiento, la 

expresión de genes inflamatorios podría también reflejar una respuesta a las lesiones 

de lesión reparación. En este mismo trabajo, no se encontró asociación entre la 

expresión de genes inflamatorios y el resultado del injerto a los 2 años. Sin embargo, 

estudios que evalúan la utilidad del diagnóstico histológico en biopsias tempranas de 

vigilancia para predecir el resultado del injerto han demostrado que se necesita un 

seguimiento prolongado para establecer una relación entre la inflamación temprana y 

los eventos relacionados con el injerto 34,45,46,112. 
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El RAG-score en biopsias con cambios borderline fue mayor en biopsias por indicación 

que en las biopsias de seguimiento, coincidiendo con resultados de estudios previos 

148. Estos hallazgos sugieren que el deterioro funcional en pacientes con cambios 

borderline podría explicarse parcialmente por una mayor expresión de genes 

asociados al rechazo. Un RAG-score positivo en biopsias con cambios borderline 

podría indicar un verdadero rechazo, respaldando estudios anteriores que informaron 

un diagnóstico molecular de rechazo en proporciones similares de casos 81,87. 

En cuanto a las biopsias de seguimiento con FI/AT, no mostraron diferencias 

significativas en comparación con las biopsias normales, lo que sugiere que los 

injertos estables con FI/AT son inmunológicamente inactivos. Sin embargo, en el 25 % 

de las biopsias con FI/AT por indicación y un solo caso de las biopsias con FI/AT de 

seguimiento presentaron un RAG-score positivo.  

Aunque la inflamación fue baja en biopsias con FI/AT, ya sea por indicación o 

seguimiento, una proporción significativa se clasificó como rechazo, según el RAG-

score. Esto podría estar relacionado con la sobre expresión de transcripciones 

inmunes innatas, células presentadoras de antígenos y células T citotóxicas, indicando 

la activación de mediadores de la señalización de rechazo 83. Por otro lado, es 

conocido que la supervivencia del injerto se acorta en las biopsias con FI/AT e 

inflamación de seguimiento en comparación con las biopsias con FI/AT sin inflamación 

43,149. 

Finalmente, una puntuación RAG positiva se asoció con la evolución del injerto en los 

grupos de estudio. Esta asociación fue independiente de la indicación de la biopsia y 

del diagnóstico histológico. Curiosamente, esta asociación se confirmó cuando se 

excluyeron del análisis los pacientes con rechazo subclínico.  

En cuanto a las limitaciones del estudio, una de ellas fue la falta de una cohorte de 

validación que confirme la utilidad del RAG-score para predicción de resultados. Sin 

embargo, en un estudio donde se evaluó la utilidad de un score de rechazo en 

pacientes con FI/AT sin inflamación, ya sea en biopsias por indicación o de 

seguimiento, se observó una asociación entre tener un score de rechazo elevado y la 

supervivencia del injerto 150. Otra de las limitaciones que observamos fue el reducido 

tamaño de la muestra, especialmente para evaluar la utilidad del RAG-score en 

biopsias de seguimiento. 

Se han descrito por separado trabajos que relacionan la progresión de FI/AT, mediante 

biopsias de seguimiento y parámetros de metabolismo del TAC, como niveles bajos de 
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TAC-C0 68, variabilidad intrapaciente 98,151 y relación de C/D de TAC 152. En nuestro 

segundo trabajo todos estos parámetros se evaluaron en la misma cohorte de 

trasplantados renales para caracterizar mejor su contribución a la progresión de FI/AT. 

No observamos relación entre la progresión de FI/AT con niveles de TAC-C0, ni 

tampoco con el TRT, CV-TAC. El principal resultado que obtuvimos fue, que la 

progresión FI/AT se asoció a la relación C/D de TAC baja entre ambas biopsias. Sin 

embargo, en nuestra cohorte, los niveles TAC-C0 fueron relativamente más altos en 

comparación con otros centros 41, y el tiempo por debajo del rango terapéutico fue 

menor que en otros estudios, motivo por el cual se entiende que nuestros resultados 

sean diferentes. La falta de una relación entre los parámetros de metabolismo del TAC 

y la progresión de FI/AT en nuestro estudio es consistente con los estudios 

mencionados anteriormente. 

Empleamos arbitrariamente una puntuación inflamación (i ≥ 1), como umbral para 

distinguir entre inflamación y no inflamación. Basamos nuestra decisión en 

observaciones previas que muestran que una puntuación i ≥ 1 se asocia con una 

menor supervivencia del injerto, mientras que la tubulitis aislada tiene una influencia 

menor y controvertida en el resultado 153-155.  Sabemos que la inflamación es un factor 

conocido de progresión de FI/AT 46,138. Su incidencia en nuestro estudio fue baja, 

probablemente debido al bajo riesgo inmunológico de los pacientes 101,139,140, a niveles 

altos de TAC, y a un mayor tiempo en rango terapéutico, lo que sugiere que incluso en 

pacientes de bajo riesgo inmunológico que recibieron dosis alta de TAC, la inflamación 

en áreas sanas puede estar modulada por la exposición al TAC, pudiendo representar 

un equilibrio entre la respuesta aloinmune y la inmunosupresión.  

No encontramos asociación entre la inflamación en áreas cicatriciales y la 

exposición/metabolismo del TAC. Estudios previos indican que la inflamación en áreas 

sanas se correlaciona con la presencia de células T citotóxicas, mientras que en áreas 

cicatriciales se asocia con células B, células plasmáticas, mastocitos y transcripciones 

de reparación de lesiones 158,159. Esta diferencia puede ser explicada por el efecto 

selectivo del TAC sobre las células T activadas 160,161. 

La curva farmacocinética en los metabolizadores rápidos se caracteriza por una 

concentración máxima de TAC (C-max) más alta en comparación con los 

metabolizadores lentos para alcanzar un TAC-C0 similar 156,157. Se ha propuesto que la 

progresión de FI/AT en estos pacientes puede reflejar nefrotoxicidad por TAC. De 
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hecho, según nuestros datos, el metabolismo de tacrolimus y no la exposición a 

tacrolimus contribuyen a la progresión de FI/AT. 

El estudio plantea la posibilidad de ajustar el tratamiento de TAC de manera 

personalizada según la inflamación en áreas sanas, mientras que no habría utilidad en 

ajustar TAC en inflamaciones en áreas cicatriciales. 

Finalmente, el estudio presenta limitaciones, como la falta de biopsias pre-implante 

para caracterizar la progresión de FI/AT desde el donante hasta la primera biopsia de 

seguimiento y la ausencia de un estudio farmacocinético completo para evaluar la C-

max de TAC en metabolizadores rápidos y lentos, así como la falta de estudio del 

CYP450. 

En cuanto a nuestro tercer trabajo analizamos la asociación entre la inflamación 

intersticial, la expresión de genes de rechazo y la implicación de la inmunosupresión 

en la modulación de estos genes.  

La presencia de inflamación intersticial fue poco común en nuestra cohorte (27.7 %) y 

estuvo asociada con niveles TAC-C0 bajos y un tiempo de isquemia fría prolongado, 

pero no se asoció con un deterioro de la función renal a mediano plazo ni con el 

desarrollo de ADEs dn, esto sugiere que tanto factores inmunológicos como no 

inmunológicos pueden contribuir a la inflamación subclínica en injertos que funcionan 

correctamente. 

Observamos, al igual que en otros estudios, pocos casos que cumplieron con los 

criterios de cambios borderline (11.7 %),  RMC/ RMA (5.8 %) 153. Mehta et al. 154, 

efectuaron un estudio en donde se incluyeron pacientes con inmunosupresión libre de 

esteroides, y observaron una incidencia de cambios BL y RMC 31 % y 20,8 %, 

respectivamente. Sin embargo, en otro estudio, no encontraron asociaciones entre los 

niveles TAC-C0 y la inflamación subclínica cuando los valores promedio de TAC-C0 

eran cercanos a 10 ng/mL47. Otros estudios han demostrado que la inflamación 

mediada por células T detectada en biopsias de seguimiento es secundaria a la 

isquemia-reperfusión y tiene poca relación con eventos y resultados futuros 147. La 

lesión renal aguda (LRA) de la isquemia-reperfusión puede inducir inflamación 

intersticial y tubulitis 162, lo que conduce a un cuadro histológico que no se distingue 

del rechazo celular. 
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La valoración de biopsias mediante histología convencional tiene limitaciones 

relacionadas con la posibilidad de obtener muestras con baja representatividad y 

reproducibilidad diagnóstica inter-observador. La heterogeneidad en el análisis 

transcripcional observada en biopsias con un mismo fenotipo histológico sugiere que 

diferentes mecanismos inmunopatológicos pueden conducir a un mismo patrón de 

lesión en el injerto.  Por este motivo, se está evaluando incorporar el estudio del 

fenotipo molecular como complementario a la histología convencional para mejorar la 

precisión diagnóstica y establecer tratamientos más dirigidos al mecanismo del daño. 

Esto implica el uso de microarrays en biopsias del injerto para estudiar el fenotipo 

molecular, lo que ha permitido agrupar diferentes transcritos relacionados con varias 

patologías y mecanismos biológicos.  

Evaluamos el panel de genes descrito por el grupo de Banff en 2017 mediante RT-

PCR 25. Se confirmó la capacidad de discriminación de 111 de los 908 genes 

evaluados. En la evaluación mediante ACP, observamos que los genes de RMC, 

expresados en células T efectoras activadas (ADAMDEC1), y los genes que codifican 

diferentes citoquinas y sus receptores principalmente relacionados con RMC (CCL5, 

CXCL13 y CXLC9) fueron los más relevantes en el componente 1, mientras que los 

genes que codifican proteínas de la matriz y transportadores de solutos (COL1A1, 

SCL22A2 y SCL4A1) fueron los más relevantes en el componente 2. 

Identificamos que 19 de estos 111 genes, mayoritariamente asociados con RMC, 

mostraron correlación con niveles de TAC-C0, lo cual sugiere que una mayor 

exposición a tacrolimus favorece un mejor control de la inflamación subclínica. Es 

interesante destacar que, en el pequeño conjunto de biopsias de seguimiento normal, 

observamos una correlación estrecha entre niveles de TAC-C0 y la expresión de 2 de 

estos 19 genes. El gen IKZF3, presente principalmente en la linfa y el bazo, se 

encuentra en varios tipos de células inmunitarias, incluyendo células B, células NK, y 

células T CD4+ y CD8+. Recientemente, se ha demostrado que IKZF3 está regulado 

positivamente no solo en RMA sino también en muestras de células urinarias de RMC, 

lo que sugiere que las células B pueden desempeñar un papel más activo RMC de lo 

que se reconocía anteriormente, tal vez funcionando como células presentadoras de 

antígenos clásicas 141,142. También se ha demostrado que la familia CD2 de moléculas 

coestimuladoras y de adhesión desempeña un papel importante en la ejecución de 

una respuesta aloinmune, ya que todas las células T la expresan constitutivamente y 

se regulan positivamente tras el reconocimiento del antígeno. 
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Posteriormente definimos dos clusters de biopsias. Los pacientes con biopsias de 

seguimiento que se ubicaron en el cluster 2 recibieron una menor exposición a 

tacrolimus, mostraron con mayor frecuencia un fenotipo inflamatorio y una disminución 

más rápida de la función renal a medio plazo. Así, nuestros resultados sugieren que 

una inmunosupresión más ajustada durante los primeros meses tras el trasplante 

favorece un mejor control de la respuesta inflamatoria y una mejor preservación de la 

función renal a medio plazo. 

A pesar de la correlación entre ciertos genes y la exposición a TAC, no se encontraron 

asociaciones significativas entre la expresión génica, la exposición a TAC y la 

compatibilidad HLA a nivel alélico o molecular.  En nuestro estudio, el número de 

pacientes que desarrollaron ADE dn fue muy bajo (2,9 %) y, aunque los pacientes con 

menor exposición a TAC tendieron a desarrollar ADE dn con mayor frecuencia, esta 

asociación no alcanzó significación estadística. 

La principal limitación del estudio es que las asociaciones se basaron en una única 

determinación de TAC-C0 al momento de la biopsia, sin una evaluación más detallada 

de la farmacocinética o farmacodinámica del TAC. Este aspecto podría haber influido 

en la precisión de nuestras conclusiones sobre la relación entre la exposición a TAC y 

el pronóstico del injerto. 
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7. CONCLUSIONES 
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1. El RAG-score, basado en la expresión de genes de rechazo, demostró una 

asociación significativa con la presencia de rechazo subclínico en diversas categorías 

de diagnóstico, incluso en casos de cambios borderline y la fibrosis intersticial y atrofia 

tubular.  

 

2. Un RAG-score positivo se asoció con la supervivencia del injerto de manera 

independiente al diagnóstico histológico. Esta asociación se mantuvo incluso al excluir 

pacientes con rechazo subclínico.  

 

3. En nuestro segundo trabajo, la progresión de la fibrosis intersticial y atrofia tubular 

se asoció con un menor cociente entre la relación concentración/dosis de TAC en 

biopsias pareadas. Sin embargo, no observamos asociación con la exposición al 

tacrolimus.  

 

4. En nuestro tercer trabajo, una mayor exposición a tacrolimus durante los primeros 

meses postrasplante se asoció con mejor control de la inflamación subclínica y 

preservación de la función renal a medio plazo. 

 

5. En nuestro tercer trabajo, la inflamación intersticial, aunque con baja prevalencia en 

nuestra cohorte, puede ser influenciada por ambos factores, inmunológicos y no 

inmunológicos, como la exposición a TAC y la lesión de isquemia reperfusión. 

 

6. Nuestros estudios sugieren la necesidad de una personalización en el manejo del 

tratamiento inmunosupresor complementado con el diagnóstico molecular y la 

evaluación del metabolismo del tacrolimus para optimizar los resultados del trasplante 

renal. 
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8. LÍNEAS DE INVESTIGACIÓN FUTURAS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La evaluación histológica de las biopsias de trasplante renal sigue siendo un 

componente clave en la valoración del injerto. El desarrollo de la clasificación de Banff, 

utiliza un sistema de consenso basado en reglas para clasificar los casos en 

categorías de enfermedades según las puntuaciones de las lesiones. En este sistema, 
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el rechazo mediado por células T (RMC) se diferencia del rechazo mediado por 

anticuerpos (RMA) principalmente en función de la localización de los infiltrados 

inmunes (tubulointersticial versus microvascular) y en la presencia/ausencia de 

anticuerpos donante específicos circulantes y el depósito de la fracción C4d del 

complemento como indicadores de la participación de anticuerpos. Si bien, los 

diagnósticos moleculares permiten discriminar entre estos principales fenotipos 

histológicos, la dicotomía entre RMCT y RMA no refleja el mecanismo 

inmunopatológico subyacente. 

La asociación entre los principales fenotipos de rechazo definidos por Banff y el tipo de 

infiltrado inflamatorio no está bien definido en la actualidad. Estudiar los tipos de 

células inmunes infiltrantes podría mejorar la comprensión del proceso de rechazo en 

sus diferentes fenotipos, mejorar la clasificación diagnóstica al incluir más información 

causal y permitir el desarrollo de tratamientos dirigidos. 

Durante los últimos 20 años las tecnologías de transcriptómica, como los microarrays, 

la secuenciación de ARN (RNA-seq) y la secuenciación de ARN de una sola célula o 

de un solo núcleo (scRNA-seq o snRNA-seq) han dominado la investigación de 

perfiles génicos en trasplantes, dando lugar a distintos grupos de investigación. Estas 

tecnologías han identificado varios paneles de genes diagnósticos para mejorar la 

detección del rechazo agudo del injerto en las distintas áreas del trasplante (renal, 

cardíaco, pulmonar y hepático) cuando se utilizan junto con la histopatología 

tradicional, como los diagnósticos del microscopio molecular, el módulo de rechazo 

común y el panel Banff de Trasplante de Órganos Humanos (B-HOT). Los 

diagnósticos moleculares del microscopio y el panel B-HOT han recibido la mayor 

atención para estudios de validación actuales y futuros. 

El perfil transcriptómico en tejidos fijados en formalina e incluidos en parafina (FFPE) 

ha permitido ampliar las cohortes de validación, incluyendo la correlación entre las 

puntuaciones Banff y la medición del panel de genes B-HOT en 326 biopsias de 

trasplante renal FFPE. Este panel pudo detectar evidencia sub patológica de rechazo 

(antes de las manifestaciones histopatológicas), con inflamación de los capilares 

peritubulares y anticuerpos específicos del donante, como los principales impulsores 

de la firma del rechazo mediado por anticuerpos.  

En esta línea de investigación nuestro grupo de investigación ha obtenido financiación 

de un proyecto FIS (PI-01909) con el título “Contribución de la aloreactividad y 

autorreactividad en el microambiente inflamatorio local en el ABMR en trasplante 
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renal” con el objetivo de caracterizar la composición del infiltrado inflamatorio de los 

agregados linfoides en el tejido renal, la formación de tejidos linfoides terciarios (TLTs) 

y el contenido de células B donante(HLA)-específicas en los distintos fenotipos 

histológicos de rechazo en trasplante renal y su traducción a través de la biología 

molecular caracterizando el perfil transcripcional mediante el panel B-HOT y poder 

definir estos resultados transcripcionales a nivel espacial de los infiltrados inflamatorios 

con/sin células B donante(HLA)-específicas y su perfil clonal para diferenciar células 

aloreactivas de autorreactivas. 

En esta área de investigación, se ha publicado un trabajo colaborativo con el servicio 

de Inmunología del Hospital Central de Asturias, en donde se combina 

Transcriptómica espacial junto con ARN-secuencial, explorando el uso de esta 

tecnología para el estudio del rechazo a nivel del injerto renal 163. 
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