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El trasplante renal ha permitido mejorar la supervivencia y la calidad de 

vida de los pacientes con enfermedad renal crónica ya que disminuye la 

mortalidad respecto a los pacientes en diálisis. A pesar de esto, la enfermedad 

cardiovascular constituye la primera causa de fallecimiento del paciente 

después del trasplante renal y está asociada a la presencia de inflamación 

sistémica (niveles elevados de proteína C reactiva o de la interleucina 6 en 

sangre). 

Nuestra hipótesis sostiene que la inflamación a nivel del aloinjerto renal 

contribuye a la inflamación sistémica. Se han incluido 236 pacientes portadores 

de un trasplante renal a los que se ha realizado una biopsia del injerto, ya sea 

de seguimiento o indicación por causa, en el Hospital Universitario Vall de 

Hebrón, entre julio de 2015 y abril de 2019. De esta cohorte de pacientes se ha 

obtenido una muestra de sangre periférica para la medición de un panel de 20 

citocinas. Además, en un subgrupo de 94 pacientes se ha realizado un estudio 

de expresión génica mediante microarrays, tanto en el tejido renal como en 

células mononucleares periféricas, con el objetivo de caracterizar la expresión 

de genes relacionados con el rechazo inmunológico. Para ello hemos 

comparado los perfiles de expresión génica obtenidos en los pacientes 

trasplantados con hallazgos de rechazo (incluye rechazo celular y rechazo 

humoral), cambios borderline, fibrosis intersticial y atrofia tubular (IFTA) e 

histología normal en biopsias del injerto renal. 

Los pacientes con diagnóstico histológico de rechazo presentan un 

aumento de la inflamación sistémica, ya sea medido con el panel de 20 

citocinas o con la proteína C reactiva. Además, el método estadístico de 

construcción de un árbol de clasificación (CART), nos ha permitido determinar 

que es posible clasificar a los pacientes según su estado de inflamación 

sistémica utilizando únicamente los niveles plasmáticos de tres citocinas: MIP-

1alpha, IL-13 e IL-4. Mediante el estudio de expresión de genes relacionados 

con el rechazo inmunológico en el subgrupo de 94 pacientes hemos observado 

que la expresión de dichos genes se encuentran aumentados en aquellos 

pacientes con diagnóstico de rechazo respecto a los pacientes con histología 

normal. Además, aunque en menor medida, también se encontraron 
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incrementados los niveles de expresión de genes de rechazo en pacientes con 

diagnóstico de cambios Borderline, tanto en biopsias por seguimiento como por 

causa, y en los pacientes con diagnóstico IFTA en biopsias por causa. Estos 

datos se confirmaron y validaron con los resultados obtenidos previamente en  

tres cohortes externas e independientes. En sangre periférica se observó que 

la expresión diferencial de genes relacionados con el rechazo es menor que en 

tejido. Encontramos una expresión diferencial de genes entre las biopsias con 

diagnóstico de rechazo versus a las biopsias con diagnóstico normal, pero 

estos datos no se confirmaron con los resultados obtenidos en las tres cohortes 

de validación. 

En conclusión, nuestros datos confirman que existe una relación entre la 

inflamación tisular y la inflamación sistémica evaluada mediante un panel de 20 

citocinas. Los pacientes con cambios borderline en biopsia por causa o de 

seguimiento, así como, los pacientes con IFTA en biopsia por causa presentan 

un incremento variable de la expresión de genes de rechazo. En cambio, no 

existe un aumento de la expresión de genes de rechazo en las biopsias de 

seguimiento con diagnóstico histológico de IFTA. Los cambios en la expresión 

génica observados a nivel del aloinjerto, no se reflejan en las células 

mononucleares periféricas. 
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Renal transplantation has improved the survival and life quality of patients with 

chronic kidney disease since it reduces mortality compared to patients in 

dialysis. Despite this fact, cardiovascular disease is the first cause of death of 

kidney transplanted patients and is associated with the presence of systemic 

inflammation (elevated blood levels of C-reactive protein or interleukin 6). 

We hypostatize that inflammation of the renal allograft contributes to systemic 

inflammation. We included 236 kidney transplanted patients who have 

undergone a graft biopsy, either surveillance or indicated by cause, at the Vall 

de Hebrón Universitary Hospital, between July 2015 and April 2019. From this 

cohort a peripheral blood simple was obtained to measure a panel of 20 

cytokines. In addition, a microarray based gene expression study has been 

performed in a subgroup of 94 patients, both in renal allograft tissue and in 

peripheral mononuclear cells, with the aim of characterizing the expression of 

genes related to immunological rejection. We have compared the gene 

expression profiles obtained in transplanted patients with findings of rejection 

(including cellular rejection and humoral rejection), borderline changes, 

interstitial fibrosis and tubular atrophy (IFTA) and normal histology in renal graft 

biopsies. 

Patient with histological diagnosis of rejection showed an increase in systemic 

inflammation, either assesed with the panel of 20 cytokines or with the C-

reactive protein. In addition, the statistical method of building a classification 

tree (CART) has allowed us to determine that it is possible to classify the 

patients according to their systemic inflammation state using only the plasma 

levels of three cytokines: MIP-1alpha, IL-13 and IL-4. Through the immune 

rejection related gene expression study in the subgroup of 94 patients we have 

observed that immune rejection related genes are more expressed in those 

patients with a diagnosis of rejection when compared to patients with normal 

histology. In addition, although to a lesser extent, levels of rejection gene 

expression were also increased in patients diagnosed with borderline changes, 

both in surveillance and cause biopsies, and in patients with IFTA diagnosis in 

cause biopsies. These data were confirmed and validated with the results 

previously obtained in three external and independent cohorts. In peripheral 

blood it was observed that the differential expression of genes related to 
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rejection is lower than in tissue. We found a differential expression of genes 

between biopsies with diagnosis of rejection versus biopsies with normal 

diagnosis, but these data were not confirmed with the results obtained in the 

three validation cohorts. 

In conclusion, our data confirm that there is a relationship between tissue 

inflammation and systemic inflammation evaluated by a panel of 20 cytokines. 

Patients with borderline changes in cause or surveillance biopsies, as well as, 

patients with IFTA in cause biopsy have a variable increase in the expression of 

rejection related genes. On the other hand, there is no increase in the 

expression of rejection related genes in surveillance biopsies with histological 

diagnosis of IFTA. The changes observed in the allograft gene expression are 

not reflected in peripheral mononuclear cells. 
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 1. Aparato Urinario 

El aparato urinario está formado por un conjunto de estructuras que 

intervienen en la depuración de sustancias tóxicas de la sangre mediante el 

almacenaje y posterior evacuación en forma de orina. El aparato excretor está 

formado por dos riñones, dos uréteres, una uretra y una vejiga.  La función 

principal del aparato urinario es la de mantener el balance o equilibrio de fluidos 

y electrolitos, mediante la excreción de agua y varios productos de desecho. 

Gracias al riñón y su capacidad de reabsorción, un cierto número de sustancias 

son conservadas en el organismo, otras son excretadas y el producto final, la 

orina, es liberada. 

 2. El Riñón 

Los riñones son dos órganos de color rojizo, cada uno aproximadamente 

de 12 a 13 cm de longitud según su eje mayor y unos 6 cm de anchura, 4 cm 

de grosor, siendo su peso entre 130 y 170 gr. Tienen forma de alubia y en el 

centro de su borde medial cóncavo aparece una profunda depresión 

denominada hilio. En el ser humano los riñones están situados en las fosas 

lumbares, a los lados de la 12º vértebra y de las dos primeras vértebras 

lumbares, detrás del peritoneo (1).  

La función principal de los riñones es la de mantener el volumen y el pH 

de los líquidos del cuerpo dentro de los límites normales; por medio de la 

excreción de cantidades variables de agua y de sustancias orgánicas e 

inorgánicas que pasan por el torrente circulatorio. Los riñones excretan casi 

todos los desechos nitrogenados, la mayor parte de sales que no necesita la 

sangre y cerca de la mitad del exceso de agua. También eliminan sustancias 

extrañas como toxinas, ya sea que se hayan formado dentro del organismo o 

que provengan de fuera. Esta homeostasis se logra mediante un correcto 

funcionamiento de los glomérulos de los riñones, gracias al filtrado glomerular. 

Por otro lado, el riñón también tiene función endocrina al secretar 

hormonas como la renina, que activa el sistema renina-angiotensina 

aldosterona, la eritropoyetina que estimula la producción de eritrocitos, el 
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calcitriol que inhibe la liberación de la hormona paratiroidea PTH o la 

trombopoyetina, que estimula la producción de plaquetas por partes de los 

megacariocitos (2).  

 Anatomía del riñón 2.1

El riñón está cubierto por la cápsula renal y por la fascia de Gerota que 

tienen la función de contener las extravasaciones sanguíneas y de orina, así 

como, de realizar los procesos depurativos. El parénquima renal está envuelto 

por una membrana de tejido conjuntivo llamada cápsula fibrosa y,por fuera 

,está rodeado por una cápsula de grasa. La fascia renal envuelve esta grasa 

perineal y la separa del resto de tejido graso extraperitoneal de la región renal.  

 

Figura 1. Anatomía del riñón 

El hilio renal está limitado por dos labios, uno anterior y otro posterior y 

sigue por una cavidad denominada seno renal, que se extiende hacia el 

interior. Las paredes del seno renal están tapizadas por tejido conjuntivo de la 

cápsula renal y presentan numerosas protuberancias denominadas papilas 

renales. Por esta zona discurren los grandes vasos y los nervios renales, así 

como el extremo terminal superior del uréter, que tiene forma de embudo y que 

se denomina pelvis renal. La pelvis del uréter se divide en dos o tres grandes 

ramas (sistema de drenaje) que se conocen como cálices mayores y, a su vez, 

cada uno de éstos se bifurcan en varias ramas más cortas o cálices menores 

(Figura 1) (1). 
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En el vértice de la pirámide renal se encuentra situada la papila y su 

función es recibir la orina y descargarla en el cáliz renal. Una papila puede 

estar en contacto con dos o incluso más pirámides; el número de papilas de un 

riñón oscila entre 8 y 18. En un cáliz desembocan de 1 a 3 papilas (cáliz 

menor). Entre 2 y 4 cálices menores se unen a un cáliz mayor. Los 2 o 3 

cálices mayores desembocan en la pelvis renal en forma de embudo, que tras 

abandonar el hilio se convierte en el conducto urinario (uréter). La musculatura 

de la pared de la pelvis tiene una estructura en espiral, que contribuye de forma 

significativa a hacer avanzar la orina a través de las papilas (3). 

 Vascularización renal 2.2

Debido a las características funcionales de los riñones, éstos poseen una 

gran vascularización; el flujo sanguíneo es de aproximadamente 1.200 ml/min, 

los riñones reciben por minuto aproximadamente una cuarta parte del flujo 

cardíaco. 

  

Figura 2. Vascularización renal 

La sangre es suministrada por medio de la arteria renal, que alcanza al 

riñón por el hilio, y se ramifica en dos grandes ramas, una anterior y otra 

posterior, que, antes de penetrar en el tejido renal, se dividen en varias arterias 

segmentarias (Figura 2). Una vez que éstas se introducen en el parénquima 

renal, originan las arterias interlobulares, las cuales discurren por las columnas 

de Bertin hasta la base de las pirámides, dónde dan lugar a las arterias 
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arciformes, que se incurvan para disponerse, justamente, entre la base de las 

pirámides y la corteza renal siguiendo un trayecto lateral.  

A partir de ahí, las arterias arciformes emiten ramas denominadas arterias 

interlobilillares, que, de forma perpendicular a la superficie renal, ascienden por 

la corteza, donde pueden originar colaterales antes de seguir su trayecto 

directo hacia la superficie. A partir de las arterias interlobulillares, a diferentes 

intervalos, van a originarse las arteriolas aferentes, cada una de las cuales 

irrigan un solo glomérulo.  

Al entrar en el corpúsculo renal, la arteriola aferente se puede dividir de 

cinco a ocho ramas cortas, cada una de las cuales origina un segmento capilar 

independiente. Los capilares glomerulares drenan hacia la arteriola eferente, a 

través de la cual, la sangre abandona el glomérulo. La mayor partes de las 

veces, esta arteriola eferente, nada más abandonar el corpúsculo renal, se 

ramifica en otra red de capilares que discurre por el intersticio en íntimo 

contacto con los túbulos renales, circunstancia que va a permitir un proceso tan 

importante como el paso a la sangre de sustancias reabsorbidas por las células 

tubulares. 

Es destacable el hecho de que en la circulación cortical del riñón existan 

dos redes capilares, una glomerular y otra peritubular, consecutivas y unidas 

entre ellas por una arteriola. 

Por otro lado, de las arteriolas eferentes, que proceden de corpúsculos 

yuxtamedulares, emergen entre 12 y 15 capilares que descienden hacia la 

médula, siguiendo un largo trayecto entre los componentes tubulares 

medulares, que se denominan vasos rectos descendentes. Estos capilares se 

ramifican en forma de malla, radialmente alargada, alrededor de ramas de asas 

de Henle y túbulos colectores, contribuyendo al intercambio de líquidos e iones 

que tienen lugar en la médula. Las terminaciones capilares convergen hacia los 

vasos rectos ascendentes que siguen un trayecto paralelo y opuesto a los 

descendentes, hasta desembocar en el sistema venoso. No todos los vasos 

rectos proceden de las arteriolas eferentes, sino que algunos pueden surgir 

como ramificaciones verticales directas de las arterias arciformes.  
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Figura 3. Vascularización renal 

El retorno venoso en el riñón sigue, en general, un trayecto opuesto a la 

circulación arterial. Los plexos capilares subcapsulares drenan hacia un plexo 

de venas estrelladas que, a su vez, desembocan en venas interlobulillares. 

Éstas descienden perpendicularmente a la superficie renal y van recibiendo la 

sangre de las venas tributarias de la red capilar peritubular y, más abajo, de las 

venas tributarias procedentes de los vasos rectos (Figura 3). Sin embargo, 

muchos de los vasos medulares desembocan directamente en las venas 

arciformes, paralelas a sus homónimas arteriales, en las que desembocan, 

igualmente, en las venas interlobulillares. El riñón posee numerosos vasos 

linfáticos, que drenan en ganglios hiliares, los cuales comunican con los 

ganglios periaórticos, craneal y caudalmente a la zona del hilio. Se ha 

demostrado la existencia de comunicaciones linfáticas cruzadas con el lado 

contralateral (4). 

 La nefrona 2.3

La nefrona es la unidad funcional del riñón y se encarga de filtrar la 

sangre y fabricar la orina. Tienen un diámetro entre 20 y 30 milésimas de 

milímetro y una longitud de hasta 50 milímetros, se caracteriza por tener un 

extremo cerrado y otro abierto y continúa con un conducto colecto. La 

estructura de la nefrona se compone principalmente de un corpúsculo renal 
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constituido por la cápsula de Bowman y el glomérulo; en comunicación con un 

túbulo renal (Figura 4). 

 

Figura 4. La nefrona 

Existen dos grandes tipos de nefronas: 

- Nefronas corticales: suponen alrededor del 80% del total y tiene el 

glomérulo en la parte más superficial de la corteza. 

- Nefronas yuxtabasales: Son minoritarias, alrededor del 20% del total, su 

glomérulo está en la zona de corteza cercano a la médula. En tales nefronas, el 

asa de Henle es más larga, lo que les permite obtener una orina con grandes 

variaciones de agua, es decir, muy concentrada o muy diluida y su túbulo 

penetra profundamente en la médula renal. Son las principales responsables 

de que el cuerpo fabrique más o menos orina.  

2.3.1 El glomérulo 

La zona de filtrado está situado en la corteza, por donde la nefrona 

comienza una especie de expansión esferoidal que contiene el llamado 

glomérulo. El glomérulo está constituido por 4 o 6 capilares sanguíneos y se 

encuentra en un espacio limitado por una pared que se llama cápsula de 

Bowman. El glomérulo forma parte del proceso de la formación de orina, o 

también llamado principio de uropoyesis, en el cual las ramas pequeñas de la 

arteria renal forman los ovillos capilares (glomérulos) cubiertos por una 
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membrana muy fina y suspendidos dentro de una cavidad. Las paredes de 

estos glomérulos están estructuradas de tal modo que el agua, las sales, 

azúcares simples y sustancias análogas pueden atravesarla, mientras que son 

impermeables para las proteínas y los elementos formes de la sangre. A través 

de la presión sanguínea  una décima parte, aproximadamente, de la cantidad 

de líquido que atraviesa el riñón (1.500 litros de sangre por día) se excreta en 

forma de orina primaria (150-170 litros/día). 

La cápsula de Bowman es una estructura de naturaleza epitelial, que se 

encuentra en la corteza renal, a la que llegan los capilares sanguíneos que 

constituyen el glomérulo. La sangre de estos capilares sufre un proceso de 

filtrado y depuración y el líquido, que será precursor de la orina, pasa al interior 

de la cápsula de Bowman, llegando hasta el túbulo renal (4). 

El proceso de filtrado glomerular (FG) consiste en la formación de un 

ultrafiltrado a partir del plasma que pasa por los capilares glomerulares. Se 

denomina ultrafiltrado, pues únicamente contiene solutos de pequeño tamaño 

capaces de atravesar la membrana semipermeable que constituye la pared de 

los capilares. Ésta permite libremente el paso de agua y de sustancias 

disueltas, con peso molecular inferior de 15000; es totalmente impermeable, en 

condiciones normales, a solutos con peso molecular superior a 70000 y deja 

pasar en cantidad variable los de peso molecular entre 15000 y 70000. La 

magnitud del filtrado glomerular está determinado por la permeabilidad 

(depende de la amplitud de los poros y de la tensión de la pared) y la presión 

hidrostática intracapilar. La presión hidrostática en el espacio de la cápsula de 

Bowman y la presión coloidosmótica intracapilar determinan la llamada presión 

de filtración efectiva. Además de estos factores hay otros con acción sobre la 

filtración glomerular que influyen sobre las resistencias vasculares de las 

arteriolas. La filtración glomerular normal es de alrededor de 120 ml/min y se 

modifica con las oscilaciones hemodinámicas habituales. 
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2.3.2 El túbulo renal 

El túbulo renal es la zona por la que pasa el líquido de filtrado y se 

evapora, retirando el exceso de agua y ciertos iones. El túbulo renal tiene tres 

partes bien diferenciadas: 

- El tubo contorneado proximal: en contacto con la cápsula de Bowman. 

- El asa de Henle: con forma de horquilla y posterior al túbulo contorneado 

proximal. 

- El tubo contorneado distal: posterior al asa de Henle que comunica con 

el tubo colector. La unión de los tubos colectores acaba dando lugar a los 

cálices. 

En los túbulos, el epitelio sigue teniendo una sola capa, pero a lo largo de 

todas las nefronas aparecen con gran regularidad alteraciones histológicas más 

finas. Las complejas interrelaciones entre el sistema vascular y el epitelio 

tubular son responsables de la composición final de la orina, que se diferencia 

de forma significativa del filtrado glomerular original.  El sistema tubular consta 

principalmente de las siguientes partes: por el polo opuesto a la entrada y 

salida de las arteriolas sale del glomérulo el túbulo contorneado proximal que 

discurre un trayecto tortuoso por la cortical (Figura 5). Posteriormente el túbulo 

adopta un trayecto rectilíneo en dirección al seno renal y se introduce en la 

médula hasta una profundidad variable según el tipo de nefrona (superficial o 

yuxtamedular); finalmente, se incurva sobre sí mismo y asciende de nuevo a la 

corteza. A este segmento se le denomina asa de Henle. En una zona próxima 

al glomérulo sigue nuevamente un trayecto tortuoso, denominado túbulo 

contorneado distal, antes de desembocar en el túbulo colector que va 

recogiendo la orina formada por otras nefronas, y que desemboca finalmente 

en el cáliz a través de la papila (3). 

En el proceso de formación y desecho de la orina, cuando llega a los 

túbulos renales éstos desembocan en el conducto colector. Los túbulos renales 

están rodeados por una red capilar que facilita el intercambio de líquido y de 

sustancias entre los túbulos renales y los vasos sanguíneos. Después de la 
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uropoyesis primaria por “excreción”, la sangre se concentra considerablemente 

en las arteriolas renales, y por ello reabsorbe en el territorio capilar líquido de 

los túbulos renales, debido a la presión osmótica, aproximadamente el 99% de 

la orina primaria. El diferente tratamiento de las sustancias disueltas es 

esencial. Estas sustancias se reabsorben en parte (como glucosa, cloruro 

sódico, etc), y también permanecen en la orina primaria. Las células de los 

túbulos ceden también sustancias a la orina a través de un mecanismo activo 

(2). 

   

Figura 5. Anatomía del túbulo renal 

 3. La insuficiencia renal 

La insuficiencia renal es la pérdida total o parcial de la capacidad del riñón 

para mantener la homeostasis debido al deterioro en la función de la nefrona, 

con el resultado de la pérdida de proteínas en la orina. Dependiendo de la 

duración podemos diferenciar dos tipos de insuficiencia renal: Insuficiencia 

Renal Aguda (IRA) e Insuficiencia Renal Crónica (IRC). 

 Insuficiencia renal aguda  3.1

La insuficiencia renal aguda o fracaso renal agudo, se caracteriza por un 

deterioro brusco de la función renal. Como criterio general para diagnosticar la 



18 
 

IRA se considera el tener unos niveles de creatinina plasmática por encima de 

2 mg/100ml(5). Una alteración en la perfusión renal, la integridad del 

parénquima renal o en la permeabilidad de las vías excretoras puede ocasionar 

un fracaso renal agudo. Dependiendo del factor afectado la IRA se puede 

clasificar de la siguiente manera: 

- Pre renal: si falla la perfusión y disminuye el filtrado glomerular. 

- Renal: si el fallo radica en las estructuras renales (nefrona). 

- Post renal: si se produce una interrupción del flujo urinario que impide la 

evacuación de orina. 

Sin un tratamiento adecuado puede dar lugar a alteraciones funcionales 

en otros órganos. Si el paciente responde adecuadamente al tratamiento la IRA 

se puede revertir. 

 Insuficiencia renal crónica 3.2

La insuficiencia renal crónica (IRC) es la pérdida progresiva e irreversible 

de la función renal durante al menos tres meses y con implicaciones para la 

salud (6). Se han descrito numerosas causas potenciales de desarrollo de la 

IRC, aunque la frecuencia de los procesos causantes presentan diferencias 

destacables tanto geográficas como cronológicas:  

- Diabetes mellitus 

- Hipertensión arterial que se puede desarrollar en: enfermedad vascular 

arteriosclerótica, nefroangioesclerosis o nefropatía isquémica 

- Enfermedad glomerular primaria o secundaria a la enfermedad sistémica 

- Nefropatías congénitas y hereditarias 

- Nefropatías intersticiales 

- Obstrucción prolongada del tracto urinario (incluyendo litiasis) 

- Infecciones urinarias recurrentes 



 

19 
 

- Enfermedades sistémicas como lupus, mieloma, vasculitis…. 

- Otras causas desconocidas o no filiadas 

Los principales marcadores de daño renal son la proteinuria y diferentes 

alteraciones a nivel de: sedimento urinario, electrolíticas, estructurales 

histológicas o estructurales en pruebas de imagen. 

 Estadios y progresión de la Insuficiencia renal crónica 3.3

Las nuevas guías internacionales del consorcio de KDIGO (Kidney 

Disease: Improving global outcomes) sobre la enfermedad renal crónica (ERC) 

y sobre el manejo de la presión arterial (PA) en pacientes con ERC constituyen 

la actualización correspondiente a la guía KDOQI (Kidney Disease Outcomes 

Quality Initiative) realizada entre 2002 y 2004. Estos documentos ofrecen una 

guía actualizada para el diagnóstico, evaluación, manejo y tratamiento del 

paciente con ERC. El sistema GRADE (Grading of Recommendations 

Assessment, Development and Evaluation) se utilizó para evaluar la calidad de 

la evidencia diagnóstica y emitir el grado de recomendación.  Para definir los 

grados de la enfermedad renal crónica, previamente se ha de confirmar el 

diagnóstico. Una vez confirmado, la ERC se clasifica según las categorías de 

FG, albuminuria y según la etiología (7). 

Los grados de FG (G1 a G5) y de albuminuria (A1 a A3) se exponen en la 

siguiente Figura 6: 

 

Figura 6. Clasificación de la enfermedad renal crónica según la categorías de filtrado 

glomerular y albuminuria 
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Entre los sujetos que padecen una ERC la progresión y la evaluación es 

muy variable, por ello se ha de evaluar de forma simultánea y sistemáticamente 

el FG estimado y la albuminuria. Una reducción en el FG y en el grado de 

albuminuria condiciona el pronóstico y además, ejercen un factor sinérgico. 

Por otro lado, la progresión de la ERC se define por un descenso 

sostenido del FG > 5 ml/min/1,73 m2 al año o por el cambio de categoría (de 

G1 a G2, de G2 a G3a, de G3a a G3b, de G3b a G4 o de G4 a G5), siempre 

que este se acompañe de una pérdida de FG ≥ 5 ml/min/1,73 m2 (GR, sin 

grado) (8). 

 4. Tratamiento sustitutivo renal 

En la etapa final de la IRC los riñones ya no pueden realizar la mínima 

función necesaria para mantener un estado óptimo del paciente. Llegados a 

este punto se plantean los dos métodos disponibles de terapia sustitutiva renal: 

la diálisis y el trasplante renal (9). 

 Diálisis  4.1

El término diálisis se puede definir como la separación de partículas en 

solución mediante el método de difusión, a través de una membrana 

semipermeable. El método de difusión permite que iones y moléculas se 

distribuyan homogéneamente a través de una solución mediante la separación 

por una membrana semipermeable (de celofán o cuprofán) de dos 

compartimentos líquidos. El movimiento de las partículas continuará su curso 

hasta que la concentración sea igual a ambos lados de la membrana. 

Se han desarrollado dos tipos de diálisis: la hemodiálisis que hace circular 

la sangre del paciente por una membrana artificial con la ayuda de aparatos 

externos y la diálisis peritoneal. La principal diferencia en la diálisis peritoneal 

es que el peritoneo hace la función de membrana. Estos métodos sustitutivos 

de la función renal permiten realizar la función excretora del riñón. Pero no 

consiguen realizar la función reguladora en el tiempo que lo realiza el riñón ni 

las funciones endocrinas. Además, son numerosas las complicaciones clínicas 
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(infecciones, nauseas, vómitos, hipotensión, fiebre, etc) que sufren los 

pacientes que realizan diálisis (10,11). 

 Trasplante renal 4.2

En pacientes con ERC el trasplante renal ha demostrado ser el mejor 

tratamiento al compararse con las técnicas de terapia renal sustitutiva debido a 

su asociación con una mejor calidad de vida y mejor supervivencia (12). Desde 

el 1991 el número de trasplantes por año ha ido aumentado hasta llegar a 3313 

de trasplante realizados en 2018, pero ello no ha evitado que en la actualidad 

todavía hayan 3933 pacientes en lista de espera.  

 

Figura 7. Evolución del número de trasplantes realizados en España y de la lista de espera. 

España 1991-2018 

Para realizar con éxito un trasplante renal debemos partir de un donante 

idóneo, un receptor sin enfermedades que contraindique dicha técnica y, 

principalmente, una compatibilidad marcada entre el donante y el receptor. El 

órgano de un donante debe ser funcional y no estar dañado por procesos 

patológicos agudos o crónicos, traumatismo o hipoxia.  

El trasplante renal debe facilitar la rehabilitación médica y social del 

receptor. La edad avanzada con mal estado general, los tumores, las 

enfermedades sistémicas crónicas avanzadas o las infecciones agudas graves 

constituyen, por lo tanto, contraindicaciones para el trasplante. 
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A fin de minimizar el riesgo de rechazo debe existir una coincidencia 

completa de los grupos sanguíneos y una compatibilidad marcada de la 

tipificación del HLA-A, -B y –DR (antígenos leucocitarios humanos) entre el 

donante y el receptor, así como del grupo sanguíneo (ABO). Además se ha de 

realizar la detección de anticuerpos circulantes preformados anti-HLA y contra 

otras proteínas del donante mediante ensayos de crossmatch (13). 

En los últimos datos facilitados por la Organización nacional de trasplante 

(ONT), en España durante el 2018 de 4482 riñones que eran posibles 

candidatos para trasplante renal se extrajeron 4015 (89,6%). Pudiendo 

implantar finalmente 3025, es decir, el 24,6% de los riñones extraídos fueron no 

implantados. Las causas de no implante de riñones extraídos en 2018 (N=990) 

fueron muy diversas, pero siempre relacionadas con 3 grandes grupos: 

características del donante, características del injerto y causas relacionadas 

con el receptor. Los riñones pueden proceder de donantes en muerte 

encefálica, en asistolia o de donante vivo. En caso de donación en muerte 

encefálica (ME), los órganos proceden de pacientes fallecidos a causa de 

traumatismo craneoencefálicos aislados o de hemorragias cerebrales. En los 

últimos 18 años, tal y como se muestra en la Figura 8 han ido aumentado las 

donaciones en asistolia controlada (DAC) y en asistolia no controlada (DANC). 

 

Figura 8. Procedimientos de trasplante renal realizados en España según el tipo de donante. 

España 2001-2018 
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Las donaciones de trasplante de vivo aumentaron de forma significativa 

hasta el 2014, posteriormente año tras año han ido disminuyendo los 

trasplantes de vivo y aumentando los trasplantes renales de donantes en 

asistolia controlada. 

Para la implantación, el órgano del donante se gira 180º y se coloca en la 

fosa ilíaca contralateral del receptor. Por lo tanto, el riñón izquierdo de un 

donante se implanta en el lado derecho de un receptor. En las donaciones, se 

utilizan ambos riñones. El riñón siempre se implanta en la región 

extraperitoneal, excepto en niños (14). Para realizar la extracción del órgano se 

realiza habitualmente el siguiente procedimiento: en la explantación, se extrae 

todo el órgano, junto con los vasos renales (arterias renales con patch de aorta, 

venas renales con patch de cava) y los uréteres. Los vasos ureterales deben, 

por lo tanto, conservarse.  Finalmente, se perfunde el órgano  con una solución 

fría y se lavan muy bien los componentes hemáticos del donante, evitando la 

acidosis mediante la aplicación de un tampón. Mediante perfusión y 

enfriamiento (alrededor 4ºC), un riñón donado puede implantarse con éxito 

hasta 48h tras su extracción. 

4.2.1 Historia del trasplante renal 

El primer trasplante data en 1936 y se realizó por Yu Voronoy en Rusia, 

pero fracasó a los pocos días debido a que el injerto sufrió un rechazo agudo. 

Por ello, para que se pudieran realizar más trasplantes renales con éxito, se 

tuvo que profundizar en el conocimiento de la inmunología relacionada con el 

rechazo (15). En 1954 Joseph Murray y John Merill del Peter Bent Brigham 

Hospital de Boston realizan el primer  trasplante renal entre gemelos 

univitelinos. Posteriormente, en 1956 se realizaron los primeros trasplantes 

entre hermanos no idénticos en Boston y en París (16). Estos primeros 

trasplantes en los años 50 eran de donantes vivos y los primeros trasplantes de 

donante cadáver procedentes de pacientes en muerte encefálica no se 

realizaron hasta el año 1963. En España en 1965 se realizó en el primer 

trasplante renal en el Hospital Clínic, gracias a los doctores José María Gil-

Vernet, el nefrólogo Antoni Caralps y Jordi Vives (17).  



24 
 

4.2.2 Tratamiento inmunosupresor 

De los años 70 a los 90 hubo una evolución muy significativa en el área 

del trasplante renal a nivel de tratamientos inmunosupresores gracias al 

conocimiento de los mecanismos inmunosupresores implicados en el rechazo 

del injerto. 

 Los linfocitos T tienen un papel principal en los eventos inmunes que 

ocurren de forma precoz después de la exposición al injerto. La activación y 

proliferación de la célula T requiere al menos tres señales mediadas por la 

interacción con los aloantígenos. Estas señales activan las tres vías de 

transducción de señal: vía calcio-calcineurina, vía de la MAP cinasa (proteína 

quinasa activada por mitógeno) y la vía de la cinasa NFkB (factor nuclear 

potenciados de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) (Figura 

9).  

 

Figura 9. Lugares de acción de los agentes inmunosupresores de mantenimiento. Imagen 

adaptada del American Society of Trasplantation Web page. 

En la clínica actualmente se siguen dos fases de pautas de 

inmunosupresión: inducción y mantenimiento. La inmunosupresión de 
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inducción es una profilaxis del rechazo que se utiliza en el momento del 

trasplante y que no se puede mantener en el tiempo por sus efectos tóxicos. 

Principalmente son dos los factores que contribuyen a los requerimientos de la 

inmunosupresión de inducción: la alta proporción de precursores de células T 

donante-específico presente en la mayoría de receptores y la asociación del 

trasplante con el daño tisular (18). En las terapias de inducción se puede actuar 

a diferentes niveles de la respuesta inmunitaria inicial tras el trasplante: 

- Disminuyendo la proporción de precursores de células T mediante 

preparaciones policlonales de antilinfocitos T y antimiocitos (timoglobulina) y las 

preparaciones monoclonales específicos frente a determinantes comunes 

linfocitarios como CD3 (OKT3), CD52 (alentuzumab) y CD25 (daclizumab y 

basiliximab)(19). 

- Modificando el umbral de activación mediante los inhibidores de la 

calcineurina, los inhibidores de TOR, los antagonistas de receptores de 

interleucina 2 (IL-2), los glucocorticoides y los antagonistas de la 

coestimulación (disminuyen la unión a CD28). 

La terapia de mantenimiento consiste en la utilización de 

inmunosupresores para prevenir el rechazo del injerto e intervienen a diferentes 

niveles de la cascada de activación de los linfocitos T y B (LT y LB): 

- La ciclosporina (CSA)  y tacrolimus (TAC) inhibe la transcripción de 

citocinas: El mecanismo de acción de los inhibidores de la calcineurina es 

bloquear a nivel intracelular en los linfocitos T las señales responsables de la 

producción de citocinas, reduciendo de esta forma su producción. Tanto la CSA 

como el TAC dependen de diferentes mediadores intracelulares para conseguir 

su acción, aunque la diana es la misma, la calcineurina. Ambos fármacos 

deben unirse a unas proteínas intermediarias para realizar su acción (20).   

- La azatioprina (AZA) y el mofetil micofenolato (MMF) inhiben la síntesis 

de nucleótidos: la azatioprina, descubierta en 1968, es una antagonista de las 

purinas que interfiere en la síntesis de ácidos nucleicos durante la expansión 

clonal de las células produciendo una disminución de la síntesis de ADN (ácido 

desoxirribonuclieco) y de las moléculas precursoras. El MMF es un 
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antimetabolito que inhibe de manera reversible la enzima IMPDH (inosina-5’-

monofosfato dehidrogenasa), una enzima que limita la síntesis de novo de 

purinas, evita la proliferación de células T y B e inhibe la producción de 

anticuerpos (21). 

- Los inhibidores de serina-treonina cinasa (TOR): sirolimus o rapamicina 

y everolimus, que inhiben la transducción de la señal de factores de 

crecimiento inhibiendo la TOR de mamíferos (mTOR). Estos fármacos son 

complemento de los inhibidores de la calcineurina, ya que no la bloquean y no 

tienen efectos vasomotores a nivel renal (22,23).  

 

Figura 10. Evolución de los cambios significativos en el tratamiento de los receptores de riñón a 

lo largo de las décadas. 

En 1985 se introdujo en la práctica clínica la CSA gracias a un ensayo 

clínico prospectivo y randomizado de Najarian JS et al., en el que comparó el 

efecto de la inmunosupresión en trasplantes renales de la ciclosporina versus 

la azatioprina (24). En ese ensayo la Ciclosporina obtuvo menos episodios de 

rechazo, menos infecciones y menores tiempos de hospitalización. Por ello 

este fármaco se unió a la terapia de inducción inmune postoperatoria 

convencional del momento, junto con la prednisona y la azatioprina (Figura 10). 

En la década de los 90 se introdujo el MMF y el TAC que permitió mejorar los 

resultados del trasplante renal obtenidos hasta la fecha (25,26). En diferentes 

estudios realizados a principios del 2000 confirmaron la mejora obtenida con el 

tratamiento inmunosupresor basado en TAC+MMF gracias a un menor ratio de 

pérdidas de injerto por rechazo respecto al tratamiento con Ciclosporina 

(27,28). Se ha de tener en cuenta que el ratio de pérdidas de injertos renales 

con el tratamiento inmunosupresor de Ciclosporina+Azatioprina era del 50% 

versus el 10% con el tratamiento de TAC+MMF. 
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Toda esta mejora en el mundo farmacológico del trasplante renal se pudo 

llevar a cabo gracias al mayor conocimiento histológico del riñón, derivado de la 

necesidad clínica de entender el motivo de los múltiples episodios de rechazo 

del injerto renal en los trasplantados renales y poder encontrar un tratamiento 

adecuado. La monitorización histológica del riñón llevado a cabo con el 

descubrimiento de las biopsias de protocolo permitió entender qué grado de 

efecto protector establecía la medicación inmunosupresora y cómo ello podía 

evitar desarrollar episodios de disfunción del injerto. 

 5. Monitorización histológica 

Las biopsias de protocolo o de seguimiento se empezaron a realizar a 

finales de los años 70 con el objetivo de caracterizar la presencia de lesiones 

subclínicas (rechazo celular y cambios borderline) en injertos renales con 

función renal estable, así como, fibrosis intersticial/atrofia tubular, hialinosis 

arteriolar o vasculopatía del injerto. En general, en la mayoría de los centros 

realizan dos biopsias de control, una biopsia precoz, aproximadamente a los 

tres meses de seguimiento y una biopsia tardía entre el primer y segundo año 

de seguimiento (29).  

En 1997 se demostró que la presencia de fibrosis túbulo intersticial en 

biopsias de protocolo se asociaba a la supervivencia del injerto de forma 

independiente a la función renal (30). A partir de éste y otros artículos, como 

Isoniemi H et al. en 1994 y Dimény E et al. en 1995, se caracterizó la relación 

entre la inflamación subclínica, fibrosis subclínica y evolución del injerto 

(31,32). 

 Biopsias de protocolo 5.1

Las biopsias renales permiten monitorizar el injerto renal tras el trasplante, 

así como, diagnosticar y establecer el mejor tratamiento posible dependiendo 

del grado de lesión objetivado (33).  

Para poder estandarizar el diagnóstico histológico del aloinjerto renal en 

1991 se reunieron un grupo de expertos en la ciudad canadiense de Banff (34).  
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A partir de los estudios llevados a cabo por investigadores en todo el mundo, el 

grupo de BANFF propuso un sistema de clasificación internacional, 

consensuado y estructurado para el diagnóstico y caracterización de la 

patología de la biopsia renal. A partir de esta primera reunión se realizaron 

reuniones cada 2 años con el fin de actualizar la clasificación.  

La clasificación de Banff en 1993 consistió en cuatro categorías 

histológicas que representan el rechazo mediado por células: inflamación 

intersticial (i), tubulitis (t), endoarteritis (v) y glomerulitis del trasplante (g). 

Además de glomerulopatía del trasplante (cg), hilianosis arteriolar (ah), 

engrosamiento intimal fibroso vascular (cv), fibrosis intersticial (ci) y atrofia 

tubular (ct) (34).  En el documento de 1997 se propuso qué el tamaño muestral 

mínimo para el diagnóstico histológico era de 10 glomérulos y 2 arterias para 

muestras adecuadas y 7 glomérulos y 1 arteria en caso de muestras 

marginales (35). Por otro lado, también se estableció el método de 

procesamiento adecuado con 3 laminillas de hematoxilina y eosina, 3 laminillas 

de PAS (periodic acid Schiff) y 1 laminilla con tricómico. En 1998 se añadió la 

categoría de expansión de la matriz mesangial (mm) y en la reunión de 2001 se 

definió el rechazo humoral agudo y se incorporó la tinción con CD4 en tejido 

parafinado o congelado (36). En 2003 se propuso un nuevo método para 

evaluar la capilaritis peritubular (ptc) (35). Además ese mismo año se definió el 

rechazo humoral crónico (37). Ambas entidades se definen a partir de lesiones 

histológicas a nivel de microscopía óptica, electrónica, presencia de C4d y 

anticuerpos donante específicos. 

 La clasificación revisada en 2007 agregó una categoría más referente al 

total de inflamación (ti) en áreas de cicatrices y sin cicatrices basadas en 

interpretaciones evolutivas de infiltrados intersticiales (38). En 2013 se 

definieron los criterios para diagnosticar el rechazo humoral (39). Se 

modificaron los criterios y se aceptó la existencia de casos de rechazo humoral 

C4d negativos (39). En este documento se consideró que la tinción positiva 

para C4d podía ser reemplazada por la presencia de lesiones que reflejan la 

interacción entre los anticuerpos donante específicos y el endotelio. A parte de 

la positividad para C4d, la presencia de inflamación en la microcirculación o la 

presencia de marcadores moleculares de rechazo humoral permitían aumentar 



 

29 
 

la sensibilidad en el diagnóstico de esta entidad. La reevaluación de la 

inflamación intersticial mediada por células, en la reunión de Banff 2017, 

supuso la definición y los criterios de evaluación de la inflamación en las áreas 

de fibrosis intersticial y atrofia tubular, denominada i-IF/TA. Posteriormente, 

esta lesión se utilizó para definir el rechazo crónico mediado por células T 

(TCMR). Además, se definieron criterios histológicos que incluyen 

características con el rechazo agudo mediado por anticuerpos (ABMR) (36). En 

2017 los criterios fueron revisados y uno de los temas principales fue si i-IFTA 

es un indicador potencial de enfermedad crónica del TCMR (40). 

Finalmente en 2018, se definió el rechazo celular crónico como la 

presencia de inflamación en las áreas de fibrosis y la presencia de tubulitis en 

túbulos atróficos o la presencia de inflamación en las arterias con una íntima 

engrosada. 

En la actualidad se distinguen las siguientes formas de rechazo: a.) 

rechazo celular agudo, b.) rechazo celular crónico, c.) cambios Borderline, d.) 

rechazo humoral agudo o activo, e.)rechazo humoral crónico activo (40). 

 Inflamación subclínica en injertos renales estables 5.2

 A principios de los años 90, en estudios realizados en biopsias de 

seguimiento, investigadores como Solez K et al. en 1993 y Rush D et al. en 

1996 describieron la presencia de lesiones indistinguibles del rechazo en 

pacientes con función renal estable. Se describió que el rechazo subclínico se 

asocia a la progresión de la fibrosis intersticial (41,42) y a una menor 

supervivencia (43,44). 

Rush et al., en una ensayo clínico prospectivo y randomizado describieron 

que el tratamiento del rechazo subclínico en biopsias de seguimiento realizados 

al mes, 2 y 3 meses postrasplante se asociaba a una mejor función renal y 

menos progresión de la fibrosis intersticial (43). Posteriormente, se observó que 

la prevalencia de rechazo subclínico dependía del tipo de tratamiento 

inmunosupresor, siendo menor en los pacientes tratados con tacrolimus, mofetil 

micofenolato y prednisona que en los pacientes tratados con ciclosporina, 
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mofetil micofenolato y prednisona (45,46). En otros estudios, se observó que  el 

tacrolimus reduce la infiltración aguda intersticial por los linfocitos y el MMF 

reduce la tubulitis. Y la combinación de TAC+MMF reduce considerablemente 

el rechazo a los 3 meses y mantiene una inmunosupresión efectiva; tal y como 

sugiere el estudio de Tippner C et al. en 2001 (26). 

 Se pudo confirmar que la actividad inmunológica continuada resulta en 

un daño histológico crónico. Se siguieron buscando qué factores inmunológicos 

podrían estar relacionados con el rechazo subclínico y Choi BS et al. en 2005, 

en su estudio con 304 biopsias de protocolo a los 14 días post trasplante en 

pacientes trasplantados de vivo, concluyó la importancia de reducir el número 

de missmatch HLA DR para disminuir la incidencia de rechazo agudo (27).  

 Más recientemente, se ha descrito que la presencia de rechazo humoral 

subclínicos en biopsias realizadas al año de seguimiento se asocia a una peor 

supervivencia del injerto (47). 

 6. Monitorización inmunológica 

 Anticuerpos anti HLA 6.1

 El tratamiento inmunosupresor tiene como objetivo que el organismo del 

receptor acepte el órgano implantado del donante, manteniendo una actividad 

inmunológica basal para poder hacer frente a infecciones o neoplasias. Cuando 

el organismo del receptor no acepta el injerto renal se produce una respuesta 

del sistema inmune en la que participan tanto la inmunidad innata, como la 

inmunidad adquirida mediada por los linfocitos T y por los anticuerpos. En la 

práctica clínica actualmente la monitorización de anticuerpos anti-HLA es la 

técnica elegida para monitorizar el estado tanto del injerto renal como del 

sistema inmunológico del receptor. La monitorización de anticuerpos anti-HLA 

se realiza previo al trasplante y post-trasplante (48). 

Las moléculas HLA son glucoproteínas de membrana implicadas en la 

presentación de antígenos a las células T y se dividen en dos grandes grupos: 
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- Moléculas HLA de clase I: se expresan en todas las células nucleadas y 

presentan antígenos procedentes de las células T CD8+ o citotóxicas. 

Los genes que codifican las moléculas HLA de clase I se localizan en el 

brazo corto del cromosoma 6 e incluyen los loci HLA-A, -B y –C.  

- Moléculas HLA de clase II: presentan péptidos captados por vía 

endosomal a las células T CD4+ o colaboradoras y se expresan en las 

CPA (células presentadoras de antígeno). Los genes que codifican las 

moléculas HLA de clase II se localizan en el brazo corto del cromosoma 

6 e incluyen los loci HLA-DR, -DQ y – DP. (49) 

Una de las principales características de las moléculas HLA es su elevado 

polimorfismo, esta variabilidad constituye la base molecular del rechazo. Por 

ello, se disponen de diferentes métodos para identificar este polimorfismo HLA 

(tipificación HLA) 

El método más sencillo y rápido es el serológico, que se basa en la 

citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y se desarrolló en la década 

de los años 60. Su principal limitación es su baja sensibilidad. La prueba 

cruzada (crossmatch, XM) se realiza para descartar la presencia de DSA 

preformados. La primera que se desarrolló se basó en la capacidad de algunos 

anticuerpos para activar la cascada del complemento (XM-CDC). En 1969, 

Patel R et al. describieron la fuerte asociación entre el fallo renal temprano y un 

resultado positivo de esta prueba (48).  

 En los años 80 se introdujo la citometría de flujo y se mejoró la sensibilidad 

para la detección de aloanticuerpos anti-HLA mediante el empleo de 

anticuerpos monoclonales secundarios (anti-IgG) conjugados con fluorocromos. 

En la década de los 90 surgieron los primeros ensayos en fase sólida que 

solubilizan e inmovilizan las moléculas HLA sobre un soporte sólido (50). A 

partir del año 2003 la tecnología Luminex revoluciona el área de la 

histocompatibilidad y actualmente es el método de referencia debido a su gran 

sensibilidad y reproducibilidad (51). Esta técnica utiliza moléculas HLA 

purificadas a partir de líneas celulares linfoblásticas e inmovilizadas sobre 

microesferas de poliestireno, que contienen una mezcla determinada de 

fluorocromos. Cada microesfera está cargada, o con un conjunto de antígenos 
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HLA (lo que permite detectar la ausencia o presencia de anticuerpos frente a 

las moléculas de clase I y/o II) o bien con una única especificidad HLA (single 

antigen bead, SAB) lo que permite definir individualmente las especificidades 

antigénicas frente a las que el suero presenta anticuerpos. 

 En la práctica clínica se han evaluado algunas estrategias para tratar de 

definir el riesgo inmunológico de un anticuerpo detectado en fase sólida (SAB). 

La primera de estas estrategias cuantifica el anticuerpo (mediante su valor de 

MFI, intensidad media de fluorescencia) asumiendo que dicho valor es una 

medida de su concentración. Bajo esta premisa, únicamente los anticuerpos 

anti-HLA cuyo valor de MFI supere un umbral (suele estar entre 3.000-5.000 

MFI) se consideran de alto riesgo. Aunque valores altos en los niveles de MFI 

no siempre indican un alto título de anticuerpo, por ello la dilución del suero 

parece ser la estrategia más fiable para definir un MFI más real (52). No 

obstante, la relación de este ajuste con el resultado del trasplante está todavía 

por confirmarse. La segunda estrategia pretende definir el riesgo patológico de 

un anticuerpo sobre su capacidad para fijar el complemento. Esta capacidad de 

activar el complemento se puede evaluar in vitro a través de diversas 

modificaciones del ensayo SAB original, que permiten la detección de C1q, C4d 

o C3d (53) unidos a los complejos antígeno-anticuerpo.  

La utilidad clínica de estos ensayos ha sido discutida y en algunos trabajos 

publicados no encuentran asociación entre la capacidad de fijar el 

complemento de un anticuerpo y el riesgo de fallo prematuro (54) en cambio 

otros sugieren que esta capacidad define mejor el riesgo de AMR (55) y mejora 

la predicción de fallo renal (56). 

 Subpoblaciones linfocitarias 6.2

 Unas de las complicaciones habituales del trasplante renal son los 

episodios de rechazo agudo o infecciones. Ambas complicaciones se han 

asociado con diferentes subpoblaciones linfocitarias, gracias a la 

monitorización de las mismas (57). Como antes se ha comentado, el 

tratamiento inmunosupresor tiene el objetivo de modular la respuesta inmune. 

Este proceso de modulación lo realiza modificando la diferenciación y 
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proliferación de distintos subtipos de linfocitos circulantes. Cuando se produce 

el rechazo agudo se activa la respuesta inmune contra el injerto. Esta 

activación la inician las células presentadora de antígeno (CPAs) cuando a 

través de las moléculas HLA de clase I y de clase II presentan los aloantígenos 

del donante. Esta respuesta inmune contra el injerto produce la activación de 

las células T naïve que, posteriormente, se diferenciaran en las diferentes 

subpoblaciones linfocitarias que actualmente conocemos: 

- Linfocitos T cooperadores (CD4): Th1, Th2 y Th17 

- Linfocitos T citotóxicos (CD8) 

- Células inmunoreguladoras Treg: capacidad protectora frente a la 

respuesta inmune 

 El efecto protector de las células Treg frente a los linfocitos CD4 y CD8 

es de vital importancia para mantener la supervivencia del injerto renal. La 

modulación de estas subpoblaciones linfocitarias se lleva a cabo por el 

tratamiento inmunosupresor con la combinación de Tacrolimus y con Mofetil 

Micofenolato. Ambos fármacos modifican la transcripción de genes Th1 y 

preservan los fenotipos moleculares de la respuesta mediada por las céulas 

Th2 reguladoras. Este tratamiento farmacológico permite una protección óptima 

del injerto al modular la respuesta inmune(58). 

 7. Biomarcadores 

Después de un trasplante la función renal es controlada mediante la 

monitorizada clínica incluyendo parámetros en analíticas de sangre y orina 

como la creatinina, proteinuria, filtrado glomerular y mediante la monitorización 

histológica con las biopsias tanto de seguimiento como de causa. Pero tanto 

los parámetros en suero como las biopsias tienen limitaciones. Los parámetros 

en suero  incrementan o varían sus estados basales de forma inespecífica por 

cualquier daño producido en el riñón. Únicamente por los niveles de creatinina 

no se puede ni predecir ni evaluar la progresión de un daño crónico en el injerto 

dada su inespecificidad y capacidad predictiva (59). Varios estudios han 

proporcionado evidencia para apoyar la orina como método de monitorización 
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del rechazo en el trasplante renal (12). Se descubrió que las quimiocinas 

CXCL10 y CXCL9 estaban elevadas en la orinas hasta 30 días previos al 

rechazo agudo. Asimismo, las transcripciones urinarias de productos de células 

citotóxicas como la perforina y la granzima B aumentan en pacientes con 

rechazo versus lo no rechazo. Además, se comprobó que el tratamiento 

antirechazo proporcionó una disminución en los niveles de estas quimiocinas 

(60,61). 

 Microarrays en sangre periférica 7.1

El uso de perfiles de expresión de genes en sangre periférica como medio 

mínimamente invasivo para evitar la necesidad de una biopsia se ha estudiado 

en varios grupos de investigación. Los primeros estudios se centraron en 

encontrar genes diferencialmente expresados en pacientes con diagnóstico de 

rechazo, para poder diferenciar a pacientes con rechazo de pacientes con 

ausencia de rechazo. Fruto de estas investigaciones han sido varios los set de 

genes que se han patentado para poderse utilizar como herramienta para la 

detección de pacientes con rechazo sin necesidad de realizar una biopsias, 

como pueden ser el TruGraf (38) o el kSort (62).  

En el estudio de Kurian SM et al. seleccionaron 148 muestras de biopsia 

renal y de sangre periférica pareadas de pacientes trasplantados renales. Las 

biopsias fueron tanto de seguimiento como de causa y se clasificaron según los 

criterios de Banff 2007. De las 148 muestras de biopsia renal 46 tenían un 

diagnóstico histológico normal, 63 tenían un diagnóstico de rechazo agudo y 39 

pacientes presentaban disfunción aguda del injerto pero sin evidencia de 

rechazo. Dividieron las muestras en dos cohortes, una exploratoria y una de 

validación. En este estudio validaron el TruGraf como un set de 200 genes que 

mide los niveles de expresión diferencial de genes de rechazo de los pacientes 

trasplantados renales con el fin de poder monitorizar injertos estables y 

proporcionar una detección temprana de los injertos que pueden desarrollar 

rechazo (59). 

Por otro lado, en el estudio de Roedder S et al. presentaron los resultados 

del estudio multicéntrico AART (Valoración del rechazo agudo en el trasplante 
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renal) en el que mediante la técnica de kSort “Transcriptional kidney solid organ 

response test” (test transcripcional de respuesta de órganos sólidos renales) 

validaron un set de 17 genes específicos de rechazo agudo (62). Estos grupos 

de genes diferencialmente expresados en pacientes con y sin rechazo no 

permiten sustituir a la biopsia ya que su sensibilidad y especificidad son 

relativamente bajas.  

Otros estudios habían enfocado el uso de sangre periférica como 

herramienta para encontrar genes diferencialmente expresados en pacientes 

con diagnóstico de rechazo subclínico. En 2017 Crespo et al. evaluaron la 

capacidad predictiva del test kSort y del ensayo ELISPOT (ensayo por 

inmunoadsorción ligado a enzimas de puntos) en 75 pacientes trasplantados 

renales a los que les realizaron una biopsia de seguimiento a los 6 meses. 

Ambas técnicas se realizaron individualmente y en combinación para optimizar 

el uso de predecir el riesgo de padecer un rechazo agudo subclínico. 

Concluyeron la necesidad de realizar ambas técnicas para aumentar la 

capacidad de predecir a pacientes con un alto riesgo de padecer un rechazo 

agudo subclínico (63). El mismo año, Kurian SM et al. describieron los 

resultados obtenidos al comparar los resultados diagnósticos en 69 pacientes 

tanto de sangre periférica como de tejido renal. Los pacientes se dividieron en 

tres grupos diagnósticos: biopsias normales con una función renal estable, 

biopsias con rechazo agudo subclínico y biopsias con rechazo agudo. Al 

comparar los resultados de los microarrays se comprobó una fuerte correlación 

entre la expresión diferencial de genes tanto en tejido como en sangre (64). 

Un estudio internacional relevante en 2016 fue el GoCar (Genómica del 

rechazo crónico del aloinjerto) que tenía el propósito de identificar genes 

correlacionados con el índice de daño crónico del injerto (CADI) a los 12 meses 

en pacientes con una biopsia normal a los 3 meses. Descubrieron 13 genes en 

biopsias de aloinjertos renales con un funcionamiento estable que predicen el 

desarrollo y progresión del daño crónico del injerto y su posterior pérdida (65). 

En 2019 Zhang W et al. realizaron un estudio en el que examinaron los 

cambios histológicos y subclínicos en los receptores de trasplante renal del 

estudio prospectivo GoCar a los que les realizaron una monitorización con 

biopsias a los 3,6,12 y 24 meses. Con estas biopsias pudieron identificar a los 
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pacientes con riesgo a padecer un rechazo celular agudo subclínico o 

borderline a los 3 meses. A partir de 88 muestras de sangre periférica 

obtenidos de pacientes trasplantados renales desarrollaron un set de 17 genes 

asociados a rechazo celular agudo subclínico en biopsias de 3 meses (ACR-3) 

(66). 

En este mismo año, Van Loon E et al. han presentado los resultados del 

estudio multicéntrico prospectivo BIOMARGIN (Biomarcadores de lesiones del 

injerto renal). A todos los pacientes incluidos en el estudio en el momento que 

se les realizaba una biopsia renal, ya sea de seguimiento o de causa, también 

se les recogía una muestra de sangre periférica. En las dos primeras fases del 

estudio identificaron un set de 8 genes (CXCL10, FCGR1A, FCGR1B, GBP1, 

GBP4, IL15, KLRC1, TIMP1) que discriminaba entre casos de pacientes 

diagnosticados con y sin rechazo mediado por anticuerpos. Además, 

identificaron que la expresión diferencial de estos genes está correlacionada 

con la inflamación microvascular y glomerulopatía del trasplante, pero no con el 

rechazo mediado por células T. En la cohorte de validación del estudio 

Biomargin confirmaron estos 8 genes como un método diagnóstico no invasivo 

para el diagnóstico de rechazo mediado por anticuerpos (67). 

Todos estos estudios han permitido el desarrollo de un prototipo 

diagnóstico que se podría utilizar como herramienta clínica para monitorizar a 

los injertos renales y poder  controlar la inflamación subclínica, así como para 

detectar episodios de rechazo. Pero, hasta la fecha, de todos los estudios que 

han presentado listados de genes diferencialmente expresados en el rechazo 

evaluados en sangre periférica no existe una paridad en los resultados, y han 

sido múltiples los genes descritos. 

 El desarrollo de biomarcadores no invasivos, fiables y predictivos para el 

diagnóstico temprano y el seguimiento de cualquier afección clínica después 

del trasplante de riñón es esencial para un tratamiento personalizado e 

individualizado (68,69). La estrategia de realizar perfiles moleculares mediante 

los microarrays en tejido ha demostrado ser una herramienta que podría 

mejorar los resultados obtenidos con los listados de genes asociados a rechazo 

en sangre periférica para evaluar biopsias de trasplante renal. 
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 Microarrays en biopsias renales 7.2

La Biología Molecular a través de los microarrays quería ser una 

herramienta de apoyo para poder diagnosticar y clasificar el rechazo de los 

aloinjertos renales. En los primeros estudios con microarrays se llevaban a 

cabo con biopsias renales de indicación.  

. En 2003 Sarwal et al. analizaron los perfiles de expresión génica en 67 

biopsias renales con diferentes diagnósticos histológicos y encontraron genes 

diferencialmente expresados asociados a todos los grupos: rechazo agudo, 

nefropatía crónica del injerto, biopsias normales y biopsias con efectos 

nefrotóxicos por fármacos. Encontraron genes asociados a rechazo por no 

pudieron diferenciar los tipos de rechazo. 

Flechner et al., al año siguiente publicaron un artículo donde compararon 

biopsias con TCMR y Borderline con biopsias sin rechazo. Encontraron un set 

de genes específicos de rechazo que incluían tránscritos relacionados con la 

inflamación y la inmunidad. Su clasificación diferenciaba las biopsias con 

rechazo de las biopsias normales, pero no diferenciaban el rechazo de otros 

tipos de diagnóstico (70). Al tener el TCMR del ABMR perfiles moleculares 

parecidos (71), Reeve J et al. en 2009 realizaron un clasificador basado en 

genes para diagnosticar el rechazo, independientemente de su tipo (72). 

Habían sido muchos los estudios que se habían centrado en el perfil 

molecular renal en los últimos años, pero todavía faltaba una prueba clínica 

molecular que fuera capaz de caracterizar y predecir el rechazo en el trasplante 

de riñón.  

El Centro de Genómica Aplicada de Trasplantes de Alberta (ATAGC) 

dirigido por el Dr. Philip Halloran comenzó el desarrollo de un sistema integral 

que llamaron el Microscopio Molecular (MMDx) que utiliza  algoritmos 

informáticos basados en datos de expresión génica para analizar el rechazo y 

lesiones en las biopsias renales. El desarrollo del sistema MMDx requirió 

inicialmente la investigación de genes de interés en diferentes sistemas 

experimentales, como líneas celulares, y biopsias humanas. De estas 

investigaciones resultaron listas de conjuntos de genes denominados conjuntos 
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de transcripciones basadas en patogénesis (PBT) (71,73). Aunque los PBT no 

se utilizan para proporcionar un diagnóstico, sí proporcionan una comprensión 

de las vías biológicas afectadas por el estado del injerto renal dañado (74).   

ATAGC obtuvo los conjuntos de sondas de los microarrays relacionadas 

con el rechazo y las diferentes lesiones mediante el análisis de asociación. A 

partir de las asociaciones se crearon clasificaciones para predecir los 

diagnósticos de enfermedades y la gravedad de varias variables clínicas e 

histológicas. Hasta la fecha, los datos de los pacientes comprenden un total de 

1208 biopsias de trasplantes de riñón completamente fenotipadas. A medida 

que se cartografiaba el tipaje molecular del riñón post trasplantado, se 

agregaron clasificadores que diferenciaban el ABMR(75) y TCMR (76), que 

predicen la pérdida del injerto (77), cuantifican el daño agudo del injerto renal 

(78,79) y también cuantifican la atrofia por fibrosis (80).  

El refinamiento continuo de los algoritmos ha permitido definir un conjunto 

de fenotipos de rechazo puros que además de permitir diferenciar el no 

rechazo, TCMR y rechazo mixto, también diferencia el ABMR en etapas 

tempranas, completamente desarrolladas y en etapas tardías (81). En el 

estudio de Sellares et al. describieron los resultados de las primeras 403 

biopsias de trasplante de riñón utilizadas como conjunto de referencia para 

diseñar los clasificadores del ABMR para el sistema MMDx, que permitían 

diferenciar entre las anormalidad de la microcirculación y la fibrosis general 

(76). Para validar todavía más esta clasificación y evaluar su impacto potencial 

en la práctica clínica, se realizó el estudio internacional colaborativo de 

microarrays (INTERCOM). La puntuación obtenida de los resultados para el 

diagnóstico de ABMR  tuvo mucha correlación con las lesiones histológicas de 

ABMR y DSA, pero no con las lesiones de TCMR (74). Se confirmó en este 

estudio y otro del mismo grupo la existencia de un conjunto de genes que se 

expresan en el ABMR y en el TCMR (82).  

En 2017 por el mismo grupo se realizó una extensión del ensayo 

INTERCOM, denominado INTERCOMEX, con el objetivo de evaluar la 

viabilidad de la técnica del microscopio molecular (MMDx) utilizándolo para 

evaluar biopsias con diagnósticos de TCMR y de ABMR. Los diagnósticos 
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ofrecidos por MMDx de estas biopsias fueron comparados, posteriormente, con 

los diagnósticos revisados por el propio Dr. Philip Halloran. En el estudio 

confirmaron que la evaluación en tiempo real con la técnica de MMDx es 

factible y útil para la práctica clínica habitual(83). 

Todos los estudios descritos se habían centrado en el perfil molecular con 

los microarrays en tejido para encontrar una expresión diferencial de genes 

específicos de rechazo, así como para diferenciar entre el TCMR y el ABMR 

del resto de diagnósticos. Pero el mismo grupo de Halloran se centraron 

también en el diagnóstico de cambios Borderline para comprobar si existía una 

expresión diferencial de genes de rechazo. En 2012, De Freitas DG et al. 

presentaron los resultados del estudio en el que compararon biopsias con 

cambios borderline, biopsias con TCMR y biopsias sin rechazo. Estudiaron la 

expresión génica en todos los grupos y observaron que un 33% de los casos 

diagnosticados como cambios borderline por la histología se podrían 

rediagnosticar como TCMR y un 67% como biopsias sin rechazo. Concluyeron 

que los diagnósticos con histología y con microarrays no son excluyentes y que 

utilizando ambos se puede obtener un diagnóstico más preciso para estos 

casos clínicos. Hasta la fecha se siguen publicando artículos relacionados con 

el diagnóstico de cambios Borderline como el de Nankivell BJ et al., en el que 

confirman que el diagnóstico de cambios Borderline es un grupo diagnóstico 

muy heterogéneo, que va desde una inflamación muy leve hasta un diagnóstico 

que deriva en TCMR (84). 

Respecto al diagnóstico IFTA, varios estudios han confirmado su 

asociación al deterioro de la función renal y pérdida del injerto (85). Así como, 

se han identificado una expresión diferencial de genes de rechazo en pacientes 

diagnosticados de IFTA, ya sea en biopsias de seguimiento como de causa 

(86). 

7.2 Citocinas 

La medición de los niveles de los fármacos inmunosupresores en sangre 

es la herramienta más utilizada para controlar la propia inmunosupresión del 

trasplante renal. La inmunosupresión excesiva genera infecciones o neoplasias 
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malignas y la sub inmunosupresión está asociada a un mayor riesgo de 

rechazo o una lesión crónica del injerto. Conocer los niveles del medicamento 

inmunosupresor es útil pero ,generalmente, para poder diferenciar el rechazo 

de la toxicidad es necesaria una biopsia (87). El rechazo agudo es una 

complicación común después del trasplante y se asocia con una reducción de 

la supervivencia del injerto (88). Las enfermedades cardiovasculares y 

cerebrovasculares son las principales causas de muerte después del trasplante 

renal (89); en todas ellas el nexo común es la inflamación. 

En 2009 Abedini S et al.  presentaron los resultados del estudio ALERT 

en el que confirmaron la interleucina 6 (IL-6) y la proteína C reactiva (PCR)  

como marcadores de inflamación que estaban asociados de forma 

independiente a un mayor riesgo de padecer eventos cardiovasculares y de 

mortalidad (90) . Tres años más tarde, el mismo grupo confirmó que la IL-6 y la 

PCR están asociados con una menor supervivencia del aloinjerto a largo plazo 

(91). Actualmente, en la práctica clínica, para poder medir el grado de 

inflamación en los pacientes se monitoriza la PCR (92). Así mismo, la medición 

de otras moléculas, como son las citocinas y quimiocinas, también permite 

monitorizar la inflamación en los pacientes trasplantados renales (93).  

Las citocinas son generalmente responsables de la respuesta de las 

células T CD4+ efectoras: TH1 y TH2. Los linfocitos TH1 son activados gracias 

al INF gamma y producen IL-2, TNF-alpha y IFN-alpha. Mediante la activación 

de los macrófagos estos linfocitos participan en la hipersensibilidad retardada y 

la actividad citotóxica (94). Los linfocitos TH2 son activados gracias a la IL-4 y 

producen IL-5, IL-6, IL-4, IL-10, IL-13. Estos linfocitos participan en la 

producción de anticuerpos. La activación desregulada de citocinas 

proinflamatorias o reguladoras juega un papel importante en la susceptibilidad 

a la enfermedad y a la progresión del trasplante renal (95).  Por ello la 

inducción a la tolerancia inmunológica específica con la supresión de IL-6, IL-

12, TNF-alpha y otras citocinas pro inflamatorias sigue siendo un objetivo 

importante del trasplante de órganos (96).  

Las células reguladoras T CD25+ son un linaje separado de las células 

CD4+, y tienen un papel importante en la tolerancia inmune. Las células T 
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reguladoras (Treg) inducen la tolerancia aloantígeno y previenen el rechazo de 

trasplantes de órganos  a través de células T proinflamatorias que tienen la 

función de suprimir la respuesta y modifican la función de las células 

presentadoras de antígenos (97). Las células Treg ejercen su función 

supresora indirectamente mediante la secreción de citocinas antiinflamatorias, 

principalmente el factor de crecimiento transformante (TGF-beta 1) y la IL-10 

(98).  

Por otro lado, las células Th17 que expresan el receptor huérfano 

relacionado con el ácido retinoico (RORyt) han sido reconocidos como 

mediadores tempranos vitales en el desarrollo de enfermedades inflamatorias, 

autoinmunes y el rechazo del aloinjerto por sus citocinas efectoras: IL-17A, IL-

17F, IL-21 e IL-22 (99). La liberación de IL-17 contribuye en las células 

efectoras (linfocitos y neutrófilos) y a la posterior secreción de citocinas 

proinflamatorias (IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-23, TNF-alpha) y quimicionas (CXCL1 y 

CXCL2), provocando un estado proinflamatorio (100).  

El equilibrio entre citocinas antiinflamatorias y proinflamatorias además 

del equilibrio entre Treg/Th17 es crucial para mantener una respuesta inmune 

normal y preservar la función del injerto renal. Tal y como lo confirmaron en un 

estudio reciente Mortazavi H et al. a principios de este año (94). Otros estudios 

recientes han confirmado la relación existente entre la expresión de IL-2 en 

células T CD4+ y episodios de rechazo(101). Así como, la utilidad de la IL-6 

como marcador de riesgo inmunológico para poder evaluar el grado de 

inflamación en pacientes trasplantados renales (102). 

El objetivo de todos los estudios es poder encontrar un biomarcador, 

como las citocinas, que se pueda trasladar a la práctica clínica habitual para 

poder monitorizar de una forma no invasiva a los pacientes trasplantados 

renales 

 





 
 

Hipótesis y objetivos
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Hipótesis 

La inflamación del aloinjerto renal se asocia a un aumento de la 

inflamación sistémica. 

 

Objetivo principal 

Caracterizar la contribución de la inflamación del injerto renal a la 

inflamación sistémica. 

Objetivos secundarios 

- Evaluar la severidad de la inflamación en biopsias del injerto renal y su 

relación con las citocinas en sangre periférica. 

- Caracterizar los genes asociados a rechazo mediante microarrays en 

tejido y en sangre periférica. 

 





 
 

Material y métodos
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El diseño del estudio ha sido el siguiente: 

 

Figura 11. Esquema del diseño experimental del estudio 

Se han incluido 236 pacientes consecutivos a los que se les ha realizado 

una biopsia renal, ya sea de seguimiento o por causa, y se ha obtenido 

muestra de sangre periférica para la medición de un panel de citocinas, entre 

julio de 2015 y abril de 2019.  

 

Diseño del estudio: Se trata de un estudio observacional, de un solo centro, 

transversal, con seguimiento prospectivo a 5 años. Se han incluido pacientes 

consecutivos a los que se ha realizado una biopsia del injerto ya sea de 

seguimiento o de causa. En el momento de la biopsia se ha obtenido un cilindro 

de tejido adicional para realizar un microarray y se han obtenido alícuotas de 

suero y de células mononucleares periféricas para realizar también un 

microarray. 

 

Criterios de inclusión: Pacientes ≥ de 18 años, trasplantados en el Hospital 

Universitario Vall d'Hebrón a los que se realice una biopsia renal y  firmen el 

consentimiento informado para participar en el estudio y reciban tratamiento 

inmunosupresor basado en tacrolimus. 

 

Criterios de exclusión: 

- Infección sistémica activa 

- Neoplasia excepto carcinoma escamoso y basocelular cutáneo 
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Variables del estudio : 

- Variables clínicas: Se obtienen las variables demográficas (fecha de 

nacimiento, genero, raza), antecedentes patológicos (evento 

cardiovascular, hipertensión, diabetes mellitus o dislipemia), enfermedad 

renal primaria glomerular, nefropatía diabética, nefroangioesclerosis, no 

filiada, otras, poliquistosis renal, tubulointersticial), tiempo de diagnóstico 

de la enfermedad renal (meses), tratamiento sustitutivo renal (si/ no), 

tipo (diálisis peritoneal, hemodiálisis o prediálisis) y duración (meses), 

número de incompatibilidades HLA (0 a 6), anticuerpos anti HLA 

pretrasplante (si/no), número de trasplante, características del donante 

(edad, sexo, tipo de donante (asistolia controlada, asistolia no 

controlada, muerte encefálica o vivo)), tiempo de isquemia fría, 

tratamiento inmunosupresor de inducción (Basiliximab,Daclizumab,No 

inducción,Timoglobulina), fecha del trasplante, función retardada del 

injerto (si/no), rechazo agudo (si/no), fecha del rechazo agudo, fecha de 

la biopsia, motivo de la biopsia (biopsia de seguimiento o biopsia por 

causa), indicación biopsia causa (Bk positivo, deterioro crónico, función 

renal subóptima, indicación, lenta recuperación de la función renal, 

proteinuria, retraso de la función del injerto), diabetes pre y post 

trasplante (si/no). Se determinó el peso (Kg) y la talla (cm) y se calculó el 

índice de masa corporal (IMC, kg/cm2). Además se recogieron las 

siguientes variables de seguimiento hasta abril de 2019: pérdida de 

injerto (si/no), exitus (si/no), enfermedad cardiovascular (si/no). 

 

Previo a la realización de la biopsia renal al paciente se le realiza una 

analítica y se obtienen muestras de sangre: 

 

- Muestra de suero (analítica convencional): Hemoglobina (Hb g/dl), 

Ferritina ( Ferr0 ng/dl), glucemia basal (Glu0 mg/dl), insulinemia (Ins0 

UI/ml), índice HOMA (insulina* glucemia/22.5), Hb glicosilada (HbAC0 

%), perfil lípídico (colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos, LDL, 

VLDL (mg/dl), creatinina sérica  (mg/dl), cociente proteinuria/creatinina 

(mg/g), cociente microalbuminuria/creatinina (mg/g), cociente 

sodio/creatinina (mg/g), cociente potasio/creatinina (mg/g),  Ca (mg/dl), 
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P (mg/dl), 25 vitamina D3 (25vitD0 pg/ml), Paratinina (PTH-i pg/ml), 

lipoproteína (Lpa0 mg/dl), Proteína C reactiva (PCRus0 mg/L), linfocitos 

T (%), leucocitos (%), monocitos (%). En aquellos individuos no 

diabéticos se ha realizado una prueba de tolerancia oral de glucosa 

(TTOG). 

- Panel de 20 citocinas en suero: Se-Selectina; GM-CSF; ICAM-1/CD54; 

IFN alpha; IFN gamma; IL-1 alpha; IL-1 beta; IL-4; IL-6; IL-8; IL-10; IL-

12p70; IL-13; IL-17A/CTLA-8 ; IP-10/CXCL10; MCP-1/CCL2; MIP-

1alpha/CCL3; MIP-1 beta/CCL4; Sp-Selectina; TNF alpha, mediante 

técnica de luminex. 

- Monocitos circulantes: caracterización del número total de monocitos 

circulantes y de las subpoblaciones CD14+ +CD16-, CD14++CD16+. 

CD14+CD16+ mediante citometría de flujo. 

La biopsia del injerto renal fue realizada mediante guía ecográfica. En 

cada biopsia se obtuvieron, 3 cilindros mediante pistola de 18G. Uno de los 

cilindros se utilizó para la histología (hematoxilina-eosina, PAS y tricómico de 

Masson, el segundo cilindro para el C4d y el tercer cilindro para el estudio con 

microarrays. Cada biopsia para ser válida tenía que tener al menos un 

glomérulo, una arteria y con suficiente material túbulo-intersticial para evaluar 

inflamación, tubulitis, fibrosis intersticial y atrofia tubular. El depósito de C4d se 

estudió mediante inmunofluorescencia indirecta en congelado. La muestras de 

biopsias analizadas fueron de muestras de seguimiento (de 3 meses como de 1 

año), así como de causa. 

El resto de  muestras de sangre y de tejido fueron enviadas al Biobanco 

donde se procesaron y almacenaron para su posterior análisis.  

 8. Obtención de suero para medición de un panel de 20 

citocinas 

 

 En este estudio se han obtenido 236 muestras de suero de pacientes 

entre junio de 2015 y abril de 2019. Con estas muestras se ha medido los 

niveles circulantes de 20 citocinas asociadas con la inflamación sistémica 

mediante inmunoensayo utilizando la  tecnología LUMINEX xMAP (Luminex 
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Corporation). Se utilizó el panel pre-configurado Human Inflammation 20-plex 

ProcartaPlex Panel (Thermofisher Scientific) 

Principio de la técnica 

El inmunoensayo se basa en el principio de los enzimoinmunoensayos de 

tipo sandwich, que utilizan dos anticuerpos específicos que se unirán a 

diferentes epítopos del analito a estudiar (Figura 12). La tecnología LUMINEX 

xMAP permite la detección simultánea de 20 analitos mediante el uso de 

microesferas magnéticas. Estas microesferas están cubiertas con el anticuerpo 

específico frente a un analito. Para discriminar una microesfera de otra, estas 

contienen en su interior un fluorocromo capaz de emitir fluorescencia a una 

longitud de onda única, lo que permite la detección simultánea de todos los 

analitos. 

 

Figura 12. Esquema del procedimiento llevado a cabo con la tecnología LUMINEX xMAP 

(Luminex Corporation) 

Procedimiento 

El procedimiento que se siguió para todas las placas fue el indicado en el 

insert de la técnica. Brevemente, las muestras de suero se descongelaron en 

frío, se homogenizaron con un vórtex y se centrifugaron a 300g durante 5min 

para eliminar impurezas que puedan interferir en la técnica. Se añadieron 25uL 

de muestra a la placa que contiene ya las microesferas, y se incubó durante 2h 

en agitación (500rpm). Alternativamente se puede dejar incubando 18h en 
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nevera. Posteriormente y tras realizar los correspondientes lavados situando la 

placa en el soporte magnético, se incubó durante 60min en agitación (500rpm) 

con el anticuerpo secundario biotinilado. Para poder leer la fluorescencia se 

añade la estreptavidina conjugada con ficoeritrina.  

Para poder cuantificar la concentración exacta de cada analito en cada 

placa se realiza una curva patrón con standards incluidos en el kit. Para 

asegurar la robustez de los resultados obtenidos, cada muestra y estándard se 

realizó por duplicado y se descartaron aquellas muestras con coeficientes de 

variación superiores a 30. 

 9. Obtención de células mononucleares periféricas en sangre 

periférica 

En un subgrupo de 94 pacientes trasplantados renales se les recogieron 

muestras tanto de sangre periférica como de tejido renal entre junio de 2015 y 

agosto del 2018. Estas muestras de sangre periférica y de tejido fueron 

procesadas para poder realizar el estudio con microarrays. 

A partir de la sangre del paciente recogida en un tubo EDTA se separaron 

las células mononucleadas mediante el método Ficoll. El procedimiento fue el 

siguiente: 

Material: 

- Ficoll Plaque Plus 

- PBS estéril (Phosphate Buffered Saline) 

- Tubos cónicos de 15ml, tipo Falcon, estériles 

- Puntas de micropipeta estériles 

- Pipetas serológicas o pipetas Pasteur estériles 

- Criopreservación: DMSO (Sigma, referencia: D2650) 

- Trypan blue 

- Cámara de contaje celular 

- Microscopio 
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- Extracción de ARN: solución de RNALATER 

 

Operaciones previas: 

1. La muestra de sangre periférica se debe recoger en presencia del 

anticoagulante más apropiado en función de los estudios a los que se 

destina la muestra: 

1. EDTA: extracción de ADN 

2. Se recomienda que el tiempo transcurrido entre la extracción sanguínea y la 

congelación a -80ºC sea de máximo 1,5 horas tras la extracción. 

3. Mantener los tubos con la sangre a Tª ambiente (18-22ºC) hasta 24 horas 

desde su extracción. El tiempo tras la extracción no debe exceder de dos días 

si se realiza en heparina, para que la viabilidad de los PBMCs (células 

mononucleares periféricas en sangre periférica) no se vea comprometida. 

4. Hay que trabajar en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar. 

5. Se han de preparar etiquetas para marcar los tubos necesarios. 

 

Descripción del procedimiento 

1. Se centrifugan los tubos de sangre a 1500g durante 15 minutos a 

temperatura ambiente. Se utiliza una centrífuga 5810R. 

2. En la cabina de seguridad se aspira el plasma sin coger las células 

mononucleadas, que forman una capa blanca por encima de los eritrocitos 

y granulocitos. El plasma se desecha o se alícuota. 

3. Se aspiran 2 ml de la capa de células mononucleadas y se depositan en un 

tubo Falcon de 15 que contenga 4 ml de PBS (volumen final aprox de 6 ml). 

4. Invertir el tubo para mezclar bien la solución y/o utilizar una pipeta de 10 ml 

para homogeneizar. 

5. Añadir Ficoll a un tubo Falcon de 15ml. Añadir un volumen de Ficoll (3 ml) 

por cada dos volúmenes de sangre (aprox 6ml). 

6. Añadir sobre el Ficoll la solución de células con PBS del paso 4. Para ello 

tener el tubo lo más horizontal posible y depositar suavemente el volumen 

sobre la fase de Ficoll. 

7. Centrifugar el tubo a 500 g durante 15 min a 18-25ºC sin aceleración y sin 

freno. 
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8. Extraer el halo blanco de PBMCs (CMSPs) transferirlo a un tubo Falcon 

estéril. Completar el volumen con PBS. La interfase celular debe de estar 

claramente definida como una nube blanquecina sin agregados ni cúmulos 

celulares grandes. Si por inspección visual no se ven las células, se 

centrifugan otra vez.  

9. Centrifugar el tubo a 500g durante 10 min a 18-25ºC. 

10. Eliminar el sobrenadante de los tubos por decantación procurando no 

romper el pellet celular. Resuspender el pellet obtenido en PBS. Mezclar 

con suavidad para no formar burbujas. 

11. Centrifugar el tubo a 500g durante 10 min a 18-25ºC. 

 10. Extracción de ARN de las células mononucleadas 

periféricas 

 

Una vez separadas las células mononucleadas se extrajo el ARN total 

mediante el kit RNA tissue SII (RT-S2) de Fujifilm. El procedimiento fue el 

siguiente: 

 

Material 

- 2-Mercaptoetanol 

- Espectrofotómetro (Nanodrop u otros) 

- Etanol>99% 

- Guantes 

- Hielo 

- Kit QuickGene RNA tissue SII (RT-S2) que incluye: 

- LRT: Lysis Buffer 

- WRT: Wash Buffer 

- CRT: Elution Buffer 

- CA: Cartuchos 

- CT: Tubos de recogida 

- WT: Tubos de desecho 

- Microcentrífuga  
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- Micropipetas y puntas con filtro 

- QuickGene 810 

- RNase-free DNase  set (QIAGEN) 

- Tubos eppendorf de 1,5ml 

- Tubos centrífuga: tubos cónicos para tampones de lavado (50ml) y elución 

(15ml) 

- Vórtex 

 

Operaciones previas 

12. Si las muestras de células están almacenadas a -80ºC, mantenerlas en el 

congelador o en nieve carbónica hasta que se vaya a comenzar con la 

extracción de ARN. 

13. Preparar etiquetas para marcar los tubos. 

14. Preparación de los reactivos: 

1. RLT 85 ml: Si hay precipitados en RLT, incubar al baño maría a 37ºC 

e invertir la botella de vez en cuando hasta que se disuelvan. Dejar 

enfriar a RT. Dispensar el volumen requerido y añadir 2-ME. 

2. WRT 120ml: Solución concentrada. Añadir 280ml de etanol >99% y 

mezclar suavemente antes de usar. 

3. Requerimientos de WRT con etanol y CRT: preparar la cantidad 

adecuada de acuerdo con el número de muestras a utilizar en el 

QuickGene. 

4. Preparación de la DNasa siguiendo las instrucciones que contiene el kit. 

5. Preparación del QuickGene 810. 

 

Descripción del procedimiento 

Lisis celular 

15. Lisis celular (<1x10^6 céls) 

16. Partir de un pellet de <1x10^6 células 

17. Añadir 520 microlitros de LRT y suplementar con 2-ME 

18. Vortear a máxima velocidad durante 1 min 

19. Centrifugar brevemente 

20. Añadir 100 microlitros de etanol >99% 
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21. Vortear a máxima velocidad 5-15 segundos 

22. Centrifugar brevemente 

23. Añadir 180 microlitros de etanol >99% 

24. Mezclar con pipeta o vortear a máxima velocidad 5-15 segundos 

 

Purificación de RNA con QuickGene 

25. Transferir todo el lisado al cartucho del QuickGene 

26. Poner las muestras en el cartucho y colocar el Holder Carriage en el quipo y 

cerrar la tapa frontal 

27. Seleccionar el modo de extracción pulsando repetidamente el botón “mode” 

hasta que aparezca el modo “RNA cell” o “RNA cell plus” 

28. El proceso habrá finalizado cuando el equipo emita dos pitidos y los tres 

indicadores de Binding, Washing y Elution estén encendidos. 

29. Coger los tubos donde se encuentran las muestras (CT) y taparlos. El 

volumen final ha de ser de 100 microlitos. Si es de 50 microlitos, el 

rendimiento podría bajar (70-90%) 

30. Proceder a la eliminación de desechos y limpieza del equipo con la 

operación “Discharge” del equipo 

 

Cuantificación del ARN 

31. Medir en el espectrofotómetro a longitudes de onda de 260, 280 y 230 nm. 

32. Analizar la integridad del ARN con el Bioanalyzer (Agilent Technologies). 

En función del RIN (RNA integrity Number) el ARN se puede clasificar en: 

1. RIN < 5 no fiable 

2. 5 < RIN < 6 adecuado para RT-qPCR 

3. 6 < RIN < 8 adecuado para el análisis de los arrays 

4. RIN > 8 adecuado para todo tipo de técnicas 

 11. Extracción del ARN a partir de tejido 

Las biopsias renales se obtuvieron en presencia de RNA later y se 

congelaron a -80ºC. El ARN total de estas biopsias se obtuvo siguiendo el 

PNT-026 que utiliza el kit RNeasy Mini kit de QIAGEN. 
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Materiales 

- 2-Mercaptoetanol 

- Bolas de acero inoxidable 

- Dispensador de bolas 

- Eppendor Safe-lock micro test tubes de 2 ml y tapa con cierrre 

- Tubos eppendorf de 1,5 ml 

- Espectrofotómetro (Nanodrop u otros) 

- Etanol > 99% 

- Guantes 

- Hielo (para mantener el ARN una vez extraído) 

- Hielo seco (para mantener congeladas las muestras de tejido hasta que se 

inicia la lisis) 

- RNeasy Mini Kit  

- Microcentrífuga 

- Micropipetas y puntas con filtro 

- Tissue Lyser II 

- Muestras de tejido entre 15 hasta 30 mg 

 

Operaciones previas 

33. Si se realiza la extracción a partir de muestras congeladas, éstas deben 

mantenerse congeladas y proceder lo más rápidamente con la extracción  

para evitar degradación del ARN. 

34. Si se trabaja con muestras congeladas con estabilizadores (RNAlater o 

similar), descongelar y pasar el tejido a un tubo de microcentrífuga  de 2 ml 

y proceder lo más rápido posible con la extracción para evitar la 

degradación de ARN. 

35. Preparar etiquetas para marcar los tubos. 

36. Los adaptadores Tissuelyser II de 24 muestras han de estar a -80ºC 

durante dos horas antes de comenzar. 

37. Colocar las bolas de acero inoxidable de 3-7mm en el dispensador. 

38. Preparación de los reactivos del kit (RNeasy Mini Kit). 
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Descripción del procedimiento 

Lisis celular 

39. Agitar durante 2-3 min los adaptadores de 2 x 24 en el equipo. La agitación 

permite que pierdan algo de temperatura los adaptadores y así se evita que 

se congelen las muestras en el paso 1.3 de lisis 

40. Dispensar 1 bola con sumo cuidado en cada tubo de la microcentrífuga de 

2 ml que contiene el tejido a lisar (15-30mg) 

41. Añadir 500 microlitros RLT y 5 microlitros de 2-ME. Proceder a 

homogeneizar inmediatamente 

42. Colocar los tubos de la muestra en los adaptadores 2x24 

43. Homogeneizar a 30 Hz 3 min 

44. Centrifugar 3 min a 13000 rpm y a Tª ambiente para eliminar los tejidos 

residuales 

45. Transferir 350 microlitros del sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5ml 

46. Añadir 350 microlitros de Etanol 70% 

47. Mezclar con pipeta 

 

Unión al filtro/columna 

48. Transferir 700 microlitros de la mezcla a la columna RNeasy Mini Spin que 

se encuentra en un tubo de recogida de 2 ml 

49. Cerrar el tubo y centrifugar durante 15-30 seg a 10000 rpm 

50. Descartar el eluido y colocar la columna en el mismo tubo 

 

Eliminación de las sales 

51. Añadir 700 microlitros de RW1 y centrifugar durante 15-30 seg a 10000 rpm 

52. Descartar el eluído y colocar la columna en el mismo tubo 

 

Lavados 

53. Primer lavado: Añadir 500 microlitros de buffer RPE y centrifugar durante 

15-30 seg a 10000 rpm 

54. Descartar el eluido y colocar la columna en el mismo tubo 

55. Segundo lavado: Añadir 500 microlitros de buffer RPE y centrifugar durante 

2 min a 10000 rpm 

56. Transferir la columna a un tubo de 1,5 ml 



 

60 
 

 

Elución 

57. Añadir entre 30 y 50 microlitros de RNase-free water a la columna 

58. Centrifugar durante 1 min a 10000 rpm para eluir el ARN 

59. Mantener el eluído (ARN) en hielo hasta que se almacene definitivamente a 

-80ºC 

 

Cuantificación del ARN 

60. Medir en el espectrofotómetro a longitudes de onda de 260, 280 y 230 nm 

1. Calcular la concentración del ARN: A260 

2. Pureza: el ARN puro tiene un coeficiente de A260/ A280 entre 1,9-2,1 

en 10 nM Tris Cl, pH 7.5. Valores hasta 2,3 son normalmente obtenidos 

para ARN puro (en 10 nM Tris Cl, pH 7.5) 

61. Analizar la integridad del ARN con el Bioanalyzer (Agilent Technologies). 

En función del RIN (RNA integrity Number) el ARN se puede clasificar en: 

1. RIN < 5 no fiable 

2. 5 < RIN < 6 adecuado para RT-qPCR 

3. 6 < RIN < 8 adecuado para análisis de los arrays 

4. RIN > 8 adecuado para todo tipo de técnicas 

 12. Realización de microarrays 

Una vez obtenido el RNA tanto de las biopsias renales como de las 

células mononucleares periféricas se realizaron los microarrays con ambas 

muestras de RNA. 

El estudio de microarrays se ha realizado a un subgrupo de pacientes de 

los cuales se había obtenido muestra de tejido renal y de sangre periférica 

entre junio de 2015 y agosto del 2018. 

El servicio de microarrays fue llevado a cabo por la Unidad de Alta 

Tecnología (UAT) en el Instituto de Investigación Vall d'Hebron (VHIR), 

Barcelona (España), utilizando un Sistema GeneTitan (Affymetrix, Thermo 

Fisher Scientific).  

Se utilizaron dos placas, que contenían cada una 94 matrices de Clariom 

S para este experimento en particular. Estas matrices proporcionan una 
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medición precisa del transcriptoma humano a nivel genético, mediante el uso 

de sondas que cubren más de 20.000 genes bien anotados, distribuidos a 

través de exones constitutivos. 

En resumen, se utilizaron 70 ng de ARN total de cada muestra como 

material de partida. La calidad del ARN aislado se midió previamente mediante 

electroforesis capilar (Bioanalyzer 2100, Agilent). Se generó ADNc 

monocatenario adecuado para el etiquetado a partir del ARN total utilizando el 

kit de reactivos WT Plus (Thermo Fisher Scientific), de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. El ADNc de la cadena de sentido purificada se 

fragmentó, marcó e hibridó con las matrices utilizando el kit de hibridación, 

lavado y tinción GeneTitan para placas WT (Thermo Fisher Scientific). La placa 

se cargó en el GeneTitan y, después del escaneo de la matriz, se realizó un 

control de calidad de los datos sin procesar para verificar el rendimiento de 

todo el procesamiento (Figura 13).  

 

Figura 13. Esquema de la técnica realizada para el estudio de microarrays 
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 13. Análisis estadístico microarrays 

El análisis estadístico inicial incluye cuatro pasos principales. 1) Control 

de calidad y pre-procesamiento de los arrays utilizados. 2) Selección de genes 

expresados diferencialmente. 3) Creación de heatmaps y Diagramas de Venn  

y 4) análisis de la significación biológica. Estos análisis se llevan a cabo con el 

programa estadístico R (Copyright (C) 2019 The R Foundation for Statistical 

Computing) y los paquetes específicos desarrollados para el análisis de 

microarrays que se encuentran en el repositorio Bioconductor 

(www.bioconductor.org). 

Se realiza un control de calidad inicial de los arrays (PMID: 19106121) y 

se realiza un pre-procesamiento de los arrays para su ajuste y normalización 

(PMID: 12925520) aplicando el Robust Multi-array Average algorithm. 

Posteriormente, se aplica un filtro no específico para eliminar aquellos 

elementos que tengan menos variabilidad, tomando para el análisis el 35% de 

los elementos con una desviación estándar más alta a lo largo de todas las 

muestras. Esto es mucho más que el máximo del 1-5% del total de genes que 

se espera que se exprese de manera diferencial. El análisis considera los 

efectos por lotes y la exploración de los cofactores, a fin de detectar y controlar 

cualquier fuente no deseada de variabilidad. 

 La selección de genes expresados de manera diferencial entre los dos 

grupos se basa en el análisis con un modelo lineal con la modificación empírica 

de Bayes para la estimación de la varianza (PMID: 16646809).  Este método es 

similar al uso de un test de t con mejora de la estimación de la varianza. Para 

tener en cuenta las comparaciones múltiples, los valores de p se ajustan para 

obtener un mayor control de la presencia de falsos positivos, siguiendo el 

método Benjamini-Hochberg (103). Los genes se considerarán 

diferencialmente expresados a un determinado valor de p ajustado y un 

determinado log Fold Change absoluto. 

El análisis de la significación biológica se basa en el análisis de 

enriquecimiento sobre conjuntos de genes (del inglés Gene Set Enrichment 

http://www.bioconductor.org/
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Analysis - GSEA) frente a la Gene Ontology (PMID: 25428369) y la base de 

datos de Reactome (PMID: 29145629) (104).  

 Gráficas con genes seleccionados de la toptable RechazovsNormal 13.1

Para realizar la gráfica se han seleccionado aquellos genes que cumplían 

las siguientes condiciones según la toptable generada de la comparación 

Rechazo vs Normal: 

 En el caso del estudio en sangre periférica, un  p valor sin ajustar inferior 

a 0.1 y un logFC superior a 0.3. Utilizando estos criterios se han 

seleccionado 112 genes. 

 En el caso del estudio en tejido, un p valor sin ajustar inferior a 0.01 y un 

logFC superior a 1.75. Utilizando estos criterios se han seleccionado 109 

genes. 

En ambos casos se han calculado la media geométrica de las 

expresiones de los genes seleccionados, en cada grupo de pacientes. Los 

grupos de pacientes que se han utilizado son los siguientes: cambios 

Borderline en una biopsia por causa (BLC), cambios Borderline en una biopsia 

de seguimiento (BLS), fibrosis intersticial y atrofia tubular en una biopsia por 

causa (IFTAC), fibrosis intersticial y atrofia tubular en una biopsia de 

seguimiento (IFTAS), rechazo (REB), biopsia normal de seguimiento (NOR). 

Para valorar si existían diferencias de expresión media de los genes 

seleccionados, entre los diferentes grupos de pacientes se realizó un análisis 

de la varianza. En el caso que se observaran diferencias, se realizó el test 

estadístico de comparaciones  múltiples de Tukey para valorar entre qué 

grupos se daban las diferencias. 

 Gráficas con genes seleccionados de las listas 13.2

Para realizar las gráficas se seleccionaron los genes de las listas de 

Zhang et al., Roedder et al. y Van Loon et al. en el caso de la sangre periférica, 

y de Venner et al., Kathri et al. y Wang E et al. en el caso del estudio en tejido. 

Se utilizó  la expresión de los genes seleccionados para calcular la media 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29145629
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geométrica para cada grupo de pacientes (los mismos que en caso de las 

gráficas anteriores). 

Para valorar si existían diferencias de expresión media de los genes 

seleccionados, entre los diferentes grupos de pacientes se realizó un análisis 

de la varianza. En el caso que se observaran diferencias, se realizó el test 

estadístico de comparaciones  múltiples de Tukey para valorar entre qué 

grupos se daban las diferencias. 

 14. Análisis estadístico citocinas 

El análisis estadístico ha sido llevado a cabo en la Unidad de Estadística y 

Bioinformática (UEB) del Instituto de Investigación del Hospital de Vall Hebrón 

(VHIR). Todos los análisis han sido realizado con el programa estadístico R (R 

versión 3.6.1 (2019-07-05), Copyright © 2015 The R Foundation for Statistical 

Computing).  

El análisis estadístico de estos datos se puede resumir en los siguientes 

puntos principales: 1) Análisis exploratorio de los datos, 2) Reducción de la 

dimensión, 3) Obtención de perfiles de pacientes, 4) Evaluación clasificación 

CART, 5) Concordancia entre diagnósticos clínicos y grupos generados. 

Los 236 pacientes se han agrupado en los siguientes diagnósticos: 

Normal (n=51), IFTA (n=78), Borderline (n=41), Pielonefritis (n=7), Recidiva 

(n=28), Nefropatía Bk (n=5), Rechazo celular (n=15), Rechazo humoral + mixto 

(n= 11). A los pacientes con diagnósticos de rechazo humoral (n=9) se han 

añadido dos pacientes con diagnóstico de rechazo mixto. 

 Análisis exploratorio de los datos 14.1

En el análisis exploratorio para las variables categóricas se han calculado 

las frecuencias (totales y en porcentaje entre paréntesis) y el intervalo de 

confianza exacto al 95%. Para las variables continuas se ha calculado la media 

y la desviación típica junto al intervalo de confianza para la media al 95% -IC[,]- 

y la mediana y el rango intercuartílico. El p valor se ha calculado para las 
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variables normales con el test de Fisher y las variables no normales con el test 

de Kruskal-Wallis. 

 Reducción de la dimensión 14.2

Para reducir la dimensión del conjunto de datos se ha realizado mediante 

un análisis de componentes principales (PCA). Previamente, para aumentar la 

robustez de los análisis, se ha procedido a escalar las variables después de 

haber aplicado a los datos una transformación logarítmica. Para observar cómo 

se comportan las citocinas en las dos primeras dimensiones del PCA, se 

realizó un gráfico llamado círculo de correlación. Dada la naturaleza de los 

análisis de PCA, la separación entre las muestras a lo largo del eje de 

coordenadas X suele ser más significativo que a lo largo del eje Y debido a que 

el primer componente está construido de tal manera que explica más que el 

segundo componente, que explica más que el tercero y, así, sucesivamente. 

 Obtención de perfiles de pacientes 14.3

Para la obtención de perfiles de pacientes se ha realizado un análisis de 

clústers utilizando las 10 componentes seleccionadas en el PCA. Para llevar a 

cabo este análisis se ha calculado la distancia euclidiana de las componentes. 

Una vez obtenida la correspondiente matriz de distancias se ha procedido a 

estimar los grupos a partir del método PAM (Partición Alrededor de Medoides). 

Existe una variedad de métodos para elegir la cantidad de grupos óptimos que 

se  usarán para el análisis de conglomerados. En este caso se ha usado el 

ancho de silueta, una métrica de validación interna que es una medida 

agregada de cuán similar es una observación a su propio conglomerado en 

comparación con su conglomerado vecino más cercano. La métrica puede 

variar de -1 a 1, donde los valores más altos son mejores.  

 Evaluación y clasificación CART 14.4

El árbol de clasificación (CART) pretende a partir de las variables de las 

citocinas establecer la mejor combinación de las mismas generando reglas de 

clasificación en forma de ramas de árbol. Las ramificaciones se generan de 
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forma recursiva hasta que se cumplen ciertos criterios de parada. Es decir, 

para cada una de las particiones se busca aquella variable y correspondiente 

punto de corte que mejor clasifica nuestros pacientes en los tres grupos 

previamente generados. Como resultado final se dispone de un algoritmo que 

clasifica a los pacientes en los grupos obtenidos a partir de todas las citocinas 

con menos información (menos citocinas con sus puntos de corte e interacción 

si la hay). 

14.4.1 Heatmap 

El gráfico Heatmap representa los valores transformados 

logarítmicamente y escalados (las columnas representan los pacientes y las 

filas las variables) donde las intensidades están codificadas por colores con el 

fin de resaltar posibles patrones entre grupos. Se realiza una agrupación 

jerárquica de las muestras y los genes para facilitar su interpretación. 

 Concordancia entre diagnósticos clínicos y grupos generados 14.5

La comparación entre grupos se ha realizado con el test de Fisher para 

los grupos diagnósticos agrupados: cambios Borderline (Borderline), 

agrupación de los diagnósticos recidiva, nefropatía Bk, pielonefritis  

(InfecRecidiva), agrupación de los diagnósticos normal e IFTA (No infla) y la 

agrupación del rechazo celular y el rechazo humoral (Rechazo). Las 

comparaciones también se realizaron con el test de chi cuadrado de Pearson 

para el listado general de diagnósticos sin agrupar. En las tablas de frecuencias 

se indica el número total de casos, los porcentajes por filas y por columnas. 
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 15. Caracterización de genes asociados a rechazo 

Objetivo: El objetivo de este estudio es caracterizar genes asociados a 

rechazo mediante Biología Molecular tanto en tejido como en sangre periférica. 

Pacientes: Se han incluido un total de 94 biopsias de pacientes 

consecutivas realizadas entre junio de 2015 y agosto del 2018. Durante este 

período se realizaron un total de 220 biopsias. En 32 pacientes no se habían 

extraído muestras suficientes para poder realizar el estudio de microarrays 

tanto en tejido como en sangre periférica. Por otro lado a 7 pacientes la 

muestra extraída no tenía la suficiente calidad para realizar el microarray y se 

descartaron. Finalmente, de los 181 casos, se descartaron los pacientes con 

los siguientes diagnósticos: 1 paciente con Pielonefritis, 5 con 

glomeruloesclerosis focal y segmentaria, 2 pacientes con glomérulonefritis 

membranosa, 6 pacientes con recidiva IgA, 1 paciente con glomerulopatía C3, 

4 con nefropatía BK y 1 con nefropatía diabética. Los 161 casos con muestras 

biológicas tanto de tejido renal como de sangre periférica tenían los siguientes 

diagnósticos (Tabla 1):  

 Seguimiento Causa 

Normal 39  

IFTA 1 28 17 

IFTA 2 7 11 

IFTA 3  4 

Borderline 18 17 

TCMR 6 5 

ABMR 2 7 

Tabla 1. Resumen de los diagnósticos de los 161 casos disponibles para el estudio de 

microarrays 
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Con el objetivo de obtener grupos lo más pareados posibles se 

escogieron 12 pacientes con diagnóstico de cambios Borderline, tanto de 

seguimiento como de causa. Del grupo diagnóstico IFTA se escogieron 16 

muestras de biopsias seguimiento y 20 biopsias de causa. En este grupo hay 4 

biopsias más de causa, porque se escogieron las 4 biopsias de IFTA de grado 

3 del grupo de causa y de la cual no había ninguna en el grupo de seguimiento. 

Teniendo en cuenta el bajo número de casos tanto de grupo diagnóstico TCMR 

y ABMR, se escogieron todas las muestras disponibles. 1 muestra de TCMR de 

causa y otra de ABMR de causa no se pudieron incorporar finalmente al 

estudio con microarrays por la baja calidad de la muestra de tejido. Por último, 

del diagnóstico Normal se escogieron a 16 pacientes con biopsia de 

seguimiento. 

Los diagnósticos histológicos de los 94 pacientes escogidos para realizar 

el estudio de microarray tanto en tejido renal como en sangre periférica se 

muestran en la siguiente tabla (Tabla 2): 

 Seguimiento Causa 

Normal 16  

Borderline 12 12 

IFTA 16 20 

TCMR 6 4 

ABMR 2 6 

Total 52 42 

Tabla 2. Diagnósticos histológicos del microarray 

Se han agrupado las diferentes categorías de IFTA para poder obtener 

un número adecuado de casos tanto en el grupo de seguimiento como de 

causa. 
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En primer lugar se realizó un análisis para comprobar si los grupos de 

rechazo celular (TCMR) o rechazo humoral (ABMR) comparten o no genes 

propios del rechazo (Figura 14) comparando la expresión génica de cada uno 

de los grupos versus el grupo con diagnóstico Normal. 

 

Figura 14. Diagrama de Venn 

Tal y como se puede ver en la Figura 14 comparando ambos  grupos 

versus el grupo con diagnóstico Normal, con un p valor <0,05 y un logFC >0, se 

pudo observar que ambos grupos de rechazo comparten 1442 genes, 

encontrando únicamente 302 propios del grupo de ABMR y 1510 en el grupo 

de TCRM. Observando la gran cantidad de genes que comparten se decidió 

agrupar ambos diagnósticos y de esta forma poder aumentar el número de 

casos total.  

Seguidamente  se realizó un análisis para comprobar si entre el grupo de 

rechazo por  biopsias de seguimiento y el grupo de biopsias por causa había 

una expresión de genes diferencialmente expresados Figura 15. 
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Figura 15. Comparación de genes diferencialmente expresados entre los grupos de rechazo 

diagnosticado en biopsias por causa y biopsias por seguimiento versus el grupo Normal. 

REB.C.Bx, rehaz en biopsias por causa; REB.S.Bx, rechazo en biospias de seguimiento. 

Con un p valor < 0,01 y un logFC > 0,25 se obtuvieron un total de 26 

genes diferencialmente expresados entre los grupos de rechazo versus el 

grupo de Normal. La expresión de estos 26 genes no era distinta en biopsia por 

causa y biopsias de seguimiento. Estos datos confirman que podemos agrupar 

los diagnósticos de rechazo en biopsias por causa y seguimiento. 

Posteriormente, se realizó un análisis de componentes principales (PCA) 

considerando los 4 diagnósticos histológicos: biopsias de seguimiento normal, 

cambios Borderline, IFTA y rechazo (Figura 16). 
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Figura 16. Análisis de componentes principales de los grupos diagnósticos histológicos: BL, 

Borderline; IFTA, fibrosis y atrofia tubular; Nor, Normal; REB, Rechazo. 

Al realizar el PCA la primera componente explica un 21,8% de la 

variabilidad y la componente 2 un 9,2%, es decir, un 31% de la variabilidad 

total. En la figura 15 se puede apreciar que los pacientes con diagnóstico de 

rechazo se agrupan prácticamente todos en el cuadrante superior izquierdo, 

diferenciándose claramente del resto de grupos diagnósticos. Por otro lado, el 

grupo con diagnóstico Normal se encuentran situados en la parte inferior y 

derecha de los cuadrantes. Los grupos diagnósticos IFTA y Borderline quedan 

repartidos indistintamente entre los pacientes con rechazo y el grupo Normal. 

Una vez comprobado la expresión diferencial entre grupos con 

diagnósticos histológicos diferentes, se realiza un nuevo análisis de PCA esta 

vez teniendo en cuenta su indicación, es decir, si es de seguimiento o de causa 

Figura 17. 
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Figura 17. Análisis de componentes principales de los grupos diagnósticos histológicos ya sea 

de seguimiento (s)  o causa (c): BL, Borderline; IFTA, fibrosis y atrofia tubular; Nor, Normal; 

REB, Rechazo. 

Este análisis nos aporta información relevante al observar que los 

diagnósticos de Borderline o IFTA, tanto si son de seguimiento como de causa, 

están repartidos de forma aleatoria delimitados por el grupo de rechazo, en el 

cuadrante superior izquierdo y por el grupo diagnóstico Normal, en el cuadrante 

inferior derecho. 

Estos resultados nos indican que el grupo de rechazo tiene un patrón de 

expresión de genes claramente diferenciado del resto de grupos diagnóstico 

independientemente de si la biopsia es de seguimiento o por causa. Por otro 

lado, en el grupo con diagnóstico Normal la gran mayoría de sus casos están 

situados en el cuadrante inferior derecho, en situación opuesta al grupo de 

rechazo. Viendo cómo se han distribuido los pacientes con diagnósticos 

Borderline e IFTA, tanto de seguimiento como de causa, el siguiente objetivo es 

conocer mejor como se expresan los genes de rechazo en los pacientes con 
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cambios Borderline e IFTA tanto en biopsias de seguimiento como en biopsias 

por causa. 

 Caracterización de genes asociados a rechazo en tejido 15.1

Los grupos de estudio finalmente se han distribuido tal y como se 

representa en la siguiente Tabla 3 : 

DIAGNÓSTICOS NÚMERO DE PACIENTES 

Normal 16 

Rechazo 18 

Borderline Seguimiento 12 

Borderline Causa 12 

IFTA Seguimiento 16 

IFTA Causa 20 

TOTAL 94 

Tabla 3. Grupos diagnósticos histológicos utilizados para la caracterización de genes asociados 

a rechazo en tejido 

Se comparó el grupo de biopsias con diagnóstico de rechazo versus el 

grupo de biopsias con diagnóstico normal para obtener los genes 

diferencialmente expresados en los pacientes con rechazo. Se seleccionaron 

aquellos genes con un p valor < 0,01 (t-test) y un logFC > 1,75. Se obtuvieron 

un total de 109 genes ordenador de mayor a menor expresión teniendo en 

cuenta el adj p value (p valor ajustado).  

A continuación se describe el listado de los 109 genes con una mayor 

expresión diferencial respecto a las biopsias normales: 
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GeneSymbol logFC t adj.P.Val B 

DRAM2 0,472650027 4,11224092 0,394020755 -1,763697838 

AKR1A1 0,426129397 3,795968171 0,416991379 -2,173454256 

ST6GALNAC4 0,479065324 3,727519959 0,423406484 -2,259689728 

HMGN3 0,44058831 3,521437279 0,711115494 -2,513587353 

ACYP2 0,39080876 3,441331547 0,794769367 -2,609834917 

NDUFB11 0,361643487 3,385575358 0,826216872 -2,675980874 

REXO2 0,489084079 3,099343662 0,986673829 -3,004022381 

NAPSA 0,524312827 3,00568675 0,986673829 -3,106945254 

PIEZO1 0,393846445 2,961219551 0,986673829 -3,15501226 

HEBP1 0,413063257 2,942841665 0,986673829 -3,174724982 

APIP 0,301817888 2,926467398 0,986673829 -3,192212569 

EIF4EBP1 0,452724566 2,925158161 0,986673829 -3,193607721 

RAD51C 0,458658329 2,922905402 0,986673829 -3,196007231 

PIGW 0,399816224 2,875957333 0,986673829 -3,245701708 

MORN2 0,344690386 2,864490325 0,986673829 -3,257748489 

BEX4 0,36054004 2,828423588 0,986673829 -3,295403502 

ATP1B1 0,52819306 2,826118337 0,986673829 -3,297798069 

NGLY1 0,334629027 2,82477148 0,986673829 -3,299196429 

MRPS36 0,416808946 2,823517295 0,986673829 -3,30049812 

MRPL23 0,436861472 2,805219195 0,986673829 -3,319439647 

RTL1 0,32009138 2,804056389 0,986673829 -3,320640194 

RPIA 0,455511554 2,739674187 0,986673829 -3,386519904 

CYB5A 0,380599574 2,73693767 0,986673829 -3,389294126 

TOP1MT 0,4034549 2,714712704 0,986673829 -3,41174628 

SLC19A2 0,48235302 2,712805258 0,986673829 -3,413666649 

LGALS3 0,446820277 2,705729387 0,986673829 -3,420781348 

TMEM159 0,340719839 2,691231955 0,986673829 -3,435313417 

C12orf45 0,394045457 2,685698268 0,986673829 -3,440844364 

BPHL 0,385184309 2,682625595 0,986673829 -3,4439117 

SNRPF 0,376669018 2,659984656 0,986673829 -3,466429052 

PRDX6 0,354294382 2,615962668 0,986673829 -3,509783209 

LOC100506142 0,322438206 2,578930705 0,986673829 -3,545811861 



 

77 
 

FHL2 0,472734162 2,577446007 0,986673829 -3,547247858 

DUSP12 0,307214818 2,555448891 0,986673829 -3,568446448 

PUDP 0,369247756 2,54280664 0,986673829 -3,580564293 

GPX4 0,33827016 2,529178123 0,986673829 -3,59357373 

THAP7-AS1 0,319976193 2,526836009 0,986673829 -3,595803821 

SAT2 0,306763958 2,526070627 0,986673829 -3,596532236 

ITPRIPL2 0,342024125 2,524347466 0,986673829 -3,598171524 

VSIG4 0,659408935 2,507017723 0,986673829 -3,614607878 

SH3RF2 0,344503349 2,501191572 0,986673829 -3,620113247 

ZNF773 0,416265601 2,501012844 0,986673829 -3,620281971 

ETFB 0,300047395 2,50027554 0,986673829 -3,620977906 

AFG1L 0,445706588 2,491909826 0,986673829 -3,628862654 

SVBP 0,445623052 2,479391157 0,986673829 -3,640621793 

BEND4 0,30080936 2,46863014 0,986673829 -3,650691675 

APOO 0,30620273 2,462385211 0,986673829 -3,656519266 

EMC3 0,304077996 2,448653695 0,986673829 -3,669291032 

ST8SIA1 0,470387747 2,44006631 0,986673829 -3,677248728 

RPL26L1 0,326952229 2,410488797 0,986673829 -3,704482988 

MRPL58 0,313058404 2,400868265 0,986673829 -3,71328284 

DSTN 0,306253384 2,386073977 0,986673829 -3,72675881 

ATP5F1EP2 0,301007997 2,373918063 0,986673829 -3,737780302 

SWI5 0,341558033 2,360077794 0,986673829 -3,75027253 

NUDT2 0,383579587 2,339016284 0,986673829 -3,769166911 

CRIP1 0,415570191 2,338110012 0,986673829 -3,769976788 

COMMD6 0,31446541 2,337650753 0,986673829 -3,770387099 

GTF3C6 0,309908404 2,336136543 0,986673829 -3,771739452 

HMBS 0,322222644 2,331104932 0,986673829 -3,776228007 

COX7B 0,362805752 2,319925098 0,986673829 -3,786172478 

SMIM24 0,363511157 2,311759798 0,986673829 -3,793410425 

CLEC10A 0,416291875 2,310588338 0,986673829 -3,794447099 

NAT8B 0,348958552 2,309006897 0,986673829 -3,79584589 

ARNTL2 0,409034191 2,304765973 0,986673829 -3,799593066 

CRY1 0,375859788 2,304169234 0,986673829 -3,80011987 
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ATP5MC1 0,348086097 2,291298666 0,986673829 -3,811454389 

NDUFB6 0,305920953 2,252827919 0,986673829 -3,84501716 

ZBTB48 0,322039005 2,246649077 0,986673829 -3,850363295 

YBEY 0,436612156 2,23598683 0,986673829 -3,859559577 

ZNF32 0,310195975 2,226382337 0,986673829 -3,867811988 

PDCD5 0,388039007 2,208544387 0,986673829 -3,883059215 

MPHOSPH6 0,357214898 2,186025742 0,986673829 -3,902159047 

TRIM16 0,342362651 2,18358679 0,986673829 -3,90421775 

TMEM176B 1,302011949 2,182221287 0,986673829 -3,905369509 

LONRF1 0,342714705 2,161187988 0,986673829 -3,923033028 

TMEM176A 1,306650723 2,155436759 0,986673829 -3,927837477 

MAP3K7CL 0,521623983 2,152439227 0,986673829 -3,93033722 

RPS26 0,702591073 2,146322926 0,986673829 -3,935428599 

KCNJ16 0,320925341 2,135516973 0,986673829 -3,944393521 

ADI1 0,331067599 2,133645346 0,986673829 -3,945942343 

DUSP5 0,350362361 2,108826828 0,986673829 -3,96637029 

PVALB 0,473900517 2,0816144 0,986673829 -3,98853248 

C2orf74 0,331145879 2,080981746 0,986673829 -3,989044773 

PUS7 0,31292781 2,069693364 0,986673829 -3,998162971 

PEBP1 0,316995176 2,068100813 0,986673829 -3,999445907 

COX6C 0,321633427 2,03827354 0,986673829 -4,023316358 

LOC730183 0,303669515 2,02858754 0,986673829 -4,031003259 

RHAG 0,338101638 2,006330126 0,986673829 -4,048546241 

ALDOB 0,49401121 1,97038284 0,986673829 -4,076522487 

CDC42BPA 0,306260823 1,964543352 0,986673829 -4,081025308 

BEX3 0,436441996 1,963538843 0,986673829 -4,081798702 

PSMG1 0,316349422 1,959473568 0,986673829 -4,084925106 

NUF2 0,369079689 1,944309999 0,986673829 -4,09653646 

MRAS 0,386130737 1,94342655 0,986673829 -4,097210508 

GMPR 0,492222269 1,938027677 0,986673829 -4,10132385 

GPX3 0,486680691 1,918091621 0,986673829 -4,116425559 

BBOF1 0,415910805 1,897945095 0,986673829 -4,131546623 

COX8A 0,320896234 1,887854454 0,986673829 -4,1390671 
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SSPN 0,468461684 1,860750889 0,986673829 -4,159091087 

IGFBP7 0,359198488 1,855736475 0,986673829 -4,162767505 

KYNU 0,303227492 1,813004017 0,986673829 -4,193738622 

YBX3 0,344086087 1,811342378 0,986673829 -4,194929903 

PDZK1IP1 0,537322066 1,800888388 0,986673829 -4,202402269 

MSC 0,406640462 1,791399561 0,986673829 -4,209151189 

BOLA3 0,3646016 1,743697474 0,986673829 -4,242593452 

CTLA4 0,322169214 1,736702173 0,986673829 -4,247429214 

MSRB2 0,327868074 1,72442649 0,986673829 -4,255872782 

SLC46A2 0,38021556 1,721510275 0,986673829 -4,257870678 

GLRX5 0,418714428 1,720161143 0,986673829 -4,258793931 

ERRFI1 0,349566568 1,692888437 0,986673829 -4,277316837 

SPTA1 0,308255305 1,69241455 0,986673829 -4,277636315 

ARL4A 0,335463317 1,661390505 0,986673829 -4,298374666 

Tabla 4. Listado de 109 genes 

Con estos 109 genes se realizó  una media geométrica con la finalidad 

de resumir en un solo parámetro la expresión de los genes con expresión 

diferencial en el rechazo. Por ello se calcula para cada paciente la media 

geométrica de estos 109 genes. Además, este cálculo permite disminuir la 

variabilidad entre grupos respecto al análisis de los genes por separado.  

Se comparó la expresión de los genes de rechazo en los 6 grupos de 

estudio (Normal, Rechazo, Borderline Seguimiento, Borderline Causa, IFTA 

Seguimiento, IFTA Causa) mediante Anova tal como se puede observar en la 

Figura 18. 
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Figura 18. Comparación de la expresión de los genes de rechazo en los 6 grupos de estudio: 

Nor, Normal; Reb, Rechazo; BL.S, Borderline Seguimiento, BL.C, Borderline Causa; IFTA.S, 

IFTA Seguimiento; IFTA.C, IFTA Causa. 

Al observar las comparaciones entre grupos se puede ver que el grupo de 

rechazo es diferente al resto de grupos problema con unos p < 0,0001. El 

grupo Normal es diferente al grupo Borderline Causa con un p < 0,0001, al 

grupo Borderline Seguimiento con un p < 0,04 y al grupo IFTA Causa con un p 

< 0,004. No se encuentran diferencias significativas entre el grupo IFTA 

Seguimiento versus el Normal. Además, el grupo de IFTA Seguimiento tiene 

una expresión diferencial de genes de rechazo versus el grupo de Borderline 

Causa. Estos resultados indican que el grupo de IFTA Seguimiento parece 

tener una expresión de genes de rechazo muy parecida al grupo de Normal, es 

decir, ambos grupos representan diagnósticos sin inflamación. 

Para confirmar estos resultados se quiso realizar el mismo análisis 

utilizando listado de genes de rechazo previamente descritos en la literatura por 
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otros grupos.  Se consideraron los listados de genes de rechazo publicados en 

el documento de consenso de Banff del 2018 (105). En este documento de 

consenso se consideran como genes altamente asociados a rechazo los 

publicados en los artículos Venner JM et al., (106) ,Kathri P et al., (107) y  

Wang E et al. (108). Con la finalidad de corroborar que los genes de rechazo 

están diferencialmente expresados en nuestros grupos de estudio, se 

consideraron el listado de genes de cada uno de estos autores. Se comprobó la 

expresión génica de estos genes en nuestro microarrays y se calculó la media 

geométrica para cada una de las publicaciones.  

En la siguiente figura se muestra la expresión diferencial de los genes de 

rechazo según Venner et al. en nuestros grupos de estudio. Con el listado de 

genes de Venner (Figura 19)  el grupo de Rechazo tiene una expresión de 

genes diferencialmente expresados del resto de grupos. El grupo Normal 

versus el resto de grupos únicamente sale un p significativa de 0,01 respecto al 

grupo de Borderline Causa; respecto al grupo IFTA C el p valor es de 0,09. El 

grupo de IFTA Seguimiento versus el Borderline Causa la p es de 0,06.  
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Figura 19. Comparación de los genes publicados por Venner JM et al. en los 6 grupos de 

estudio: Nor, Normal; Reb, Rechazo; BL.S, Borderline Seguimiento, BL.C, Borderline Causa; 

IFTA.S, IFTA Seguimiento; IFTA.C, IFTA Causa. 

Con el listado de genes de NIH (National Institutes of Health) de Wang E 

et al., el grupo de rechazo tiene una expresión de genes diferencialmente 

expresados del resto de grupos (Figura 22). El grupo Normal únicamente se 

diferencia del grupo Borderline Causa con una p < 0,001. Además el grupo de 

IFTA Seguimiento versus el Borderline Causa también se diferencian con una p 

es de 0,011. 
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Figura 20. Comparación de los genes de rechazo publicados en el artículo de Wang E et al. en 

los 6 grupos de estudio: Nor, Normal; Reb, Rechazo; BL.S, Borderline Seguimiento, BL.C, 

Borderline Causa; IFTA.S, IFTA Seguimiento; IFTA.C, IFTA Causa. 

Por último, con el listado de genes de Kathri P et al., el grupo de rechazo 

también tiene una expresión de genes de rechazo diferencialmente expresados 

del resto de grupos (Figura 21). El grupo Normal se diferencia del grupo 

Borderline Causa con una p= 0,01 y el grupo de IFTA Seguimiento versus el 

Borderline Causa se diferencian con una p de 0,029. 
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Figura 21. Comparación de los genes de rechazo publicados en el artículo de Kathri P et al. en 

los 6 grupos de estudio: Nor, Normal; Reb, Rechazo; BL.S, Borderline Seguimiento, BL.C, 

Borderline Causa; IFTA.S, IFTA Seguimiento; IFTA.C, IFTA Causa. 

Con los 3 listados de genes tanto de Venner JM et al, Wang E et al, como 

de Kathri P et al., se obtienen unos resultados parecidos al de nuestro listado 

con los 109 genes. El grupo de rechazo se diferencia de todos los grupos y el 

grupo Normal y el grupo IFTA Seguimiento, no son diferentes entre sí. Además, 

estos dos grupos tienen una expresión génica menor al resto de grupos, sin 

llegar a ser significativos en todos, únicamente con el Borderline Causa. 

Teniendo en cuenta estos resultados se agruparon los pacientes con una 

biopsia  Normal e IFTA Seguimiento. Al ser ambos grupos diagnósticos de baja  

inflamación y habiendo tenido una expresión de genes de rechazo en ambos 

grupos muy parecida en todas las comparaciones que se han mostrado 

anteriormente. 
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Al agrupar el grupo de IFTA Seguimiento + Normal y aumentar la número 

de casos total, la comparaciones respecto a todos los grupos diagnósticos 

problema son significativas. Respecto al grupo Borderline Causa y IFTA causa 

las p son inferiores a 0,02 así como con el grupo Borderline Seguimiento que 

tiene una p de 0,04 (Figura 22).  

 

Figura 22. Comparación de la expresión media de los 109 genes de rechazo en los 5 grupos de 

estudio: IFTAS_Norm, IFTA Seguimiento+Normal; Reb, Rechazo; BL.S, Borderline 

Seguimiento, BL.C, Borderline Causa; IFTA.S, IFTA.C, IFTA Causa. 

Para confirmar estos resultados se quiso realizar el mismo análisis 

utilizando listado de genes de rechazo previamente descritos en la literatura en 

los artículos de Venner JM et al., (106) ,Kathri P et al., (107) y  Wang E et al. 

(108). Con la finalidad de corroborar que los genes de rechazo están 

diferencialmente expresados en nuestros grupos de estudio, se consideraron el 

listado de genes de cada uno de estos autores. Se comprobó la expresión 
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génica de estos genes en nuestro microarrays y se calculó la media geométrica 

para cada una de las publicaciones. 

En la siguiente Figura 23 se muestra la expresión diferencial de los genes 

de rechazo según Venner et al. en nuestros grupos de estudio. 

Con el listado de genes de Venner et al. el grupo de Rechazo tiene una 

expresión de genes diferencialmente expresados del resto de grupos. El grupo 

IFTAS_Nor versus el resto de grupos únicamente sale un p significativa de 

0,007 respecto al grupo de Borderline Causa y un p con un valor inferior a 0,06 

respecto al grupo IFTA Causa. 

 

Figura 23. Comparación de la expresión media de los genes publicados por Venner JM et al. en 

los 5 grupos de estudio: IFTAS_Norm, IFTA Seguimiento+Normal; Reb, Rechazo; BL.S, 

Borderline Seguimiento, BL.C, Borderline Causa; IFTA.S, IFTA.C, IFTA Causa. 

Con el listado de genes publicados en el artículo de Wang et al. el grupo 

de Rechazo tiene una expresión de genes diferencialmente expresados del 

resto de grupos (Figura 24). El grupo IFTAS_Nor versus el resto de grupos 



 

87 
 

únicamente se obtiene un p valor inferior a 0,001 respecto al grupo de 

Borderline Causa y un p con un valor igual a 0,06 respecto al grupo IFTA 

Causa. 

 

Figura 24. Comparación de los genes de rechazo publicados en el artículo de Wang E et al. en 

los 5 grupos de estudio: IFTAS_Norm, IFTA Seguimiento+Normal; Reb, Rechazo; BL.S, 

Borderline Seguimiento, BL.C, Borderline Causa; IFTA.S, IFTA.C, IFTA Causa. 

Con el listado de genes publicados en el artículo de Kathri et al. el grupo 

de Rechazo tiene una expresión de genes diferencialmente expresados del 

resto de grupos. El grupo IFTAS_Nor versus el resto de grupos únicamente se 

obtiene un p valor inferior a 0,004 respecto al grupo de Borderline Causa 

(Figura 25). 
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Figura 25. Comparación de los genes de rechazo publicados en el artículo de Kathri P et al. en 

los 5 grupos de estudio: IFTAS_Norm, IFTA Seguimiento+Normal; Reb, Rechazo; BL.S, 

Borderline Seguimiento, BL.C, Borderline Causa; IFTA.S, IFTA.C, IFTA Causa.  

Como se puede comprobar, con los tres listados de genes se obtiene un 

resultado muy parecido. 

 Caracterización de genes asociados a rechazo en sangre periférica 15.2

Para poder caracterizar los genes asociados a rechazo en sangre 

periférica en primer lugar se realizó una comparativa entre el grupos con 

diagnóstico Normal versus el grupo de rechazo, para obtener los genes 

diferencialmente expresados. Como la diferencia entre genes en los pacientes 

con rechazo respecto a las pacientes con una biopsia normal era menor en 

sangre periférica que en tejido, se utilizó un criterio menos estricto para 

seleccionar los genes con una mayor expresión diferencial: p valor < 0,1 y un 

logFC > 0,3 se obtuvieron un total de 112 genes. 
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El listado de los 112 genes obtenidos es el siguiente: 

Gene.Symbol logFC t adj.P.Val B 

SEPTIN1 2,027653 8,542565 4,25E-10 20,10438 

SH2D1A 1,804933 8,500085 4,25E-10 19,90322 

CD48 2,023448 8,425619 4,64E-10 19,55087 

UBD 2,170981 8,39179 4,64E-10 19,39092 

PLEK 2,435351 8,367491 4,64E-10 19,27608 

PLAC8 2,293712 8,312044 5,25E-10 19,01418 

IKZF1 1,959028 8,279786 5,25E-10 18,86193 

CD3E 2,354676 8,201219 6,09E-10 18,49144 

EMB 1,876135 8,179152 6,26E-10 18,38747 

IRF8 2,197298 8,137241 6,52E-10 18,19013 

ITGAL 1,932935 8,12082 6,52E-10 18,11285 

SLAMF7 2,579325 8,115901 6,52E-10 18,08971 

GZMK 2,741027 8,102022 6,58E-10 18,02442 

BIN2 2,103201 8,059828 7,27E-10 17,82605 

PTPRC 2,296755 8,03678 7,4E-10 17,71775 

CST7 1,893661 8,036008 7,4E-10 17,71413 

CYTIP 2,005742 8,027562 7,4E-10 17,67446 

LCP1 2,329858 8,004741 7,92E-10 17,56731 

BCL2A1 1,994165 7,986924 8,05E-10 17,48369 

SELPLG 1,913769 7,984876 8,05E-10 17,47408 

IL2RG 2,620933 7,970126 8,33E-10 17,40488 

DOCK2 2,009244 7,905306 1,02E-09 17,10106 

RASSF5 1,788394 7,902368 1,02E-09 17,0873 

SLAMF6 2,536109 7,887079 1,02E-09 17,01571 

SELL 2,503343 7,834405 1,24E-09 16,76926 

LCK 2,088183 7,802471 1,38E-09 16,62 

NCKAP1L 1,947082 7,800526 1,38E-09 16,61092 

CCL5 2,22858 7,791203 1,38E-09 16,56737 

GBP5 2,96124 7,787049 1,38E-09 16,54797 

CD52 2,275887 7,779188 1,38E-09 16,51126 

SLAMF1 1,938848 7,734187 1,64E-09 16,30126 
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CD3D 2,138855 7,723946 1,64E-09 16,2535 

IL7R 3,069941 7,647748 2,3E-09 15,8986 

TNFRSF9 2,015957 7,645177 2,3E-09 15,88664 

CD2 2,705821 7,608323 2,69E-09 15,71528 

TESPA1 2,087153 7,602602 2,7E-09 15,6887 

CD96 2,704493 7,589266 2,7E-09 15,62674 

FYB1 2,061197 7,5425 3,2E-09 15,40967 

THEMIS 2,152281 7,542075 3,2E-09 15,4077 

ST8SIA4 1,885015 7,536342 3,2E-09 15,38111 

CD37 2,018382 7,536212 3,2E-09 15,38051 

LAX1 2,532648 7,530706 3,21E-09 15,35498 

RHOH 1,778911 7,528537 3,21E-09 15,34492 

TLR8 2,287992 7,477828 3,96E-09 15,11001 

CD27 2,09753 7,446558 4,45E-09 14,96534 

GRAP2 1,855938 7,421759 4,93E-09 14,85071 

LCP2 1,799278 7,40528 5,25E-09 14,77459 

IKZF3 1,798864 7,390117 5,56E-09 14,70459 

FCRL3 1,875893 7,358618 6,24E-09 14,55928 

TRAT1 1,987952 7,356677 6,24E-09 14,55033 

LAPTM5 1,870762 7,350695 6,33E-09 14,52276 

CD3G 2,044952 7,342593 6,48E-09 14,48542 

BIRC3 1,87118 7,335307 6,62E-09 14,45185 

RAC2 1,90889 7,306763 7,28E-09 14,32042 

TLR6 1,911656 7,294679 7,52E-09 14,26482 

ARHGAP30 1,951576 7,294456 7,52E-09 14,26379 

AOAH 2,022829 7,283496 7,82E-09 14,21339 

GPR18 1,906552 7,247948 8,9E-09 14,05004 

FCMR 2,345243 7,245281 8,9E-09 14,03779 

CTSS 1,85886 7,212286 9,8E-09 13,88638 

JAML 2,005078 7,208323 9,8E-09 13,8682 

IDO1 2,427764 7,18152 1,08E-08 13,74536 

IL10RA 1,93838 7,167815 1,1E-08 13,6826 

CD180 2,442512 7,155234 1,12E-08 13,62502 
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BTK 1,822653 7,133944 1,2E-08 13,52763 

CD53 1,963203 7,121967 1,26E-08 13,47289 

DOK2 1,952355 7,098064 1,38E-08 13,36371 

KLRB1 1,867088 7,052678 1,64E-08 13,15669 

KCNA3 1,843083 7,041004 1,68E-08 13,1035 

CD4 1,767599 7,037579 1,68E-08 13,08791 

ITGB2 1,846472 7,036282 1,68E-08 13,082 

GZMA 2,132991 7,018763 1,77E-08 13,00225 

PRKCB 1,981633 6,982665 2,03E-08 12,83811 

LYZ 2,4763 6,937362 2,39E-08 12,63249 

ICOS 1,818348 6,91292 2,62E-08 12,52172 

CCR7 2,171186 6,852893 3,22E-08 12,25021 

SLAMF8 1,857127 6,851186 3,22E-08 12,24251 

LAIR1 1,751385 6,792389 3,96E-08 11,97732 

FCER1G 1,869446 6,751178 4,54E-08 11,79191 

CCR2 2,182519 6,735151 4,8E-08 11,7199 

CLEC7A 2,009526 6,725072 5E-08 11,67465 

CD84 1,750667 6,66175 6,49E-08 11,39087 

MYO1F 1,78635 6,626769 7,51E-08 11,2345 

CCR5 1,797454 6,52755 1,06E-07 10,79258 

FCGR3A 2,251171 6,491721 1,21E-07 10,63359 

CXCR6 1,972706 6,451916 1,41E-07 10,45734 

NCF1 1,955246 6,42561 1,57E-07 10,34109 

PARP15 1,750916 6,299638 2,51E-07 9,786924 

HLA-DQA1 1,762569 6,24325 3,13E-07 9,54027 

ACKR1 1,869911 6,228662 3,31E-07 9,476603 

CD38 2,103315 6,220144 3,4E-07 9,439454 

SAMSN1 1,753319 6,16897 4,09E-07 9,216727 

KLRD1 2,101702 6,144577 4,51E-07 9,110828 

CCL19 2,512973 6,132286 4,71E-07 9,057534 

CXCL9 2,900973 6,073554 5,9E-07 8,803494 

CXCL10 2,915862 5,994318 7,83E-07 8,46243 

IL1B 1,905945 5,983085 8,18E-07 8,414238 



 

92 
 

FCGR1A 1,985466 5,92149 1,03E-06 8,150688 

CXCL11 2,076845 5,921365 1,03E-06 8,150157 

JCHAIN 3,077459 5,762247 1,83E-06 7,47509 

GAPT 2,015482 5,75385 1,88E-06 7,439699 

CD79A 1,87785 5,452486 6,03E-06 6,186383 

APOC1 1,825951 5,350613 8,83E-06 5,770454 

FCGR3B 1,844483 5,300474 1,04E-05 5,567259 

DERL3 1,853816 5,094285 2,24E-05 4,742603 

CXCL13 1,976654 4,99458 3,2E-05 4,350404 

CCL18 1,751486 4,574763 0,000144 2,749844 

MZB1 1,897199 4,474213 0,000202 2,379481 

HLA-DRB5 1,88303 3,068326 0,012622 -2,17151 

Tabla 5. Listado de 112 genes obtenido en muestras de sangre periférica 

Con estos 112 genes (Tabla 5) se realizó una media geométrica con la 

finalidad de resumir en un solo parámetro la expresión de los genes con 

expresión diferencial en el rechazo. Este cálculo permite disminuir la 

variabilidad entre grupos respecto al análisis de los genes por separado. Para 

cada paciente se calculó la media geométrica de los 112 genes.  

Se realizó un análisis de componentes principales (PCA) para comprobar 

si la expresión génica entre los grupos diagnósticos era diferente, 

independientemente de si eran biopsias de seguimiento o de causa (Figura 26). 

Al realizar el PCA la primera componente explica un 12,1% de la 

variabilidad y la componente 2 un 6,6%, es decir, un 18,7% de la variabilidad 

total. En la figura se puede apreciar como los pacientes están distribuidos de 

forma aleatoria independientemente de su diagnóstico. Es decir, que no hay 

ningún patrón diferencial de expresión génica dependiente del diagnóstico. 
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Figura 26. Análisis de componentes principales con los 4 grupos diagnósticos: BL, Borderline; 

IFTA, atrofia tubular y fibrosis intersticial; Nor, Normal; REB, Rechazo. 

Una vez comprobado la distribución de la expresión génica entre grupos 

con diagnósticos histológicos diferentes, con el mismo PCA se comprueba si 

existen diferencias en la expresión génica entre las biopsias es de seguimiento 

o de causa. 

Con este PCA (Figura 27) de nuevo se confirma la distribución aleatoria 

de los diagnósticos, tanto si son biopsias de seguimiento como de causa.  
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Figura 27. Análisis de componentes principales con los 7 grupos diagnósticos: Nor, Normal; 

Reb.C, Rechazo Causa; Reb.S, Rechazo Seguimiento; BL.S, Borderline Seguimiento, BL.C, 

Borderline Causa; IFTA.S, IFTA Seguimiento; IFTA.C, IFTA Causa. 

Una vez observada la distribución de la expresión génica entre los grupos 

diagnósticos, se comparó la expresión de los 112 genes de rechazo en los 6 

grupos de estudio (Normal, Rechazo, Borderline Seguimiento, Borderline 

Causa, IFTA Seguimiento, IFTA Causa) mediante Anova tal como se puede 

observar en la Figura 28. 

En las comparaciones entre grupos de la Figura 28 se puede ver que el 

grupo de rechazo es diferente al grupo Borderline Seguimiento con un p < 0,03, 

diferente al IFTA Seguimiento con un p<0,002 y al grupo Normal con un 

p<0,001. En cambio no hay diferencias significativas respecto a los 

diagnósticos de causa, tanto Borderline como IFTA. El grupo Normal es 

diferente a todos los grupos con un p<0,001.  
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Figura 28. Comparación de nuestros 112 genes de rechazo en sangre periférica en los 6 

grupos diagnósticos: Nor, Normal; Reb, Rechazo; BL.S, Borderline Seguimiento, BL.C, 

Borderline Causa; IFTA.S, IFTA Seguimiento; IFTA.C, IFTA Causa. 

Para confirmar estos resultados se quiso realizar el mismo análisis 

utilizando listado de genes de rechazo obtenidos en sangre periférica, 

previamente descritos en la literatura por otros grupos.  Con la finalidad de 

comprobar si en nuestros grupos de estudio los genes de rechazo estaban 

diferencialmente expresados, se consideraron el listado de genes de cada uno 

de estos autores: Roedder et al, Zhang et al y Van Loon et al (62,66,67). Se 

comprobó la expresión génica de estos genes en nuestro microarrays y se 

calculó la media geométrica para cada una de las publicaciones. 

En la Figura 29 con el listado de genes de rechazo publicado en el 

artículo de Roedder et al. no se encontraron diferencias significativas en la 

expresión diferencial de genes de rechazo entre ninguno de los grupos de 

estudio. 
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Figura 29. Comparación de genes de rechazo publicado en el artículo de Roedder et al. en los 

6 grupos diagnósticos: Nor, Normal; Reb, Rechazo; BL.S, Borderline Seguimiento, BL.C, 

Borderline Causa; IFTA.S, IFTA Seguimiento; IFTA.C, IFTA Causa. 

En la Figura 30 con el listado de los genes de rechazo publicados en el 

artículo de Zhang et al, no se encontraron diferencias significativas en la 

expresión diferencial de genes de rechazo entre ninguno de los grupos de 

estudio. 
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Figura 30. Comparación de genes de rechazo publicado en el artículo de Zhang et al. en los 6 

grupos diagnósticos: Nor, Normal; Reb, Rechazo; BL.S, Borderline Seguimiento, BL.C, 

Borderline Causa; IFTA.S, IFTA Seguimiento; IFTA.C, IFTA Causa. 

De nuevo, encontramos unos resultados muy parecidos en la Figura 31 

con el listado de los genes de rechazo publicados en el artículo de Van Loon et 

al, en el que no se encontraron diferencias significativas en la expresión 

diferencial de genes de rechazo entre ninguno de los grupos de estudio. 
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Figura 31. Comparación de genes de rechazo publicado en el artículo de Van Loon et al. en los 

6 grupos diagnósticos: Nor, Normal; Reb, Rechazo; BL.S, Borderline Seguimiento, BL.C, 

Borderline Causa; IFTA.S, IFTA Seguimiento; IFTA.C, IFTA Causa. 

Con cada uno de los listados de genes de los diferentes autores se ha 

podido observar el mismo patrón de expresión génica: no hay una expresión 

diferencial de genes de rechazo en sangre periférica entre el grupo con 

diagnóstico Rechazo versus el grupo con diagnóstico Normal y el resto de 

grupos diagnósticos. 

 16. Caracterización de la contribución de la inflamación del 

injerto a la inflamación sistémica 

Objetivo: El objetivo de este estudio es caracterizar la contribución de la 

inflamación del injerto a la inflamación sistémica valorada con un panel de 20 

citocinas. 

Pacientes: Se han incluido un total de 236  pacientes consecutivos a los 

cuales se les ha realizado una biopsia y se ha obtenido muestra de sangre en 

suero para el estudio de las citocinas. Las características clínicas de los 236 

pacientes como resumen general de los datos se muestra en la siguiente tabla. 



 

99 
 

Para las variables categóricas se han calculado las frecuencias (totales y en 

porcentaje entre paréntesis) y el intervalo de confianza exacto al 95%. Para las 

variables continuas se ha calculado la media y la desviación típica –mean(sd)- 

junto al intervalo de confianza para la media al 95% -IC[,]-. 

Variable Niveles Datos 

NºTR (n=236) Primer Tx 204 (86,4%) [81,4;90,5] 

 Retrasplante 32 (13,6%) [9,5;18,6] 

Edad R (n=236)  51,5 (14,6) [49,7;53,4] 

Sexo R (n=236) Hombre 155 (65,7%) [59,2;71,7] 

 Mujer 81 (34,3%) [28,3;40,8] 

IMC_R (n=236)  26,3 (4,5) [25,7;26,9] 

ER1ª (n=236) Glomerular 57 (24,2%) [18,8;30,1] 

 Nefropatía diabética 24 (10,2%) [6,6;14,8] 

 Nefroangioesclerosis 15 (6,4%) [3,6;10,3] 

 No filiada 64 (27,1%) [21,6;33,3] 

 Otras 30 (12,7%) [8,7;17,6] 

 Poliquistosis 28 (11,9%) [8;16,7] 

 Tubulointersticial 18 (7,6%) [4,6;11,8] 

Modalidad TSR (n=236) Dialisis peritoneal 60 (25,4%) [20;31,5] 

 Hemodiálisis  153 (64,8%) [58,4;70,9] 

 Pre diálisis  23 (9,7%) [6,3;14,3] 

CV_Total_PreTx (n=236)  0,2 (0,5) [0,1;0,3] 



 

100 
 

Inc_Total (n=236)  3,8 (1,2) [3,7;4] 

DSA (n=236) No 215 (91,1%) [86,7;94,4] 

 Si 21 (8,9%) [5,6;13,3] 

EdadD (n=231)  53,6 (16,1) [51,5;55,7] 

SexoD (n=234) Hombre 141 (60,3%) [53,7;66,6] 

 Mujer 93 (39,7%) [33,4;46,3] 

TipoD (n=236) Asistolia controlada 56 (23,7%) [18,5;29,7] 

 Asistolia no controlada 2 (0,8%) [0,1;3] 

 Muerte encefálica 145 (61,4%) [54,9;67,7] 

 Vivo 33 (14%) [9,8;19,1] 

Inducción (n=236) Basiliximab 122 (51,7%) [45,1;58,2] 

 Daclizumab 5 (2,1%) [0,7;4,9] 

 No inducción  10 (4,2%) [2,1;7,7] 

 Timoglobulina  99 (41,9%) [35,6;48,5] 

TIF (n=228)  12,8 (7) [11,9;13,8] 

RechazoAgudo (n=236) No 169 (71,6%) [65,4;77,3] 

 Si 67 (28,4%) [22,7;34,6] 

DGF (n=236) No 193 (81,8%) [76,3;86,5] 

 Si 43 (18,2%) [13,5;23,7] 

Exitus (n=236) No 231 (97,9%) [95,1;99,3] 

 Si 5 (2,1%) [0,7;4,9] 
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Perdida_del_injerto (n=235) No 211 (89,8%) [85,2;93,3] 

 Si 24 (10,2%) [6,7;14,8] 

CV_Total_PosTx (n=236) 0 217 (91,9%) [87,7;95,1] 

 1 o más 19 (8,1%) [4,9;12,3] 

TiempoBxmeses (n=223)  15,8 (38,3) [10,7;20,8] 

Indicación_Bx (n=236) Bk positivo 2 (0,8%) [0,1;3] 

 Deterioro crónico 5 (2,1%) [0,7;4,9] 

 Función renal subóptima 7 (3%) [1,2;6] 

 Deterioro Agudo 15 (7,2%) [4,3;11,3] 

 Lenta recuperación función renal 2 (0,8%) [0,1;0,3] 

 Proteinuria 51 (21,6%) [16,5;27,4] 

 Retraso función injerto 17 (7,2%) [4,3;11,3] 

 Seguimiento 12meses 26 (11%) [7,3;15,7] 

 Seguimiento 3meses 111 (46,2%) [39,7;52,8] 

Infección_Bx No 215 (91,1%) [86,7;94,4] 

 Si 21 (8,9%) [5,6;13,3] 

Diabetes No 132 (55,9%) [49,3; 62,4] 

 Si 104 (44,1%) [37,6; 50,7] 

Tabla 6. Características clínicas de los 236 pacientes. NºTR, número de trasplante; Edad R, 

edad receptor; Sexo R, Sexo receptor; IMC, índice de masa corporal; ER1ª, Enfermedad  renal 

primaria; Modalidad TSR, modalidad de tratamiento sustitutivo renal; CV_Total_PreTx, 

sumatorio de enfermedad cardiovascular pre trasplante; Inc Total, número de 

incompatibilidades HLA totales; DSA, anticuerpos donante específicos pre trasplante (donor 

specific antibody); Edad D, Edad donante; Sexo D, Sexo donante; Tipo D, Tipo Donante; 

Inducción, tratamiento de inducción previo al trasplante; TIF, Tiempo de isquemia; 
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RechazoAgudo, episodio de rechazo agudo previo a la biopsia;   DGF, retraso en la función del 

injerto (delayed graft function); ExitusR, exitus receptor; Perdida del injerto, episodio de pérdida 

del injerto; CV Total PosTx, sumatorio de episodio de enfermedad cardiovascular post 

trasplante; TiempoBxmeses, tiempo pasado entre el trasplante y la biopsia; Indicación Bx, 

motivo indicación de la biopsia; Infección Bx, episodio de infección en el momento de la 

biopsia;  Diabetes, diabetes mellitus tipo 2 pre y post trasplante renal. 

Los diagnósticos histológicos de los 236 pacientes se muestran en la siguiente 

tabla: 

Diagnósticos Número de pacientes 

Normal 51 

Borderline 41 

IFTA 78 

Recidiva 28 

Nefropatía Bk 5 

Pielonefritis 7 

Rechazo Celular 15 

Rechazo 

humoral+Mixto 

11 

Tabla 7. Número de pacientes de los diferentes grupos diagnósticos 

Para cada uno de los grupos diagnósticos se calculó la media y 

desviación estándar de la expresión de cada una de las 20 citocinas. Para 

visualizar qué grupos tenían la expresión media más alta de cada una de la 

citocinas, se ha subrayado en la tabla en color azul el grupo diagnóstico con la 

expresión media más alta y en color amarillo el grupo diagnóstico con el 

segundo valor más alto (Tabla 8).  

Con los valores subrayados en color se puede observar que el grupo con 

los valores medios más altos de citocinas a nivel general es el rechazo 

humoral. El grupo de pacientes con diagnóstico de rechazo celular también 

tiene una expresión media de citocinas con valores altos respecto a los otros 
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grupos. Así mismo, el grupo con diagnóstico de Recidiva y Nefropatía BK 

también tiene una expresión media alta de citocinas. Los grupos con una 

expresión media de citocinas más baja son los grupos diagnósticos Normal, 

IFTA y Borderline. 

 

 Normal 

(n=51) 

Borderline 

(n=41) 

IFTA 

(n=78) 

Recidiva 

(n=28) 

Nefro BK 

(n=5) 

Pielonef 

(n=7) 

RC  

(n=15) 

RH 

(n=11) 

p 

GMSCF 7,30±1,48 7,73± 1,58 7,82±2,74  8,35±4,24 7,50±0,94 7,00±0,87 7,92±1,41 8,09±1,13 0,35 

ICAM1 1870,35±1

844,77 

1780,25±1

497,61 

1609,95±1

399,51 

1715,01±1

407,38 

2188,60±1

917,69 

1813,68±1

109,71 

1595±144

4,55 

3350,82±2

434,92 

0,45 

IFNG 19,30±9,85 18,75±9,50 17,99±8,64 19,60±7,88 19,40±5,97 17,14±5,29 17,10±5,4

7 

25,22±8,42 0,22 

IL6 6,85±2,61 7,88±9,40 6,60±1,98 7,71±3,93 7,00±0,71 7,14±2,29 6,93±1,22 7,41±1,88 0,19 

TNF 49,61±29,8

9 

52,57±28,6

2 

49,49±25,0

1 

55,67±26,9

3 

53,30±28,1

4 

54,89±29,7

2 

46,10±20,

09 

74,54±28,6

7 

0,23 

IL1beta 9,05±2,26 8,99±2,44 8,78±2,18 9,38±3,04 9,85±2,44 8,29±1,52 9±1,51 11,05±3,64 0,22 

IL10 10,72±12,0

9 

8,95±2,72 8,86±3,39 10,2±6,24 10,40±3,36 9±3,21 15,08±16,

18 

14,75±13,2

8 

0,12 

IL1α 29,22±19,0

3 

36,45 

±22,02 

32,38±16,0

8 

61,14 

±95,79 

52,45±25,4

2 

52,25±30,1

2 

46,69±36,

48 

158,61±32

4,77 

0,00

01 

IL12p70 35,22±18,7

3 

36,02±17,4

4 

35,40±17,7

3 

45,01±16,5

4 

35,40±11,9

7 

32,89±18,1

3 

40,90±13,

75 

44,59±16,6

9 

0,10 

IL13 14,86±6,39 16,27±7,15 15,45±6,86 16,94±7,48 18±7,34 14,96±4,85 15,53±5,2

8 

19,36±5,21 0,22 

IL17 14,99±7,29 14,41±5,96 14,41±5,87 16,85±8,15 17,60±7,43 13,86±4,32 14,10±4,9

9 

19,07±6 0,32 

IL4 10,49±3,71 11,07±4,06 10,33±4,17 11,30±4,30 11,40±3,38 10,04±3,39 11,77±4,7

3 

14,18 ± 

6,71 

0,09 

IL8 18,46±22,5

5 

17,29±14,5

7 

17,56±16,6

6 

35,19±58,8

5 

43,25±26,4

4 

30,46±25,7

2 

42,55±62,

02 

26,77±24,3

4 

0,00

4 
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IP10 119,96±25

4,69 

101,69±14

2,20 

73,46 

±86,54 

88,62 

±93,04 

138,10±61,

34 

148,32±11

7,54 

193,72±24

6,53 

150,41±12

0,41 

0,01 

MCP1 229,78±27

5,45 

194,66±18

5,11 

263,52±34

1,03 

242,48±20

6,19 

210,61±14

9,02 

186,82±21

7,51 

240,37±22

6,69 

499,98±44

7,97 

0,40 

INFα 54,81±28,8

0 

51,94 

±25,86 

48,51 

±26,22 

59,78 

±20,82 

57,30 

±19,09 

45,68 

±18,54 

47,05 

±25,14 

64,14 

±20,78 

0,23 

MIP1α 80,56 

±170,96 

48,11 

±37,09 

53,46 

±66,03 

89,55 

±146,66 

67,40 

±61,82 

82,79 

±55,76 

55,67 

±39,05 

81,07 

±72,98 

0,16 

MIP1β 62,99 

±41,56 

66,57 

±45,73 

69,38 

±41,89 

107,55±13

4,77 

79,30 

±38,11 

106,04±87,

84 

67,30 

±33,86 

162,73±20

8,14 

0,29 

Se_sele

ctina 

1639,10±1

441,42 

1529,02±1

379,32 

1528,20±1

446,49 

2140,70±1

365,87 

1591,55±1

156,17 

1581,43±1

790,18 

1221,28±7

78,97 

2187,40±1

736,79 

0,30 

SP_sele

ctina 

691,35±74

2,17 

592,42±62

6,31 

720,85±92

5,84 

762,12±84

8,97 

1200,05±7

78,75 

965,64±85

8,56 

835,43±67

6,92 

789,39±69

2,08 

0,40 

Tabla 8. Representación del nivel de expresión media de cada una de las 20 citocinas en los 

grupos de pacientes agrupados según diagnóstico de la biopsia renal. En azul se ha resaltado 

el grupo diagnóstico con un valor medio más alto en la expresión de cada una de las citocinas 

respecto a los otros grupos y en color amarillo el segundo valor medio más alto. El p valor se 

ha calculado con la prueba de Kruskal Wallis al ser consideras las citocinas variables no 

normales 

 Obtención de perfiles de pacientes a partir de los grupos 16.1

histológicos  

Teniendo en cuenta el nivel de expresión media de la citocinas se 

decidieron agrupar los diagnósticos en los siguientes 4 grupos: No INFLA 

(Normal + IFTA), cambios Borderline, InfecRec (Nefropatía BK, Recidiva, 

Pielonefritis), Rechazo (rechazo celular + rechazo humoral). El grupo de 

pacientes con diagnóstico normal se ha agrupado con el grupo diagnóstico 

IFTA al tener los dos grupos una expresión media de citocinas más baja. El 

grupo de pacientes con diagnóstico Borderline se mantuvo como grupo único, 

al ser considerado en la práctica clínica un diagnóstico con un amplio abanico 

de patrones de inflamación dependiendo del caso clínico. Al mantenerlo como 

grupo único, quisimos explorar su patrón de inflamación y ver si tenía una 

expresión diferencial de citocinas respecto al grupo No INFLA y respecto al 

grupo Rechazo. 
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16.1.1 Caracterización de los grupos histológicos agrupados 

Una vez agrupados los diferentes diagnósticos, realizamos un análisis 

exploratorio con las variables clínicas, de inflamación sistémica y variables 

histológicas para poder observar si había alguna asociación con los 4 grupos 

diagnósticos. 

La variable Sexo R (Sexo receptor) ha obtenido un p valor de 0,04 al 

realizar las comparaciones entre grupos; la proporción de hombres ha sido 

superior en el grupo No INFLA con un 67%, en el grupo de cambios Borderline 

con un 76% y en el grupo InfecRec (infecciones/glomérulo nefritis) con un 67%. 

En el grupo diagnóstico de Rechazo ha sido mayor la proporción de mujeres, 

con un 58%. La variable Sexo d (Sexo donante) en las comparaciones entre 

grupos ha obtenido un p valor de 0,03; la proporción de hombres ha sido 

superior en el grupo No INFLA con un 66%, en el grupo de Rechazo con un 

54% y en el grupo InfecRec con un 67%. En el grupo diagnóstico de cambios 

Borderline la proporción de mujeres ha sido superior con un 59% respecto al 

41% de hombres. La variable RA (rechazo agudo pre biopsia) ha obtenido un p 

valor inferior a 0,001 al realizar las comparaciones entre grupos; la proporción 

de rechazos en el grupo diagnóstico No Infla ha sido del 13%, en el grupos de 

cambios Borderline de un 59%, en el grupo Rechazo de un 73% y en el grupo 

de InfecRec de un 18%. La variable creatinina ha obtenido un p valor de 0,01 al 

realizar las comparaciones entre grupos; el grupo con un valor superior de 

creatinina ha sido el grupo diagnóstico Rechazo (2,33mg/dl), seguido del grupo 

InfecRec (1,81 mg/dl). La variable prot/creat (cociente proteína/creatinina) se 

ha comportado de la misma manera en los grupos diagnósticos, al tener un 

valor superior en el grupo de Rechazo (1623,96 g/g) seguido del grupo 

InfecRec (1418,48 g/g). La variable tiempo (tiempo transcurrido del trasplante a 

la biopsia) ha sido superior en el grupo InfecRec seguido del grupo Rechazo. 

Por último, la variable Motivo (motivo de la biopsia ya sea de causa o de 

seguimiento) ha obtenido una proporción de pacientes con biopsia de causa 

superior en el grupo de Rechazo con un 69% y en el grupo InfecRec con un 

70%. 
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En la Tabla 9 se resumen las características clínicas principales de los 

pacientes:  

 No INFLA 

n=119  

Borderline  

n=41 

Rechazo  

n=26 

InfecRec 

n=40 

p 

Edad R (años) 50,72 ±13,64 52,88±16,06 54,07±15,61 51,15±15,63 0,67 

Sexo R (M/H) 43/86  

33%-67% 

10/31  

24%-76% 

15/11  

58%-42% 

13/27 

33%-67% 

0,04 

Edad D (años) 53,60±15,25 54,96±17,32 56,70±14,84 49,97±17,97 0,37 

Sexo D (M/H) 44/84 

34%-66% 

24/17 

59%-41% 

12/14 

46%-54% 

13/26 

33%-67% 

0,03 

Tipo Donante 77/0/33/19 28/1/7/5 14/1/6/5 26/0/10/4 0,51 

Nº HLA 3,73±1,23 3,80±1,17 3,77±1,18 4,1±1,06 0,39 

DGF (No/Si) 112/17 

87%-13% 

29/12 

71%-29% 

22/4 

84%-15% 

30/10 

75%-25% 

0,07 

RA (No/Si) 112/17 

87%-13% 

17/24 

41%-59% 

7/19 

27%-73% 

33/7 

83%-17% 

0,00 

Creatinina  

(mg/dl) 

1,53±0,52 1,75±0,58 2,33±1,45 1,81±1,28 0,01 

Prot/creat (g/g) 468,93±668,43 758,20±1092,10 1623,96±2067,84 1418,48±1355,24 0,00 

IMC (kg/m2) 26,06±4,23 26,16±4,04 25,93±6,16 27,46±4,79 0,19 

DM II (No/Si) 70/59 

54%-46% 

23/18 

56%-44% 

14/12 

54%-46% 

25/15 

63%-37% 

0,83 
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Enf 

Cardiovascular 

0,06±0,27 0,15±0,42 0,12±0,33 0,1±0,30 0,47 

Infecciones 

(No/Si) 

114/15 

88%-12% 

36/5 

88%-12% 

26/0 

100% 

39/1 

98%-2% 

0,10 

Tiempo Bx 

(meses) 

19,88±45,09 23,00±50,63 32,53±46,35 43,51±54,91 0,05 

Motivo Bx 

(Cau/Seg) 

35/94 

27%-73% 

18/23 

44%56% 

18/8 

69%-31% 

28/12 

70%-30% 

0,00 

DSA preTx 

(No/Si) 

117/12 

90%-10% 

40/1 

98%-2% 

22/4 

85%-15% 

36/4 

90%-10% 

0,32 

Tabla 9 Características clínicas de los pacientes. Edad R, edad receptores; Sexo R, Sexo 

receptores; Edad D, Edad donante; Sexo D, Sexo donante; Tipo Donante (Muerte 

encefálic/Mastricht 2/Mastrciht 3/ Vivo); Nº HLA, número de incompatibilidades HLA; DGF, 

retraso en la función del injerto (delayed graft function); RA, rechazo agudo previo a la biopsia; 

Prot/creat, ratio proteína/creatinina en orina; IMC, índice de masa corporal; DM II, diabetes 

mellitus tipo 2 pre y post trasplante renal; Enf cardiovascular, Enfermedad cardiovascular 

sumatorio; Infecciones, en el momento de la biopsia si el paciente presentaba algún tipo de 

infección; Tiempo, tiempo del trasplante a la biopsia en meses; Motivo, motivo de la biopsias 

(Causa o Seguimiento); DSA preTx, anticuerpos donante específicos pre trasplante (donor 

specific antibody) 

Se ha analizado los niveles de proteína C reactiva en los 4 grupos al ser 

un marcador utilizado en la práctica clínica que mide el grado de inflamación en 

sangre (Tabla 10). El grupo de infecciones recurrentes y el grupo de rechazo 

obtuvieron unos niveles más altos respecto a los otros grupos (No INFLA y 

Borderline) con un p valor de 0,0313. 

 No INFLA 

n=129 

Borderline 

n=41 

Rechazo 

n=26 

InfecRec 

n=40 

p 

PCR (mg/dl) 0,59±2,05 0,43±0,55 1,47±3,66 1,88±5,78 0,0313 

Tabla 10. Niveles de Proteína C Reactiva (PCR) en los 4 grupos diagnósticos. El p valor se ha 

calculado con la prueba de Kruskal Wallis al ser consideras estas variables no normales 

Valores expresados en media±desviación estándard 
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Para medir la inflamación sistémica también evaluamos la expresión 

media de cada una de la citocinas en los 4 grupos (Tabla 11). Los valores 

mostrados en la tabla representan la media y la desviación estándar de cada 

una de las 20 citocinas en los 4 grupos. Para visualizar qué grupos tenían la 

expresión media más alta de cada una de la citocinas, se ha subrayado en la 

tabla en color azul el grupo diagnóstico con la expresión media más alta y en 

color amarillo el grupo diagnóstico con el segundo valor más alto. 

El panel de 20 citocinas se ha analizado obteniendo IL-6, IL-10, IL1-alpha, 

IL-12p70, IL-4, IL-8, IP-10, MIP1-alpha valores de p valor inferiores a 0,05 al 

realizar las comparativas entre grupos para cada citocina. El grupo Rechazo 

obtuvo los valores medios de citocinas más altos en todas las citocinas con p 

valores inferiores a 0,05, menos en la IL-6 y M1P1-alpha. En ambas citocinas el 

grupo de InfecRec supera al valor medio del grupo Rechazo. 

 

 No INFLA 

n=129 

Borderline 

n=41 

Rechazo 

n=26 

InfecRec 

n=40 

p 

GM_SCF 7,62±2,33 7,73±1,58 7,99±1,28 8,01±3,60  0,1107 

ICAM_1 1712,9±1588,70 1780,25±1497,61 2337,85±2079,11 1791,48±1450,43 0,4339 

IFN_G 18,51±9,12 18,75±9,50 20,54±7,87 19,14±7,20 0,2761 

IL_6 6,70±2,24 7,88±9,40 7,13±1,52 7,52±3,41 0,0387 

TNF- alfa 49,54±26,93 52,57±28,62 58,13±27,58 55,23±26,83 0,3487 

IL-1beta 8,89±2,21 8,99±2,44 9,87±2,76 9,24±2,76 0,1743 

IL_10 9,60±8,05 8,95±2,72 14,94±14,74 10,06±5,47 0,0161 

IL1_alpha 31,13±17,30 36,45±22,02 94,04±214,75 58,5±81,08 0,0002 

IL_12p70 35,32±18,06 36,02±17,44 42,46±14,85  41,69±16,78 0,0450 
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IL_13 15,22±6,66 16,27±7,15 17,15±5,49 16,73±6,98 0,1115 

IL_17 14,64±6,45 14,41±5,96 16,20±5,89 16,42±7,48 0,2444 

IL_4 10,39±3,98 11,07±4,06 12,79±5,66 11,09±4,00 0,0294 

IL_8 17,92±19,12 17,29±14,57 35,88±49,54 35,37±50,83 0,0010 

IP_10 91,84±174,26 101,69±142,20 175,39±200,77 105,25±95,78 0,0033 

MCP_1 250,18±316,03 194,66±185,11 350,20±355,19 228,75±198,70 0,3385 

INF_alpha 51,00±27,33 51,94±25,86 54,28±24,51 57,00±20,47 0,3907 

MIP1_alpha 64,18±119,23 48,11±37,09 66,41±56,08 85,60±125,76 0,0475 

MIP1_beta 66,86±41,71 66,57±45,73 107,67±142,42 103,76±118,32 0,1611 

Se_selectina 1572,04±1439,8

7 

1529,02±1379,32 1630,03±1335,41 1974,18±1409,99 0,2285 

Sp_selectina 709,17±854,99 592,42±626,31 815,95±669,87 852,48±835,61 0,1948 

Tabla 11. Expresión del panel de 20 citocinas en los 4 grupos. Valores expresador en 

media±desviación estándar. El p valor se ha calculado con la prueba de Kruskal Wallis al ser 

consideras estas variables no normales 

 

De la misma manera, se han analizado las variables histológicas en cada 

uno de los 4 grupos (Tabla 12). Se han obtenido valores de p valor inferiores a 

0,05 en las siguientes variables histológicas: g, i, t, ci, ct, cpt, i-IFTA y t-IFTA. El 

grupo de rechazo presenta niveles medios más altos en todas las variables 

histológicas que han obtenido una significancia estadística al ser comparadas 

entre los 4 grupos. 

Los resultados se muestran en la siguiente tabla: 
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BANFF 

No INFLA 

n=119 

Borderline 

n=41 

Rechazo 

n=26 

InfecRec 

n=40 

p 

g 0,18 ± 0,52 0,38 ± 0,70 1,23 ± 1,21 0,33 ± 0,69 0,0011 

i 0,11 ± 0,33 0,95 ± 0,50 1,19± 0,90 0,55 ± 0,88 0,0001 

t 0,12 ± 0,32 1,07 ± 0,47 1,31 ± 0,88 0,45 ± 0,71 0,0001 

v 0,06 ± 0,27 0,03 ± 0,16 0,48 ± 0,71 0,03 ± 0,16 0,0743 

ah 0,55 ± 0,81 0,71 ± 0,87 0,65 ± 0,94 0,8 ± 0,99 0,5844 

cg 0,06 ± 0,30 0,03 ± 0,16 0,46 ± 0,76 0,18 ± 0,50 0,1618 

ci 0,81 ± 0,75 1,07 ± 0,72 1,31 ± 0,97 1,13 ± 0,91 0,0231 

ct 0,81 ± 0,63 1,15 ± 0,42 1,24 ± 0,72 1,15 ± 0,80 0,0034 

cv 0,76 ± 0,88 0,71 ± 0,87 0,88 ± 1,03 0,92 ± 0,98 0,8314 

mm 0,07 ± 0,34 0 ± 0 0,32 ± 0,63 0,25 ± 0,54 0,2007 

cpt 0,14 ± 0,41 0,61 ± 0,77 1,12 ± 1,03 0,36 ± 0,67 0,0001 

i-IFTA 1,10 ± 1,18 1,84 ± 1,13 2,13 ± 1,08 1,61 ± 1,29 0,0002 

t-IFTA 0,34 ± 0,48 0,73 ± 0,65 1,17 ± 0,82 0,61 ± 0,69 0,0001 

Tabla 12. Expresión de los marcadores de la biopsia renal realizada a los pacientes según su 

grupo diagnóstico, expresado en media y desviación estándar. g, glomerulitis del trasplante; i, 

inflamación intersticial; t, tubulitis; v, endoarteritis; ah, hilianosis arteriolar; cg, glomerulopatía 

crónica del trasplante; ci, fibrosis intersticial crónica; ct, tubulitis crónica; cv, engrosamiento 

intimal fibroso vascular crónico; mm, expansión de la matriz mesangial; cpt, capilaritis 



 

111 
 

peritubular. El p valor se ha calculado con la prueba de Kruskal Wallis al ser consideras estas 

variables no normales. 

 Obtención de perfiles de pacientes a partir de las citocinas 16.2

Una vez realizado este análisis, quisimos realizar un nuevo estudio de los 

datos con el objetivo de obtener perfiles de pacientes a partir de la expresión 

de la citocinas. En este análisis, a diferencia de los anteriores, no agrupamos a 

los pacientes según su diagnóstico histológico, sino que agrupamos los 

pacientes según su perfil de expresión de las citocinas. 

Primero de todo se muestra un esquema de los procedimientos 

realizados: 

 

Figura 32. Esquema general del análisis con el panel de 20 citocinas. PCA, análisis de 

componentes principales; PAM,  partición alrededor de medoides; CART, árbol de clasificación. 

 

16.2.1 Análisis exploratorio de las citocinas 

En primer lugar se ha calculado la matriz de correlaciones para las 20 

citocinas. La parte inferior de la diagonal muestra el diagrama de dispersión 

para cada pareja de variables. La parte superior de la diagonal muestra el 

coeficiente de correlación de Pearson. En la diagonal se observa la distribución 

para cada una de las variables (Figura 33).  
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Figura 33. Matriz de correlaciones de las 20 citocinas 

Para aumentar la robustez de los análisis se ha procedido a escalar las 

variables después de haber aplicado a los datos una transformación 

logarítmica.  

16.2.2 Reducción de la dimensión 

Una vez las citocinas han sido escaladas se ha procedido a reducir la 

dimensión para el conjunto de datos de citocinas mediante un análisis de 

componentes principales (PCA). El objetivo es obtener una representación de 

los datos con el mínimo número de dimensiones que permitan perder la mínima 

información posible de los datos. A continuación se muestra el porcentaje de 

variabilidad explicada por cada una de las componentes. En la Figura 34 se 

muestra que la primera componente explica un 52% de la variabilidad total, la 

componente dos un 10 % y así sucesivamente. Al realizar un sumatorio de la 

variabilidad explicada de las 10 primeras componentes encontramos que 

representan un 90% de la variabilidad total (Figura 34).  
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Figura 34. Variabilidad explicada en cada una de las componentes 

Seguidamente se indica la contribución de cada una de las citocinas 

estudiadas en cada una de las dimensiones (componentes). Tal y como se 

muestra en la Figura 35 la mayoría de las citocinas se correlacionan con la 

dimensión 1. Esto conlleva que existe una gran colinealidad entre las citocinas. 

Cabe destacar que la citocina MCP-1 tiene su mayor rango de expresión en la 

dimensión 4 o la SP-selectina tiene una fuerte expresión en la dimensión 8.  
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Figura 35. Contribución de las citocinas en cada una de las dimensiones 

Con el objetivo de comprobar si realmente todas las citocinas están o no 

correlacionadas se han representado gráficamente las citocinas en un círculo 

de correlación (Figura 36). Se observa que todas las citocinas se correlacionan 

positivamente con la dimensión 1 del PCA. En cambio, en la dimensión 2 del 

PCA unas citocinas se correlacionan de forma positiva y otras de forma 

negativa. 

 

Figura 36. Círculo de correlación de las 20 citocinas 
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16.2.3 Obtención de perfiles de pacientes con el análisis de clústers 

con el método PAM 

Se ha realizado un análisis de clústers con el objetivo de obtener perfiles 

de pacientes teniendo en cuenta las 10 dimensiones obtenidas en el apartado 

anterior. Una vez obtenida la correspondiente matriz de distancias se ha 

procedido a estimar los grupos a partir del método PAM (Partición alrededor de 

Medoides). A continuación se muestran los resultados obtenidos con el método 

PAM. Se ha calculado el número óptimo de grupos considerando un mínimo de 

2 y un máximo de 10. 

En la Figura 37 se puede observar que 2 clústers obtienen el valor más 

alto y, por lo tanto, es el número más óptimo de grupos con los que agrupar a 

los pacientes. 

 

Figura 37. Número de clústers obtenidos con el método PAM 

En los análisis realizados previamente se ha observado una gran 

colinealidad entre citocinas y con la reducción de la dimensión y la agrupación 

por clústers se ha conseguido identificar dos grupos. Con estos datos, se 

realizó un proceso de construcción de un árbol de clasificación (CART) 

asociado a los grupos identificados en los pasos anteriores (Figura 38). 

El análisis CART escogió a tres citocinas MIP-1alpha, IL-13 e IL-4 como 

aquellas citocinas que mejor permiten clasificar a nuestros pacientes en los dos 
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grupos previamente generados. El CART ha clasificado a los pacientes en 4 

grupos (Node). Cada “node” tiene en cuenta el % de probabilidad de pacientes 

que cumplan las características del árbol. Por ejemplo, para que un paciente 

esté en el “node 3”, ha de tener  un valor de MIP1-alpha menor de 30,25 y de 

IL-13 menor de 12,875. El color gris representa aquellos pacientes con un nivel 

de expresión bajo de citocinas (menos inflamados=grupo 1 del método PAM) y 

el color negro un nivel de expresión alto de citocinas (más inflamados=grupo 2 

del método PAM). En el “node 3” hay 65 pacientes que tendrían una menor 

expresión de citocinas, a excepción de 1 paciente con expresión alta de 

citocinas. En el “node 4” encontramos a 15 pacientes en los cuales la mitad 

tendría una expresión baja de citocinas y la otra mitad alta. En el “node 6” hay 

22 pacientes en los que la mitad tienen una expresión baja de citocinas y la 

otra mitad una expresión alta. En el “node 7” hay 134 pacientes que una 

expresión alta de citocinas a excepción de 1 paciente, que tiene una expresión 

baja de citocinas. 

 

Figura 38. Árbol de clasificación (CART) 

A continuación en la Tabla 13 se muestran los datos estadísticos 

obtenidos del árbol de clasificación CART con las tres citocinas seleccionadas: 

MIP-1alpha, IL-13 y IL-4. Estos datos estadísticos demuestran que clasificar a 
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nuestros pacientes con estas 3 citocinas tiene una precisión del 91% una 

sensibilidad del 88% y una especificidad del 93%. 

Accuracy 0,911 Mcnemar’s Test P-value 1 

95% CI (0,87;0,94) Sensivity 0,88 

P- Value <2e-16 Specificity 0,93 

Kappa 0,81 Balanced Accuracy 0,91 

Tabla 13. Datos estadísticos obtenidos con CART 

Para los análisis realizados posteriormente los grupos que se tuvieron en 

cuenta son los siguientes: 

 1: se corresponde al Node 3 del árbol de clasificación 

 1-2: se corresponde al Node 4 y 6 del árbol de clasificación 

 2: se corresponde al Node 7 del árbol de clasificación 

Se han agrupado el node 4 y el node 6 al considerarse que representaba 

a pacientes con valores de expresión de citocinas medios; ni muy altos, ni muy 

bajos. A continuación se muestra la correspondencia entre los grupos 

obtenidos con PAM y la nueva clasificación del CART. En la primera fila están 

situados los 2 grupos obtenidos con el método PAM y en la primera columna 

están situados los 3 grupos obtenidos con el método CART (1, 1-2, 2). 

Como se puede observar en la Tabla 14 hay 64 pacientes que coinciden 

en el grupo 1 (baja inflamación) de ambas clasificaciones, así como 131 que 

coinciden en el grupo 2 (alta inflamación) en ambas clasificaciones. En el grupo 

1-2 de la clasificación CART hay 19 pacientes que estaban en el grupo 1 de la 

clasificación PAM y 18 pacientes que estaban en el grupo 2 de la clasificación 

PAM. 
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 1 2 

1 64 1 

1-2 19 18 

2 3 131 

Tabla 14. Correlación entre la clasificación PAM y la clasificación del CART 

16.2.4 Heatmap 

Con el objetivo de visualizar el conjunto de datos se ha realizado un 

heatmap, agrupando según los individuos y citocinas (Figura 39). El código de 

colores es: azul para los valores bajos y rojo para los valores elevados. Se ha 

realizado una agrupación jerárquica de las muestras y las citocinas para 

facilitar su interpretación. El siguiente gráfico muestra los individuos agrupados 

según el método CART, método utilizado para la caracterización de los 

individuos. El color negro es el grupo 1, los rojos el grupo 1-2 y el verde el 

grupo 2. 

 En el Heatmap se puede apreciar que el grupo 1 tiene una expresión de 

citocinas en los pacientes reflejado en el gráfico con color azul, es decir, una 

expresión de citocinas baja. El grupo 1-2 tiene a pacientes con una expresión 

de citocinas baja y otros alta, en el gráfico se ve reflejado con los colores azul y 

rojo. Y el grupo 2 tiene una expresión general de citocinas alta, por ello la 

mayor parte del gráfico en toda la parte derecha es de color rojo. 
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Figura 39. Heatmap 

  

16.2.5 Caracterización de los grupos obtenidos con el método CART 

Se ha realizado un análisis de las variables clínicas asociadas a los 

grupos obtenidos con el método CART. Para las variables categóricas se han 

calculado las frecuencias (totales y en porcentaje entre paréntesis) y el 

intervalo de confianza exacto al 95%. Para las variables continuas se ha 

calculado la media y la desviación típica –mean(sd)- junto al intervalo de 

confianza para la media al 95% -IC[,]-. 

Teniendo en cuenta las variables que han obtenido un p valor inferior al 

0,05 al realizar las comparaciones entre grupos, podemos deducir los 

siguientes resultados: La variable Edad R (edad receptor) ha obtenido un valor 

superior en el grupo 1-2 con un valor de medio de 59,7 años. Respecto a la 

variable EdadD (edad donante) el grupo con un valor superior ha sido, de 

nuevo, el 1-2 con un valor medio de 62,2 años en su conjunto de pacientes. Por 
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último, la variable TiempoBxmeses (tiempo transcurrido del trasplante a la 

biopsia) ha obtenido un valor medio superior en el grupo 2, seguido del grupo 

1. 

Variable Niveles 1 1-2 2 p-valor 

Edad R (n=236)  65 

48,5 (15) 

[44,8;52,3] 

37 

59,7 (13,8) 

[55,1;64,3] 

134 

50,7 (13,9) 

[48,4;53,1] 

<0,001 

Sexo R (n=236) Hombre 46 (70,8%) 

[58,2;81,4] 

20 (54,1%) 

[36,9;70,5] 

89 (66,4%) 

[57,8;74,3] 

0,223 

 Mujer 19 (29,2%) 

[18,6;41,8] 

17 (45,9%) 

[29,5;63,1] 

45 (33,6%) 

[25,7;42,2] 

 

 

IMC_R (n=236)  65 

25,8 (4,1) 

[24,8;26,8] 

37 

26,4 (4,4) 

[24,9;27,9] 

134 

26,5 (4,8) 

[25,7;27,4] 

0,555 

DSA (n=236) No 60 (92,3%) 

[83;97,5] 

35 (94,6%) 

[81,8;99,3] 

120 (89,6%) 

[81,3;94,2] 

0,696 

 Si 5 (7,7%) 

[2,5;17] 

2 (5,4%) 

[0,7;18,2] 

14 (10,4%) 

[5,8;16,9] 

 

EdadD (n=231)  64 

52,4 (16,9) 

 [48,2;56,6] 

36 

62,2 (13,3) 

[57,7;66,8] 

131 

51,8 (15,7) 

[49,1;54,5] 

<0,001 

TipoD (n=236) Asistolia controlada 16 (24,6%) 

[14,8;36,9] 

9 (24,3%) 

[11,8;41,2] 

31 (23,1%) 

[16,3;31,2] 

0,082 

 Asistolia no controlada 1 (1,5%) 

[0;8,3] 

1 (2,7%) 

[0,1;14,2] 

0 (0%) 

[0;2,7] 

 

 Muerte encefálica 35 (53,8%) 

[41;66,3] 

26 (70,3%) 

[53;84,1] 

84 (62,7%) 

[53,9;70,9] 

 

 Vivo 13 (20%) 

[11,1;31,8] 

1 (2,7%) 

[0,1;14,2] 

19 (14,2%) 

[8,8;21,3] 

 

Inducción (n=236) Basiliximab 33 (50,8%) 

[38,1;63,4] 

14 (37,8%) 

[22,5;55,2] 

75 (56%) 

[47,1;64,5] 

0,062 
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 Daclizumab 0 (0%) 

[0;5,5] 

0 (0%) 

[0;9,5] 

5 (3,7%) 

[1,2;8,5] 

 

 No inducción  3 (4,6%) 

[1;12,9] 

0 (0%) 

[0;9,5] 

5 (3,7%) 

[1,2;8,5] 

 

 Timoglobulina  29 (44,6%) 

[32,3;57,5] 

23 (62,2%) 

[44,8;77,5] 

47 (35,1%) 

[27;43,8] 

 

Tirmpo isquemia (n=228)  11,7 (7,5) 

[9,9;13,6] 

13,9 (5,3) 

[12,1;15,7] 

13,1 (7,1) 

[11,9;14,4] 

0,276 

Perdida_del_injerto (n=235) No 60 (93,8%) 

[84,8;98,3] 

35 (94,6%) 

[81,8;99,3] 

116 (86,6%) 

[79,6;91,8] 

0,214 

 Si 4 (6,2%) 

[1,7;15,2] 

2 (5,4%) 

[0,7;18,2] 

18 (13,4%) 

[8,2;20,4] 

 

TiempoBxmeses (n=223)  13,9 (35,6) 

[4,9;22,8] 

11,6 (36,8) 

[0,7;23,9] 

18 (40,2) 

[10,8;25,2] 

0,038 

Tabla 15. Características clínicas con grupos CART con un p valor inferior al 0,7: Edad 

R, edad receptores; Sexo R, Sexo receptores; IMC, índice de masa corporal; DSA, anticuerpos 

donante específicos pre trasplante; EdadD, Edad donante; Sexo D, Sexo donante; TipoD, tipo 

donante (Asistolia controlada/Asistolia no controlada/Muerte encefálica/ Vivo); Inducción, 

tratamiento de inducción previo al trasplante renal (Basiliximab/Daclizumab/No 

inducción/Timoglobulina); Tiempo isquemia, tiempo isquemia previo al trasplante; 

Perdida_del_injerto, pérdida de injerto; TiempoBxmeses, tiempo del trasplante renal a la 

biospia en meses. 

También evaluamos las variables analizadas en la analítica convencional. 

Teniendo en cuenta las variables que han obtenido un p valor inferior al 0,05 al 

realizar las comparaciones entre grupos, podemos deducir los siguientes 

resultados: el grupo 2 ha obtenido un valor medio superior respecto a la 

variable “prot/creat” (cociente proteína/creatinina) y también respecto a la 

variable “mau/creat” (cociente albúmina/creatinina). La variable “linfocitos” ha 

obtenido un valor medio superior en el grupo 2, con un valor medio de 1,7. La 

variable “monocitos” si nos fijamos en el intervalo de confianza, podemos 

observar un rango superior en el grupo 2, pero las diferencias son mínimas, a 

pesar de tener un p valor significativo al realizar las comparaciones entre 

grupos.  
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En la Tabla 16 se muestran las variables con un p-valor inferior a 0,1. 

 

Variable 1 1-2 2 p-valor 

Prot/Creat 65 

722,9 (1229,6) 

[418,2;1027,6] 

36  

738,2 (1127,3) 

[356,8;1119,6] 

132 

859,6 (1174,2) 

[657,4;1061,8] 

0,042 

Mau/Creat 64 

319 (728) 

[137,2;500,8] 

33 

376,5 (777,5) 

[100,8;652,2 

126 

488,2 (845) 

[339,3;637,2] 

0,022 

25vitD0 65 

17,3 (9,8) 

[14,9;19,8] 

36 

12,8 (5,4) 

[11;14,6] 

131 

16,6 (9,2) 

[15;18,2] 

0,056 

PCRuso 65  

0,4(0,4) 

7[9,3;0,5] 

37 

0,7 (1,4) 

[0,2;1,1] 

132 

1,2 (4) 

[0,5;1,9] 

0,073 

 

Leucocitos 65 

6,5 (2,5) 

[5,9;7,1] 

37 

6,9 (2,9) 

[5,9;7,9] 

134 

7,5 (3,2) 

[7;8] 

0,059 

Linfocitos 65 

1,9 (3,3) 

[1,1;2,7] 

37 

1,3 (0,8) 

[1;1,5] 

134 

1,7 (0,9) 

[1,6;1,9] 

0,006 

Monocitos 65 

0,6 (0,7) 

[0,4;0,8] 

37 

0,6 (0,3) 

[0,5;0,7] 

134 

0,6 (0,2) 

[0,6;0,7] 

0,005 

Tabla 16. Características analítica convencional con grupos CART 

16.2.6 Concordancia entre diagnósticos clínicos y grupos 

generados 

Por último se ha evaluado la concordancia entre los grupos generados 

mediante PAM o CART (clúster a partir de citocina o árbol), y los diagnósticos 

clínicos habituales. A continuación se muestran las tablas de frecuencias 

indicando el número total de casos, los porcentajes por filas y por columnas. 
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16.2.7 Grupos PAM vs diagnósticos histológicos 

En primer lugar se ha comparado los 2 grupos obtenidos con el método 

PAM versus todo listado de grupos diagnósticos histológicos por separado. Con 

el test de Chi cuadrado la p obtenida ha sido de 0,277. El grupo 1 incluye a los 

pacientes con una menor expresión de citocinas, por lo tanto, menos 

inflamados. En la Tabla 17 podemos observar que en el grupo 1 incluye a 35 

pacientes del grupo IFTA (44,9% del total de pacientes de este grupo), 21 

pacientes del grupo diagnóstico Normal (41,2% del total de pacientes de este 

grupo) y 14 pacientes del grupo diagnóstico de “cambios Borderline2 (un 34,1% 

del total de pacientes de este grupo). Respecto al grupo 2 se puede destacar 

que incluye a 10 pacientes con diagnóstico de rechazo humoral+rechazo mixto 

(un 90,9% del total de pacientes de este grupo), así como un 73% del total de 

pacientes del grupo diagnóstico de rechazo celular. Respecto al grupo 

Recidiva, el grupo 2 incluye un 71,4% del total de pacientes de este grupo. Es 

decir, el grupo 2 incluye un mayor porcentaje de los diagnósticos más 

inflamados. En cambio no se observa una relación entre el grado de 

inflamación sistémica y los cambios Borderline o la presencia de IFTA. 



 

124 
 

 

Tabla 17. Comparación grupos PAM versus diagnósticos histológicos 

Para poder clarificar la correlación entre los diagnósticos clínicos y los 

grupos obtenidos con el método PAM, se ha utilizado la clasificación obtenida 

al agrupar los grupos diagnósticos según su nivel de expresión media de 

citocinas. El grupo diagnóstico normal y el grupo diagnóstico IFTA se 

agruparon en la categoría “No Infla”. Los grupos diagnóstico Recidiva, 

Nefropatía BK y Pielonefritis se agruparon en la categoría “InfecRecidiva”. Los 

dos grupos diagnósticos de rechazo celular y el grupo de rechazo 

humoral+mixto se agruparon en la categoría de Rechazo. Con el test de Fisher 

la p obtenida en estas comparaciones ha sido de 0,059. 

Tal y como se puede observar en la Tabla 18, en el grupo 1 se encuentra 

un 43,4% de pacientes con diagnóstico No infla y un 34,1% de pacientes con 

diagnóstico Borderline. En el grupo 2 hay incluidos un 80,8% de pacientes con 

diagnóstico de Rechazo y un 72,5% de pacientes con diagnósticos asociados a 

la categoría InfecRecidiva. En el diagnóstico Borderline los pacientes se 

encuentran correlacionados de la siguiente forma: 34,1% de pacientes en el 

grupo 1 y 65,9% de pacientes en el grupo 2. 
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Tabla 18. Comparación grupos PAM versus agrupación de diagnósticos histológicos 

 

16.2.8 Grupos CART vs diagnósticos clínicos 

El mismo análisis se ha realizado con los grupos obtenidos con el método 

CART. Se ha realizado una primera comparación entre los grupo CART vs 

todos los diagnósticos histológicos (Tabla 19). Con el test de Chi cuadrado de 

Pearson la p obtenida ha sido de 0,172.  

Respecto al grupo 1, asociado a menos inflamación, encontramos un 33% 

de pacientes con diagnóstico IFTA respecto al total de este grupo y un 35% de 

pacientes con diagnóstico Normal. El diagnóstico Borderline incluye un 24% de 

pacientes y el grupo de Recidiva un 21,4%. Respecto al grupo 1-2, asociado a 

una inflamación media, encontramos un 19% tanto de pacientes con 

diagnóstico Borderline como con diagnóstico IFTA. Destaca que únicamente se 

encuentran asociados a este grupo 2 pacientes con diagnóstico de rechazo 

celular. Por último, respecto al grupo 2, asociado a una alta inflamación, 

encontramos un 90% de pacientes con diagnóstico de Rechazo humoral+Mixto 

y un 66,7% de pacientes con rechazo celular. Además, en este grupo 2 

también se encuentra asociado un 64,3% de pacientes con diagnóstico de 

Recidiva, un 56% de pacientes con diagnóstico Borderline y un 47% de 

pacientes con diagnóstico IFTA.  
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Tabla 19. Comparación grupos CART versus diagnósticos histológicos 

Por último, se ha utilizado la clasificación obtenida al agrupar los 

diferentes diagnósticos histológicos según su nivel de expresión media de 

citocinas. Se ha realizado la comparación respecto a los grupos obtenidos con 

el método CART (Tabla 20). Con el test de Fisher la p obtenida en estas 

comparaciones ha sido de 0,059. 

 En el grupo 1 se encuentra un 34,1% de pacientes con diagnóstico No 

infla y un 24,4% de pacientes con diagnóstico Borderline. En el grupo 1-2, 

asociado a pacientes con una inflamación media, hay incluidos un 19,5% de 

pacientes con diagnóstico de Borderline, un 17,5% de pacientes con 

diagnósticos asociados a la categoría InfecRecidiva. En el grupo 2, asociado a 

más inflamación, hay un 76,9% de pacientes con diagnóstico del grupo 

Rechazo, un 65% de pacientes con diagnóstico del grupo InfecRecidiva y un 

56,1% de pacientes con diagnóstico Borderline. Pero, a su vez, en el grupo 2 
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hay asociado un 50,4% de pacientes con diagnóstico No Infla, es decir, 

pacientes con una baja inflamación.  

 

Tabla 20. Comparación grupos PAM versus agrupación de diagnósticos histológicos 

 Al evaluar estas comparaciones podemos deducir que el grupo 2 

obtenido con el método CART incluye un mayor número de pacientes 

asociados a diagnósticos con inflamación, es decir, Rechazo y InfecRecidiva. 

Pero también se observa una fuerte asociación que incluye a pacientes con los 

diagnósticos Borderline e IFTA.  

 

 

 

 

 

 





 
 

Discusión
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 17. Expresión de genes de rechazo en biopsias renales 

Los estudios llevados a cabo en los últimos años mediante la utilización 

de microarrays en biopsias del aloinjerto renal con el fin de mejorar la precisión 

del diagnóstico histológico, han permitido caracterizar los genes asociados a 

rechazo. 

 Los primeros estudios caracterizaron genes de rechazo que permitían 

diferenciar entre biopsias con rechazo y biopsias normales (71,109). Sin 

embargo existen muchos genes cuya su expresión se observa en rechazo y en 

otras condiciones inflamatorias como pueden ser glomerulopatías, nefropatía 

BK, infección por citomegalovirus, etc. Por este motivo el grupo de Edmonton 

propuso estudiar los genes que están diferencialmente expresados en el 

rechazo respecto a todos los posibles diagnósticos en biopsias de indicación. 

El estudio de De Freitas et al en 2012 (110) comparó un grupo de biopsias de 

rechazo versus un grupo con diferentes diagnósticos. En este estudio obtuvo 

un listado de genes asociados a rechazo que estaban diferencialmente 

expresados respecto a otros diferentes diagnósticos. 

 Posteriormente el mismo grupo caracterizó aquellos genes que permiten 

diferenciar entre genes de rechazo celular y humoral. En 2013 Reeve J et al 

publicaron genes asociados a TCMR que no estaban asociado a rechazo 

humoral  y en el mismo año Sellarés et al. publicaron genes asociados a ABMR 

que no estaban presenten en el rechazo celular (75). Es importante remarcar 

que en estos estudios se ha visto que existen un conjunto de genes que se 

expresan tanto en el ABMR como en el TCMR. En 2013 en un estudio 

multicéntrico en el que participaron llamado Intercom, se confirmó que es 

posible diferenciar los dos tipos de rechazo a partir del microarray (74). 

 El sistema de clasificación internacional de BANFF para las biopsias del 

aloinjerto renal tiene limitaciones. Existe un importante variabilidad entre 

observadores en la evaluación de las lesiones básicas y, por tanto, de los 

diagnósticos (111). Además la biopsia renal constituye una muestra del daño 

renal para evaluar lesiones que tienen una distribución heterogénea. En los 

últimos años la clasificación de Banff ha sufrido distintas modificaciones  con el 
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fin de adaptarse a los nuevos datos que han ido permitiendo afinar los criterios 

diagnósticos en las distintas formas de rechazo. Una limitación importante en la 

clasificación, que sigue siendo motivo de discusión, es comprender el 

significado de los cambios Bordeline (40,112). 

Han sido varios autores que han puesto en duda que el diagnóstico de 

cambios Borderline represente una forma de TCMR (113). Pero el diagnóstico 

molecular sí que permite diferenciar si hay o no hay expresión génica de 

rechazo en diagnósticos dudosos como el Borderline o incluso en pacientes 

con fenotipos incompletos por debajo del umbral que define el diagnóstico de 

cambios Borderline (84,110).   

Por otro lado,  la IFTA constituye un diagnóstico que en algunos pacientes 

se asocia a un deterioro de la función renal y pérdida del injerto. Algunos 

autores han evaluado si en los pacientes con fibrosis intersticial y atrofia tubular 

existe una expresión de genes de rechazo ya sean en biopsias de seguimiento 

o de indicación. 

Park et al., en un estudio realizado en biopsias de seguimiento al año con 

fibrosis con o sin inflamación observaron que existe expresión de genes de 

rechazo en los pacientes que tienen fibrosis con inflamación en áreas sanas 

pero también en pacientes con fibrosis sin inflamación, sugiriendo que 

fenotipos histológicos diferentes del rechazo pueden mostrar la aparición de 

genes de rechazo. Estos resultados se confirmaron en el estudio de Modena et 

al que incluían tanto biopsias de causa como de seguimiento. En este estudio 

se pudo comprobar la presencia de la activación de genes de rechazo en los 

grupos con diagnóstico IFTA, tanto en el subgrupo con diagnóstico IFTA más 

inflamación como con el subgrupo de IFTA sin inflamación (86). En un estudio 

posterior, se observó que la activación de genes de rechazo en pacientes con 

IFTA se asocia a  la pérdida del injerto (114). 

Por lo tanto, los estudios de expresión génica en tejido renal permiten 

identificar genes de rechazo en diagnósticos de pacientes que solo presentan 

IFTA. Todos estos estudios se han realizado tanto con biopsias de seguimiento 

como con biopsias de causa, concluyendo que los pacientes con diagnóstico 
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de Borderline e IFTA se asocian a genes de rechazo en una proporción de 

pacientes y que estos genes se asocian a la pérdida del injerto. 

 En nuestro estudio uno de los objetivos era evaluar los genes de 

rechazo, tanto en biopsias de seguimiento como de causa, en grupos de 

pacientes con IFTA o cambios Borderline. 

En primer lugar, se comparó la expresión génica de cada uno de los 

grupos de rechazo, celular (TCMR) y  rechazo humoral (ABMR), versus el 

grupo Normal para comprobar si comparten o no genes propios del rechazo. Se 

observó que comparten una gran cantidad de genes y por ello se decidió 

agruparlos. Además, también se pudo comprobar que la indicación clínica 

(seguimiento o causa) es independiente de la expresión diferencial de los 

genes de rechazo. 

Una vez definido el grupo de rechazo, se realizó un análisis de PCA y 

observamos que los pacientes con rechazo presentan una expresión diferencial 

de genes respecto a los pacientes con una biopsia normal, IFTA o cambios 

borderline. Por lo tanto, nosotros evaluamos cuales eran los genes con mayor 

expresión diferencial entre el diagnóstico de rechazo y las biopsias de 

seguimiento normales. Una vez caracterizados estos genes estudiamos si 

existía una expresión de genes de rechazo en los siguientes grupos: cambios 

borderline en una biopsia tanto de seguimiento como de causa e IFTA con una 

biopsia tanto de seguimiento como de causa. 

En el grupo de IFTA de seguimiento no hay una expresión aumentada de 

genes de rechazo respecto al grupo de biopsias normales de seguimiento. En 

los pacientes con un diagnóstico de IFTA en biopsia de seguimiento, la fibrosis 

no conlleva un proceso activo. Y en este sentido nuestros datos confirman que 

la fibrosis observada en biopsias de seguimiento, especialmente en biopsias 

precoces representa la fibrosis presente en el donante. En cambio en la biopsia 

de causa con el diagnóstico de IFTA sí que existe un incremento de la 

expresión de genes de rechazo lo que sugiere que algunos de estos pacientes 

podrían beneficiarse de algún ajuste en la pauta inmunosupresora. 
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En los pacientes en la biopsia de seguimiento con cambios Borderline, 

existe un discreto aumento de los genes asociados a rechazo respecto a las 

biopsias normales. En los pacientes con cambios Borderline por causa existe 

un aumento muy significativo de la expresión de genes de rechazo versus las 

biopsias normales de seguimiento. Cuando un paciente presenta deterioro de 

la función renal y en la biopsia se observa cambios Borderline, este paciente 

recibe un tratamiento mediante bolus de esteroides y habitualmente responde 

al tratamiento anti rechazo. Nuestros datos, confirman la necesidad de tratar 

los cambios borderline en una biopsia de causa.  

Existe una discusión de la necesidad de tratar a los pacientes borderline 

en la biopsia de seguimiento.  Seifert ME et al. en un estudio de biopsias de 

seguimiento realizadas durante los primeros meses en el que los pacientes con 

rechazo subclínico se trataban con bolus de esteroides y los pacientes con 

cambios Borderline se trataban según criterio médico, observaron, que los 

pacientes con cambios Borderline que eran tratados tenían mejor supervivencia 

de los que no se habían tratado, sugiriendo que estos pacientes se 

beneficiaban del tratamiento con bolus de esteroides (115). En este sentido, 

nuestros datos sugieren que una proporción de los pacientes con cambios 

borderline en la biopsia de seguimiento, presentan expresión génica de 

rechazo y podrían beneficiarse del tratamiento con bolus de esteroides. 

Nuestros datos contribuyen a explicar por qué en el estudio de Seifert ME et al. 

se describe una mejor supervivencia del injerto en los pacientes con cambios 

Borderline. 

En su conjunto nuestros resultados sugieren que la determinación de los genes 

de rechazo en las biopsias de seguimiento permitiría detectar aquellos 

pacientes con un grado de activación inmunológica. Nuestros datos no 

permiten responder a la pregunta de si la adecuación de la inmunosupresión en 

función de la activación génica permitiría diferenciar entre pacientes que 

reciben una inmunosupresión adecuada y aquellos que reciben una 

inmunosupresión insuficiente. 

Para confirmar que los genes de rechazo están diferencialmente 

expresados en nuestros grupos de estudio (IFTA y Borderline en biopsias de 
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causa y cambios Borderline en biopsias de seguimiento) se realizó el mismo 

análisis utilizando listado de genes de rechazo previamente descritos en la 

literatura por otros grupos (106–108). Los resultados obtenidos con estas 

comparaciones confirman nuestros resultados en cuanto a la expresión génica 

diferencial de genes de rechazo tanto en  los grupos IFTA y cambios Borderline 

en biopsias por causa y cambios Borderline en biopsias de seguimiento. 

Aunque únicamente con el  grupo de pacientes con diagnóstico de cambios 

Borderline en biopsia por causa la expresión de los genes de rechazo descritos 

por Venner et al., Kathri et al. y Wang et al. estaba significativamente 

aumentada respecto a los controles, sí que existía un aumento numérico de la 

expresión de genes de rechazo en los pacientes con IFTA y en los pacientes 

con cambios Borderline en la biopsia de seguimiento (106–108). 

 18. Expresión de genes de rechazo en sangre periférica 

Se ha estudiado el uso de perfiles de expresión de genes de rechazo en 

células mononucleares periféricas como una herramienta diagnóstica no 

cruenta para la detección temprana del rechazo (116). La ventaja teórica del 

estudio de los genes de rechazo en sangre periférica es que teóricamente 

podría obviar la realización de la biopsia renal es una proporción de pacientes. 

Los primeros estudios se centraron en la utilización de perfiles de 

expresión génica para discriminar entre rechazo y no rechazo (117) y también 

para monitorizar a los injertos estables y proporcionar una detección temprana 

de los injertos con rechazo subclínico o incluso poder predecir qué pacientes 

pueden desarrollar rechazo con cierta antelación (59). 

 

En 2012 Li L et al. realizaron un estudio con 236 pacientes trasplantados 

renales, tanto pediátricos como adultos. Se realizaron 367 biopsias y se obtuvo 

una muestra de sangre periférica en el momento de la biopsia. Las biopsias se 

clasificaron según los criterios de Banff 2011. Como cohorte exploratoria 

utilizaron 122 biopsias. Se identificaron un total de 32 genes que estaban 

diferencialmente expresados en los pacientes con diagnóstico de rechazo. 

Posteriormente, en una cohorte de validación, confirmaron la expresión 

diferencial de 5 de estos 32 genes en los pacientes con diagnóstico de rechazo 
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(117). Además, de los 236 pacientes 99 participaron en el ensayo multicéntrico 

randomizado SNS01 como cohorte de validación externa independiente. Con 

esta cohorte confirmaron una alta sensibilidad (91%) y especificidad (94%) en 

la detección de RA con el set de 5 genes descritos anteriormente (118). 

 

El mismo grupo realizó el estudio multicéntrico AART en el que validaron 

un set de 17 genes (kSORT) para la detección de rechazo agudo en sangre en 

pacientes trasplantados renales (62). En este estudio participaron 8 centros, las 

muestras transversales se dividieron en 3 cohortes diferentes para la validación 

del estudio y las muestras longitudinales del estudio multicéntrico se utilizaron 

como una única cohorte para la predicción con el modelo kSORT. Para realizar 

un primer screening de genes de rechazo agudo en las muestras obtenidas de 

este estudio, seleccionaron 43 genes de rechazo agudo previamente descritos 

en la literatura: 10 de estos genes los describieron Sarwal et al. en 2012 en el 

estudio SNS01, 14 genes fueron descritos en el estudio de Li L et al (117), 

añadieron 7 genes asociados al tráfico de monocitos, células NK, linfocitos T, 

células dendríticas y endoteliales. Además, incluyeron 11 genes para obtener 

una mayor precisión en la detección de rechazo agudo que ya habían sido 

también descritos previamente en la literatura (107,109). Finalmente validaron 

17 genes para la detección del rechazo agudo que incluyen los genes descritos 

por el estudio de Li L et al. y 7 genes que añadieron de su propio estudio al 

comprobar que mejoraban la precisión de diferenciar entre muestras con o sin 

rechazo. 

Estos listados de genes tenían el inconveniente de únicamente 

discriminar entre genes de rechazo y no rechazo. Además, en varios estudios 

dónde se publicaban listado de genes de rechazo no llegaron a ser validados 

de forma externa en otras cohortes (63). Por ello, en los años siguientes 

surgieron estudios con el objetivo de estandarizar la recogida de muestras 

pareadas tanto de tejido en la biopsia renal, como de sangre periférica, para 

poder realizar en todos ellos la validación externa de sus listados de genes 

(66,119).  

Friedwald et al con el estudio multicéntrico CTOT-08 de 2018 se centraron 

en el desarrollo y validación de un biomarcador molecular, utilizando sangre 
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periférica pareada con biopsias de seguimiento, para la detección de rechazo 

agudo subclínico en pacientes con función renal estable. Para validar el 

biomarcador molecular utilizaron una cohorte de validación externa, 

confirmando los resultados obtenidos en su estudio: el uso de su biomarcador 

obtenido en sangre periférica reduce la necesidad de realizar biopsias de 

seguimiento al poder monitorizar al paciente y controlar la función del aloinjerto 

renal (119). Por otro lado, en 2019 Zhang et al. identificaron un set de 17 genes 

que permitía estratificar en alto, intermedio y bajo el riesgo de padecer un 

rechazo subclínico agudo, así como, la futura pérdida del injerto. En este 

estudio validaron este set de genes con muestras que procedían de la cohorte 

del estudio prospectivo GoCar que realizaron biopsias renales a los pacientes 

durante 2 años de seguimiento (66). 

Estos listados de genes ofrecen la posibilidad de ser utilizados como una 

herramienta para monitorizar los injertos renales de forma no invasiva y 

controlar la inflamación subclínica y, de esta manera, prolongar la 

supervivencia del injerto.  

 En nuestro estudio, utilizando sangre periférica, el objetivo era evaluar la 

expresión diferencial de genes de rechazo en grupos de pacientes con 

diagnóstico de IFTA o con diagnóstico de cambios Borderline, tanto en biopsias 

de seguimiento como de indicación. 

En primer lugar se realizó un análisis de PCA para poder observar cómo 

están distribuidos los diferentes grupos diagnósticos según su expresión 

génica. En el primer análisis de PCA se comprobó que los pacientes están 

distribuidos de forma aleatoria, independientemente del grupo diagnóstico al 

que pertenecen (biopsia normal, rechazo, cambios borderline e IFTA). Lo 

mismo se pudo observar al realizar otro análisis de PCA separando los grupos 

diagnósticos dependiendo de si la biopsia era de seguimiento o causa. Estos 

resultados parecían indicar que la señal de inflamación que había en el tejido 

renal no se observaba de la misma manera en sangre periférica, sugiriendo 

que otros factores, a parte de la inflamación en el tejido, diluyeran la señal de 

inflamación en sangre periférica. 
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 Una vez realizados los PCA, se evaluaron los genes con mayor 

expresión diferencial entre el diagnóstico de rechazo y las biopsias de 

seguimiento normales. 

 Para poder caracterizar los genes diferencialmente expresados 

asociados a rechazo se realizó una comparativa entre los grupos con 

diagnóstico normal versus el grupo de rechazo. Una vez caracterizados los 

genes estudiamos si existía una expresión de genes de rechazo en los 

siguientes grupos: cambios borderline en una biopsia tanto de seguimiento 

como de causa e IFTA con una biopsia tanto de seguimiento como de causa. 

En los resultados obtenidos se pudo comprobar que el grupo de pacientes 

con diagnóstico Normal tenía una expresión de genes de rechazo menor que el 

resto de grupos, siendo la diferencia significativa en todos ellos. A diferencia de 

la expresión de genes de rechazo en tejido, en sangre periférica el grupo de 

pacientes con diagnóstico IFTA en biopsias de seguimiento sí que tiene una 

expresión de genes diferencial respecto al grupo Normal. Respecto el grupo de 

pacientes con diagnóstico de rechazo versus al resto de grupos, las 

comparaciones eran significativas en los grupos de seguimiento, tanto IFTA 

como cambios Borderline, pero en los grupos por causa no. Estos resultados 

confirmaron lo observado anteriormente en los análisis por PCA: la expresión 

génica de genes de rechazo en los diferentes grupos diagnóstico es mucho 

menor que en tejido y encontrar diferencias entre grupos mucho más 

complicado, en especial en las biopsias por causa. 

Además, se realizó el mismo análisis utilizando listado de genes de 

rechazo previamente descritos en la literatura por otros grupos (66,67,119). Las 

comparaciones entre grupos en cuanto a la expresión diferencial de genes de 

rechazo no son significativas en ninguno de los 3 listados. Cabe destacar, en 

primer lugar, que de cada uno de los listados de genes de estos autores 

ninguno coincidía con nuestro top de 112 genes. 

Para caracterizar los genes diferencialmente expresados asociados a 

rechazo se realizó una comparativa entre el grupo diagnóstico Normal versus el 

grupo diagnóstico de Rechazo. De la lista total de 6332 genes con un p <0,1 y 
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un logFC< 0.3 se seleccionaron 112 genes con la máxima expresión diferencial 

entre rechazo y controles normales. Estos 112 genes se ordenaron de mayor a 

menor diferencia, el primero con el menor p valor y mayor FC y el último con el 

p valor más cercano a 0,1 y menor FC. Si se compara con el listado de genes 

obtenidos en tejido, en el que se seleccionaron 119 genes con un p valor 

menor a 0,01 y un logFC mayor de 1,75 se puede apreciar que la expresión 

diferencial de genes de rechazo en sangre periférica es mucho menor que en 

tejido. Es decir, del primer gen del listado con un p valor menor y un mayor 

logFC al último gen con el p valor más cercano a 0,1 y un logFC menor, la 

diferencia era mínima. Además, al comparar nuestra lista de 112 genes con los 

listados de genes descritos por el grupo de Sarwal et al y Zhang et al. pudimos 

apreciar que no coincide ninguno de los genes. Este resultado nos es 

sorprendente ya que la expresión diferencial entre rechazo y biopsia de 

seguimiento normal es mínima en nuestro estudio y en los estudios de Sarwal 

et al. y Zhang et al. 

En la actualidad el uso de biomarcadores moleculares utilizando la 

expresión de genes en sangre periférica es una herramienta diagnóstica que no 

se ha introducido en la práctica clínica, ni está aceptada como una herramienta 

diagnóstica en las guías de práctica clínica. Existe disparidad en los listados de 

genes diferencialmente expresados en el rechazo entre distintos estudios y es 

necesaria más información para comprender que factores, a parte de la 

inflamación tisular, modulan los genes pro-inflamatorios en sangre periférica. 

Hoy en día se están evaluando otras estrategias para detectar la presencia de 

rechazo u otras patologías en sangre periférica como puede ser la 

determinación de DNA libre. Las diferencias en la expresión diferencial de 

genes de rechazo entre el grupo normal y el grupo de rechazo son mucho 

menores que en tejido y únicamente se observan una expresión diferencial de 

genes de rechazo en los grupos con biopsias de seguimiento. Con estos 

resultados se puede deducir que la señal de inflamación en sangre periférica se 

encuentra posiblemente más diluida por factores que pueden dispersar o 

enmascarar esta señal, como puede ser la diabetes, hipertensión arterial, 

arterioesclerosis o infecciones.  
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 19. Caracterización de la contribución de la inflamación del 

injerto a la inflamación sistémica 

Los pacientes trasplantados renales presentan una inflamación sistémica 

mayor que la población sana. Esto es debido a que previamente han 

presentado un periodo con insuficiencia renal, así como, por la activación del 

sistema inmune desencadenada por el propio aloinjerto.  Además, se ha 

descrito que un paciente trasplantado renal está más inflamado que un 

paciente con IRC no portador de un trasplante renal, para un mismo grado de 

insuficiencia renal (120). 

Vereyken et al. estudiaron las características de los macrófagos 

circulantes y los monocitos a diferentes tiempos del post-trasplante renal y los 

compararon con pacientes sanos. En la población sana encontraron que el 

80% de los monocitos son CD14+CD16-. Por el contrario, en el post trasplante 

inmediato, los pacientes presentaban un mayor número de CD16+, asociado a 

monocitos capaces de secretar mediadores proinflamatorios. Además, en este 

grupo de pacientes, también encontraron un aumento de los niveles de IL-

1beta, IFN-gamma y TNF-alpha. En el grupo de pacientes que midieron los 

niveles de monocitos y macrófagos circulantes a los 3 y 6 meses del trasplante, 

también encontraron niveles de CD16+ elevados, presentado una tendencia a 

la normalización con el paso del tiempo asociada a la mejoría de la función 

renal y al fuerte tratamiento inmunosupresor. El porcentaje de monocitos 

CD14+CD16- en pacientes sanos fue del 82.4% y en pacientes trasplantados 

renales fue del 76.7% (121).  

Además, han sido varios los estudios que han relacionado en la 

población portadora de un injerto renal, un incremento de la inflamación 

sistémica medida con los niveles séricos de IL-6, PCR, IL-2 (92,101,102) y se 

ha relacionado con un mayor riesgo de evento cardiovascular y mortalidad (90). 

En nuestro estudio, la inflamación sistémica ha sido estudiada en los 

grupos diagnósticos agrupados (No infla, Borderline, Rechazo, InfecRec) con la 

medida de la proteína C reactiva y un panel de 20 citocinas. El grupo de 

Rechazo y el grupo de InfecRec obtuvieron los niveles más altos de PCR, así 

como de la expresión media de todas las citocinas, respecto al grupo No infla y 
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Borderline. Con estos resultados confirmamos que los grupos que a priori 

deberían presentar una mayor inflamación por su diagnóstico histológico, 

tenían una mayor expresión de citocinas pro-inflamatorias en suero.  

Posteriormente quisimos obtener perfiles de pacientes a partir de la 

expresión de las citocinas, sin tener en cuenta su diagnóstico histológico. En 

primer lugar se procedió a la transformación logarítmica y escalado de 

variables para cada una de las citocinas, al comprobar que no se comportaban 

como variables normales. Seguidamente, con el objetico de reducir la 

dimensión del conjunto de datos, se realizó un análisis de componentes 

principales (PCA). Con este PCA se pudo observar que la primera dimensión 

explicaba un 52% de la variabilidad total y la 2 dimensión un 9,7%, llegando al 

90% de la variabilidad total con el sumatorio de las 10 primeras dimensiones. Al 

comprobar la contribución de las citocinas en cada una de las dimensiones se 

pudo ver que la mayoría de las citocinas están correlacionadas positivamente 

con la primera dimensión. Una vez se ha reducido la dimensión de los datos, se 

realizó un análisis por clústers con el método PAM (partición alrededor de 

medoides), con el objetivo de obtener perfiles de pacientes. Con el método 

PAM se obtuvo que el número óptimo de grupos para agrupar a nuestros 

pacientes es de 2. 

A partir de toda esta información, se realizó un proceso de construcción 

de un árbol de clasificación (CART). El objetivo del árbol de clasificación es 

clasificar a los pacientes a partir del menor número de citocinas posibles en los 

dos grupos previamente generados con el método PAM. El método CART se 

utilizó al observar una gran colinealidad entre las citocinas. 

El análisis CART escogió a tres citocinas proinflamatorias como son  

MIP-1alpha, IL-13 e IL-4 que mejor permiten clasificar a nuestros pacientes en 

los dos grupos previamente generados. Con estas tres citocinas se clasificaron 

a los pacientes en 4 grupos: el primer grupo con una baja inflamación, el 

segundo y el tercero con una inflamación media y el cuarto con una inflamación 

alta. Al evaluar el poder estadística de este método de clasificación se 

comprobó que tiene una precisión del 91%, una sensibilidad del 88% y una 

especificidad del 93%.  
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Posteriormente se caracterizó los grupos obtenidos con el método CART 

con las variables clínicas. Para ello el segundo y tercer grupo que tenían una 

inflamación media se decidió agruparlos, al representar ambos grupos a 

pacientes con un mismo umbral de inflamación. El grupo 2, que está asociado 

a una mayor inflamación, obtuvo un mayor porcentaje de DSA en sus pacientes 

(10,4%) y un mayor porcentaje en pérdida del injerto con un 13,4%, a pesar de 

no obtener un p valor con significancia estadística en ambas variables. 

Respecto a las variables analizadas en la analítica convencional, se siguió la 

tendencia marcada por las variables clínicas, al observarse valores superiores 

en el grupo 2 tanto en el ratio proteinuria/creatinina, albumina/creatinina, en la 

proteína C reactiva, así como, en linfocitos, leucocitos y monocitos. 

Por último, se evaluó la concordancia de los grupos obtenidos con el 

método PAM y CART con los diagnósticos clínicos. Respecto a los grupos 

PAM, el grupo 2 asociado a una mayor inflamación, incluye un mayor número 

de pacientes asociados a los diagnósticos de Rechazo (tanto celular como 

humoral+mixto) y a los diagnósticos de Recidiva, Pielonefritis y Nefropatía BK. 

Con los diagnósticos agrupados se puede observar está asociación de forma 

más evidente: el grupo de Rechazo incluye un 80,8% de pacientes en el grupo 

2 y el grupo InfecRecidiva un 72,5% de pacientes. Respecto a los 3 grupos 

obtenidos con el método CART se observó con el grupo 2, asociado a una 

mayor inflamación, incluye un mayor % de pacientes asociados a los 

diagnósticos de Rechazo (tanto celular como humoral+mixto) y a los 

diagnósticos de Recidiva, Pielonefritis y Nefropatía BK.  En cuanto a los 

diagnósticos Borderline e IFTA se puede observar que los pacientes están 

incluidos en los 3 grupos,  deduciendo que estos diagnósticos tienen un patrón 

de inflamación muy diferente y con esta nueva clasificación permite reclasificar 

a los pacientes de una forma más eficiente. El mismo patrón de clasificación en 

los 3 grupos obtenidos con el método CART se puede apreciar con la 

agrupación de los diagnósticos. 

Por ello, se puede concluir que clasificar a los pacientes por su patrón de 

inflamación sistémica a partir de únicamente 3 citocinas es una herramienta útil 

para reclasificar a los pacientes, en especial, a aquellos pacientes con 

diagnóstico clínico dudoso como puede ser el de cambios Borderline o IFTA. 
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Pero este estudio tiene limitaciones. Se trata de un estudio exploratorio 

con un tamaño muestral relativamente pequeño. Además, será necesaria la 

confirmación de este resultado en una cohorte de validación independiente. 

Por otro lado, se ha descrito que los pacientes portadores de un injerto 

renal presentan una mayor inflamación sistémica. Esta inflamación medida 

mediante diferentes proteínas en suero (PCR, IL-6…) se asocian a un aumento 

de la mortalidad fundamentalmente cardiovascular a largo plazo y a un 

deterioro de la función renal, tanto en la población general, como en la 

trasplantada renal. En este sentido, el estudio de la expresión génica en sangre 

periférica pudiera ser útil para comprender mejor cuál es la relación entre 

distintas vías inflamatorias y la enfermedad cardiovascular. En este sentido, 

aunque no es motivo de la presente tesis, en todos los pacientes incluidos en 

este estudio se les han realizado pruebas para medir el riesgo cardiovascular. 

Las pruebas realizadas a los pacientes han sido las siguientes: una ecografía 

de ambas carótidas para cuantificar el número de placas de ateroma, se ha 

determinado la velocidad de la onda de pulso (VOP) mediante tonometría de 

pulso, la vasodilatación de la arteria humeral tras 5 minutos de isquemia, 

medición del índice tobillo-brazo y monitorización ambulatoria de la presión 

arterial de 24h (MAPA). Con la medida del riesgo cardiovascular mediante 

estas pruebas el objetivo final es caracterizar la contribución de la inflamación 

del injerto a la inflamación sistémica y disfunción/activación endotelial. Los 

resultados de estas pruebas se presentaran a posteriori de la presente tesis. 





 
 

Conclusiones
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- En nuestro estudio confirmamos que existe un conjunto de genes que está 

sobre expresado en los pacientes con rechazo ya sea celular o humoral. 

- En los pacientes que no presentan rechazo en la biopsia, es decir, pacientes 

con cambios Borderline o pacientes con IFTA, existe un aumento de la 

expresión de genes de rechazo respecto a las biopsias de seguimiento 

normales, aunque la intensidad en la expresión de dichos genes es inferior a 

los pacientes que presentan rechazo. La expresión de genes de rechazo es 

superior en los pacientes de cambios Borderline e IFTA en biopsias por 

causa en comparación con las biopsias de seguimiento. Los genes de 

rechazo se expresan con intensidad variable en pacientes con cambios 

Borderline e IFTA. Estos datos sugieren que la determinación de genes de 

rechazo podría servir para adecuar la inmunosupresión en pacientes con un 

diagnóstico histológico de no rechazo. 

- La expresión diferencial de genes de rechazo en sangre periférica es menor 

que en tejido. A pesar de que en la cohorte exploratoria hemos encontrado 

una diferencia significativa entre biopsias de rechazo y biopsias normales, no 

lo hemos podido comprobar en la cohorte de confirmación. Estos datos 

sugieren que la expresión génica en sangre periférica es una herramienta 

poco sensible para detectar el rechazo. 

- En los pacientes con diagnóstico de rechazo existe un aumento de la 

inflamación sistémica ya sea evaluada con un panel de 20 citocinas o con la 

proteína C reactiva. Estos datos sugieren que la inflamación tisular 

contribuye a la inflamación sistémica, que constituye un factor de riesgo 

cardiovascular. Sin embargo, en los pacientes con  glomerulonefritis, 

pielonefritis o nefropatía BK también existe un aumento de la inflamación 

sistémica. Estos datos sugieren que la caracterización de la inflamación 

sistémica no permite diferenciar el rechazo de otras causas de inflamación 

tisular. 

- La información proporcionada por las 20 citocinas estudiadas puede 

obtenerse mediante la determinación de únicamente 3 citocinas. 

- En su conjunto nuestros datos confirman que existe una relación entre la 

inflamación tisular y la inflamación sistémica. 





 
 

Líneas de 

investigación de futuro
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- Estudio de la relación entre la expresión génica en biopsias de causa o de 

seguimiento en pacientes con no presentan rechazo y la exposición al 

tratamiento inmunosupresor (niveles tacrolimus y/o dosis de mofetil 

micofenolato). 

 

- Estudio de la inflamación sistémica y sus efectos con el riesgo 

cardiovascular (ecografía de ambas carótidas para cuantificar el número de 

placas de ateroma, determinación de la velocidad de la onda de pulso 

mediante tonometría de pulso, medición de la vasodilatación de la arteria 

humeral tras 5 minutos de isquemia, medición del índice tobillo-brazo y 

monitorización ambulatoria de la presión arterial de 24h). 

 

- Evaluar si la adecuación de la inmunosupresión a la expresión de genes de 

rechazo permite disminuir el grado de inflamación de la biopsia. 
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