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1. Enfermedad renal crónica 

1.1. Prevalencia, incidencia e importancia económica 

La enfermedad renal crónica (ERC) puede definirse como una alteración estructural o 

funcional renal (sedimento, imagen, histología) persistente durante al menos tres 

meses, con o sin deterioro de la función renal; o un filtrado glomerular (FG) inferior a 60 

mL/min/1,73m2 sin otros signos de enfermedad renal. Es por tanto, una entidad con una 

gran variabilidad como lo muestran las diversas estructuras renales que pueden verse 

afectadas (glomérulo, túbulos, intersticio, vasculatura), así como por su gravedad y 

progresión. 

Entre las principales causas de enfermedad renal crónica avanzada (ERCA) destacan la 

nefropatía diabética, la enfermedad vascular arterioesclerótica, la nefroangioesclerosis, 

la nefropatía isquémica, la enfermedad glomerular primaria o secundaria a enfermedad 

sistémica, las nefropatías congénitas y hereditarias, las nefropatías intersticiales, la 

obstrucción prolongada del tracto urinario y las infecciones urinarias de repetición. 

En base a los datos publicados en una revisión sistemática, basada en estudios 

poblacionales llevados a cabo en países desarrollados, la prevalencia de ERC en 

población mayor de 30 años es del 7,2%, llegando a un 35,8% en personas mayores de 

64 años (1). 

Los datos del estudio EPIRCE (Estudio Epidemiológico de la Prevalencia de Insuficiencia 

Renal Crónica en España) mostraron que la ERC afecta aproximadamente al 10% de la 

población adulta española y a más del 20% de las personas mayores de 60 años, siendo, 

a pesar de ello, una patología infradiagnosticada (2). Por su parte, el estudio ENRICA 

(Estudio de Nutrición y Riesgo Cardiovascular en España) concluyó que la prevalencia de 

ERC es del 15,1%, alcanzando un 37,3% en varones mayores de 65 años. Por 

consiguiente, puede afirmarse que la ERC afecta a 1 de cada 7 adultos en España, es más 

frecuente en varones y, además, su prevalencia aumenta conforme lo hace la edad (3). 

Se han descrito gran cantidad de factores de riesgo de ERC, algunos de ellos no 

modificables como la edad avanzada, el sexo masculino, la raza negra y el bajo peso al 

nacer, así como factores de riesgo modificables entre los que destacan la hipertensión 
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arterial (HTA), la diabetes mellitus (DM), la obesidad, la dislipemia, el tabaquismo y la 

hiperuricemia. Es un hecho que la prevalencia de ERC aumenta de forma considerable 

conforme aumenta el número de factores de riesgo cardiovascular, lo cual sugiere que 

puede ser considerada como un trastorno cardiovascular. 

Según datos del Registro Español de Enfermos Renales (REER) junto a la Organización 

Nacional de Trasplantes (ONT) y a la Sociedad Española de Nefrología (SEN), la incidencia 

de ERC terminal en España ha aumentado en los últimos años, pasando de 141 pacientes 

por millón de población (pmp) en el año 2017 a más de 147 pmp en el año 2018, lo cual 

indica que más de 6500 nuevas personas han precisado de tratamiento renal sustitutivo 

(TRS). Concretamente, un 78,9% de los nuevos pacientes se encuentran en hemodiálisis, 

seguido de un 16% en diálisis peritoneal y un 4,8% han sido sometidos a un trasplante 

renal anticipado. La DM se mantiene como causa principal de ERC en el 25% de las 

ocasiones. A pesar de que la mayoría de pacientes en TRS se encuentra en hemodiálisis, 

se mantiene la tendencia descendente de ésta como primer tratamiento, con el 

consiguiente aumento progresivo de la diálisis peritoneal como opción terapéutica 

inicial. 

En términos de prevalencia, la ERCA ha experimentado un aumento exponencial en la 

última década, superando las 1320 personas por millón de población, o lo que es lo 

mismo, alrededor de 61000 personas se encuentran ya en TRS en nuestro país (Figura 

1). Al igual que observamos cuando hablamos de incidencia, la DM también se mantiene 

como la causa más prevalente de ERC en un 16% de las ocasiones (4). 
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Figura 1. Prevalencia anual de pacientes con enfermedad renal crónica terminal en España. 
pmp: pacientes por millón de población; Tx: trasplante. Registro Español de Enfermos Renales 
(4). 

 

Por todo ello, podemos afirmar que la ERC es uno de los principales problemas de salud 

pública de las últimas décadas, debido en gran medida al importante gasto de recursos 

que supone. Esto se debe en parte a que el TRS de la ERC, bien sea mediante diálisis o 

trasplante, a pesar de ser requerido por un bajo porcentaje de pacientes con ERC (1%), 

conlleva una reducción significativa de la expectativa de vida y se trata de uno de los 

tratamientos de mayor coste de las enfermedades crónicas, puesto que consume 

alrededor del 5% del presupuesto sanitario. Concretamente, en términos de 

coste/paciente/año, la diálisis supone un coste de 45000-50000€ y el trasplante renal 

de alrededor de 11000€ (5). Además, la ERC causa desde estadíos iniciales, un aumento 

muy significativo del riesgo de morbimortalidad cardiovascular y de mortalidad total, 

tanto en la población general como en los grupos que poseen un riesgo aumentado de 

enfermedad cardiovascular, por lo que se ven afectados gran cantidad de individuos 

(3,6). 
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1.2. Clasificación de ERC: Guías KDIGO 

La concienciación del gran problema de salud pública que supone la ERC en la población 

ha hecho que las sociedades científicas de Nefrología hayan desarrollado gran número 

de recomendaciones y guías clínicas acerca de la ERC. Ya en 2002 se publicaron las guías 

K/DOQI (Kidney Disease Outcome Quality Initiative), estableciéndose la definición de 

ERC, su clasificación en grados y los métodos básicos para su evaluación. 

Posteriormente, en 2003 se fundó la organización KDIGO (Kidney Disease Improving 

Global Outcomes) con el objetivo de desarrollar iniciativas para la prevención y el 

manejo de la ERC. Las últimas guías KDIGO datan ya de 2012 pero en ellas se recoge la 

clasificación en grados de la ERC. Una vez diagnosticada la ERC, ésta se clasifica en 

función de los valores de FG (G1 a G5) y albuminuria (A1 a A3) (7,8) (Figura 2). 

 
KDIGO 2012 

Albuminuria 
Categorías, descripción y rangos 

 

Filtrado glomerular 
Categorías, descripción y rangos 

(ml/min/1,73 m2) 

 A1 A2 A3 

Normal a 
ligeramente 

elevada 

Moderadamente 
elevada 

Gravemente 
elevada 

 < 30 mg/g 30-300 mg/g > 300 mg/g 

G1 Normal o elevado ≥ 90    

G2 Ligeramente disminuido 60-89    

G3a Ligera a moderadamente disminuido 45-59    

G3b Moderada a gravemente disminuido 30-44    

G4 Gravemente disminuido 15-29    

G5 Fallo renal < 15    

 

Figura 2. Pronóstico de la enfermedad renal crónica en función de filtrado glomerular y 
albuminuria (cociente albúmina/creatinina). Código de colores: verde, riesgo de referencia, no 
hay enfermedad renal si no existen otros marcadores definitorios; amarillo, riesgo moderado; 
naranja, riesgo alto; rojo, riesgo muy alto. KDIGO: Kidney Diseases Improving Global Outcomes. 

 

1.3. Trasplante renal 

Tal y como demuestra el último informe de la ONT, España se mantiene a la cabeza como 

líder mundial en donación y trasplante de órganos, llegando a realizar 3313 trasplantes 

de riñón en 2018. Sin embargo, ésto no evitó que en ese mismo año, 3933 pacientes 

continuasen en lista de espera de trasplante renal, requiriendo por tanto otro tipo de 

TRS (9) (Figura 3). 



I. Introducción 

7 
 

 

Figura 3. Evolución de la lista de espera de trasplante renal. España 2009-2018. Memoria de 
Actividad de donación y trasplante renal de la Organización Nacional de Trasplantes 2018 (9). 

 

Los avances en el conocimiento de la respuesta inmunitaria, así como en los protocolos 

de inmunosupresión, manejo quirúrgico y manejo integral del paciente, han hecho que 

el trasplante renal sea mejor tratamiento en pacientes con ERCA cuando se compara 

con el resto de técnicas de TRS, tanto en supervivencia como en calidad de vida, 

tratándose además de la técnica de mayor coste-efectividad (10). Las principales 

limitaciones de este tratamiento vienen determinadas por las características de los 

receptores y como ya se ha comentado, por la disponibilidad de órganos. 

En España, según datos del REER de 2018 el 54% de los pacientes con ERCA son 

portadores de un injerto renal funcionante (11). A pesar de estos datos esperanzadores, 

los pacientes trasplantados necesitan recibir un régimen farmacológico inmunosupresor 

para evitar la aparición del rechazo del injerto. 

 

2. Inmunología del trasplante 

2.1. Respuesta inmunitaria frente al órgano trasplantado 

El éxito del trasplante está limitado en gran medida por la respuesta inmunitaria que se 

genera en el receptor frente al injerto del donante. Esta respuesta está integrada por 
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dos sistemas: el sistema inmunitario innato y el sistema inmunitario adaptativo, los 

cuales no actúan de manera aislada sino que están interrelacionados. 

La importancia del sistema inmunitario innato en el trasplante no ha sido tenida en 

cuenta durante muchos años. Sin embargo, actualmente se considera que representa el 

primer paso en los mecanismos de rechazo, guiando el desarrollo de la respuesta 

inmunitaria adaptativa. El sistema innato está integrado por una serie de células y de 

componentes solubles, tales como los neutrófilos, monocitos, macrófagos, células 

“natural killer” (NK), células dendríticas, células linfoides innatas (ILCs), así como 

citocinas y diversos componentes del sistema del complemento, entre otros (12). Su 

papel fue descrito por Janeway en 1989, quien postuló la existencia de receptores de 

reconocimiento de patrones (PRRs) capaces de reconocer diferentes moléculas 

presentes en bacterias y virus, a las que denominó patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs). Como consecuencia de este reconocimiento, se generan diversos 

mediadores proinflamatorios, esenciales para el desarrollo de la respuesta inmunitaria 

adaptativa (13). Sin embargo, esto no es suficiente para explicar la activación de la 

respuesta inmunitaria en el ámbito del trasplante, ya que es un proceso que se lleva a 

cabo bajo condiciones de esterilidad. Fue Polly Matzinger quien evidenció que la 

inmunidad innata también puede activarse como consecuencia de estímulos no 

infecciosos, a los que denominó patrones moleculares asociados a peligro (DAMPs), 

integrados por diferentes moléculas que se producen tras la muerte celular (14). 

A diferencia del sistema inmunitario innato, el adaptativo se caracteriza por el 

reconocimiento específico de los antígenos, así como por la presencia de memoria 

inmunológica, gracias a la cual se consigue una respuesta más rápida y potente frente a 

antígenos conocidos (15). No obstante, la memoria inmunológica parece que no es una 

propiedad exclusiva de las células del sistema inmunitario adaptativo, comenzando a 

utilizarse el concepto de inmunidad entrenada a la hora de referirse a la inmunidad 

innata (16). Las principales células del sistema adaptativo son los linfocitos T y los 

linfocitos B. 

El reconocimiento antigénico por parte de los linfocitos T tiene lugar a través del 

receptor del linfocito T (TCR), el cual es capaz de reconocer péptidos antigénicos 

presentados por las proteínas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en la 
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superficie de células presentadoras de antígeno (APCs) (17). Las principales APCs 

profesionales son las células dendríticas, los macrófagos y los linfocitos B. Este 

reconocimiento del antígeno en el contexto del trasplante puede producirse a través de 

dos mecanismos diferentes: una presentación antigénica directa e indirecta. La vía 

directa consiste en el reconocimiento por parte de los linfocitos T del receptor de 

péptido presentados por moléculas MHC del donante en APCs del propio donante. En la 

vía indirecta, las moléculas MHC del donante son fagocitadas y procesadas para su 

presentación a los linfocitos T del receptor por medio de moléculas MHC y APCs del 

propio receptor (18). El reconocimiento antigénico directo es especialmente importante 

en la generación del rechazo agudo temprano, debido a la presencia de leucocitos del 

donante en el órgano trasplantado (19). Por consiguiente, las moléculas MHC son las 

principales dianas del sistema inmunitario adaptativo en el trasplante (20,21). Existen 

dos tipos de moléculas MHC, MHC clase I y II, las cuales se caracterizan por su elevado 

grado de polimorfismo y se diferencian en su estructura, función, así como en los 

compartimentos celulares de los que obtienen los péptidos antigénicos para su 

presentación a los linfocitos T. Las moléculas MHC de clase I están presentes en todas 

las células nucleadas del organismo e incluyen a las moléculas HLA-A, HLA-B y HLA-C 

(antígeno leucocitario humano). Son las encargadas del procesamiento de antígenos 

presentes en el citoplasma celular para su presentación a los linfocitos T CD8+, con 

capacidad citotóxica. Las moléculas MHC de clase II, por su parte se expresan 

principalmente en las APCs (células dendríticas, macrófagos y linfocitos B), e incluyen a 

las moléculas HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP. Se encargan del procesamiento de antígenos 

extracelulares que son interiorizados en la APC mediante vesículas para su presentación 

a los linfocitos T CD4+ (22). 

Como consecuencia de ello, la compatibilidad HLA entre donante y receptor debe 

tenerse en cuenta a la hora del trasplante, ya que el riesgo de pérdida del injerto es 

mayor en aquellos trasplantes con una mayor incompatibilidad HLA, tanto en el caso de 

donantes cadáver como de donantes vivos (23–25) (Figura 4). Concretamente, 

incompatibilidades en el locus HLA-DR son las que tienen un mayor impacto en la 

supervivencia del injerto (26). Esta gran variabilidad HLA, consecuencia de la gran 

cantidad de alelos existentes para cada uno de los genes en la población, constituye la 
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base molecular del rechazo, de tal manera que el sistema inmunitario del receptor es 

capaz de reconocer las diferencias existentes en la moléculas HLA entre donante y 

receptor, promoviendo una respuesta aloespecífica que tiene como objetivo la 

destrucción del injerto. Además de las incompatibilidades existentes a nivel alélico, cada 

día cobra más importancia el estudio de los residuos polimórficos de aminoácidos 

presentes en la superficie de las moléculas HLA, conocidos como eplets, con capacidad 

inmunogénica y que pueden dar lugar a una respuesta humoral frente al injerto (27). 

 

Figura 4. Incompatibilidades HLA y edad del donante en la supervivencia del injerto. 
Probabilidad de supervivencia del injerto tras el trasplante en función del número de 
incompatibilidades HLA entre donante y receptor, así como de la edad del donante. MM: 
mismatch; HR: hazard ratio; CI: intervalo de confianza. [Adaptado de Foster BJ. et al. 2013 (23)]. 

 

Para la activación de los linfocitos T, además de este reconocimiento del antígeno 

presentado por moléculas MHC, es necesaria la presencia de moléculas coestimuladoras 

como CD28 presente en la superficie de los linfocitos T y que interacciona con sus 

ligandos CD80/CD86 presentes en las APCs (28). Así mismo, CD80/CD86 son capaces de 

interaccionar con la molécula inhibidora CTLA-4, presente en la superficie de linfocitos 

T activados, poniendo fin a la señal de activación del linfocito T (29). 
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Los linfocitos B, por el contrario, son capaces de reconocer antígenos intactos a través 

de su receptor del linfocito B (BCR). Al igual que en el caso de los linfocitos T, este 

reconocimiento antigénico es necesario pero no suficiente para la activación de las 

células B. Para ello, son necesarias, además, señales de coestimulación como la 

interacción entre CD40 y CD40L presentes en la membrana de los linfocitos B y T, 

respectivamente. Tras esta activación, los linfocitos B pueden dar lugar a células 

plasmáticas productoras de anticuerpos o a linfocitos B memoria (30). Además, los 

linfocitos B son capaces de procesar y presentar aloantígenos a los linfocitos T y modular 

la respuesta de éstos mediantes la secreción de diversas citocinas. 

De la misma manera que la activación de la inmunidad innata conduce a una activación 

de la inmunidad adaptativa, esto también puede ocurrir en sentido contrario, ya que la 

activación de los linfocitos T conduce a la producción de citocinas y quimiocinas capaces 

de reclutar a componentes de la inmunidad innata. Del mismo modo, para la activación 

de la vía clásica del complemento es necesaria la interacción con anticuerpos producidos 

por los linfocitos B. Todo ello lleva a concluir en la estrecha relación existente entre 

ambos sistemas. 

 

2.2. Terapia inmunosupresora en el trasplante renal 

El uso de fármacos inmunosupresores tiene como objetivo un aumento de la 

supervivencia del injerto mediante una modulación del sistema inmunitario del 

receptor, disminuyendo así la capacidad de respuesta frente a las células del órgano 

trasplantado, y promoviendo mecanismos de tolerancia inmunológica (31,32). Existen 

distintos tipos de tratamientos inmunosupresores cada uno con su mecanismo de 

acción, entre los que destacan: corticoesteroides, anticuerpos antilinfocitarios mono y 

policlonales (OKT3, timoglobulina, basiliximab, daclizumab, alemtuzumab, rituximab), 

inhibidores de la calcineurina (ciclosporina A y tacrolimus), inhibidores de mTOR 

(sirolimus y everolimus), inhibidores de la síntesis de nucleótidos (azatioprina, 

micofenolato de mofetilo y micofenolato de sodio), entre otros. El principio básico de 

todos ellos consiste en la capacidad de supresión del reconocimiento alogénico, 
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mediante la inhibición de los mecanismos de activación de los linfocitos T (33,34) (Figura 

5). 

 

 

Figura 5. Fármacos inmunosupresores. Mecanismos de acción de los diferentes fármacos 
inmunosupresores en trasplante renal y cómo actúan en las distintas rutas de activación del 
linfocito T. 

 

Gracias a estos tratamientos inmunosupresores, especialmente a los avances logrados 

a partir de finales de los años 90 con la aprobación de fármacos como tacrolimus, 

micofenolato de mofetilo (MMF), timoglobulina y basiliximab, se ha conseguido que las 

tasas de rechazo y de supervivencia del injerto en el primer año post-trasplante (PostTx) 

se sitúen alrededor del 10-15% y 95%, respectivamente, cuando a principio de los años 

80, en la etapa de la ciclosporina, la tasa de rechazo era del 50% y la supervivencia del 

injerto del 80-85% en el primer año tras el trasplante (35). No obstante, estos resultados 

no se mantienen en el tiempo, ya que se observa que a los 10 años tras el trasplante, la 

tasa de supervivencia del injerto ronda el 65-75% (una pérdida aproximada del 5%/año), 

lo cual indica que un 25-35% de los pacientes trasplantados deben regresar a TRS 

(36,37). La inducción de inmunosupresión, sin embargo, hace que estos pacientes 

tengan una mayor predisposición a la infección por patógenos oportunistas, así como al 

desarrollo de neoplasias a largo plazo. 
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Desafortunadamente, son excepcionales los pacientes trasplantados capaces de aceptar 

de forma prolongada el injerto renal sin el uso de fármacos inmunosupresores, por lo 

que la mayoría de los pacientes precisan de su uso previo al trasplante (terapia de 

inducción) y a lo largo de toda su vida (terapia de mantenimiento). 

La terapia de inducción consiste en una terapia de inmunosupresión llevada a cabo de 

manera simultánea al trasplante con el objetivo de minimizar el riesgo de rechazo agudo 

del órgano trasplantado. Actualmente, no existe un protocolo estandarizado sobre la 

estrategia a emplear ni en cuanto a la duración de la misma. Habitualmente se utiliza 

como terapia de inducción una combinación de dosis altas de anticuerpos frente a 

antígenos presentes en los linfocitos T (timoglobulina o basiliximab), junto con dosis más 

bajas de fármacos inmunosupresores convencionales (corticoesteroides, tacrolimus y 

MMF), los cuales se utilizan como terapia inmunosupresora de mantenimiento (38). El 

principal objetivo de la terapia de mantenimiento sigue siendo evitar el rechazo del 

injerto pero sin poner en peligro la vida del paciente como consecuencia del desarrollo 

de infecciones o de neoplasias (39–41). Los tratamientos inmunosupresores también se 

utilizan como terapia de rescate cuando se produce un fallo del injerto (42). 

Los principales aspectos que se deben tener en cuenta a la hora de utilizar o no 

tratamiento de inducción, así como el tipo de inducción necesaria en función del riesgo 

inmunológico del paciente se representan en la Figura 6 (38). 
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Figura 6. Terapias de inducción. Criterios para la elección de la terapia de inducción en función 
del riesgo inmunológico del paciente. HLA: antígeno leucocitario humano; PRA: panel reactivo 
de anticuerpos; DSA: anticuerpos donante específicos. 

 

El uso de timoglobulina como agente de inducción lleva consigo una importante 

depleción celular (43), la cual es duradera en el tiempo. La terapia con basiliximab, por 

el contrario, a pesar de inhibir la proliferación de los linfocitos T, al tratarse de un 

anticuerpo monoclonal anti-CD25, no causa tal depleción celular. Cuando se comparan 

ambas terapias de inducción, se ha observado que en pacientes de alto riesgo 

inmunológico, el uso de timoglobulina se traduce en una menor incidencia de rechazo 

agudo, así como en un mejor resultado en cuanto a pérdida del injerto y esperanza de 

vida a los 5 años tras el trasplante (44–46). Por ello, y dado que la terapia con basiliximab 

se asocia con una mayor incidencia de anticuerpos anti-HLA donante específicos (DSA) 

de aparición de novo en pacientes sensibilizados (47), las guías KDIGO recomiendan el 

uso de timoglobulina como agente de inducción en pacientes de alto riesgo 

inmunológico. No obstante, existe cierta controversia en cuanto a la terapia de 

inducción a utilizar en los pacientes de bajo riesgo inmunológico. Sin embargo, debido a 

que el uso de timoglobulina se asocia con un mayor riesgo de infecciones, como 

consecuencia de la prolongada linfopenia que provoca (48,49), así como con el 



I. Introducción 

15 
 

desarrollo de diversos efectos adversos (síndrome de liberación de citocinas (50), fiebre, 

dolor de cabeza, diarrea, hipertensión, trombocitopenia, neoplasias) (51,52), las guías 

KDIGO recomiendan el uso de basiliximab como terapia de inducción en pacientes de 

bajo riesgo inmunológico. 

En pacientes hipersensibilizados sometidos a trasplante renal la combinación de 

plasmaféresis e inmunoglobulinas intravenosas (IGIVs) como terapia desensibilizante ha 

demostrado resultados satisfactorios en lo que respecta a las tasas de rechazo y de 

supervivencia del injerto (53–55). 

A pesar de todo ello, no existe una pauta de inmunosupresión ideal y estándar para 

todos los pacientes, por lo que la búsqueda de nuevos biomarcadores que ayuden a la 

individualización de la inmunosupresión, consiguiendo así un equilibrio entre eficacia y 

baja toxicidad, es necesaria. 

 

2.3. Rechazo en el trasplante renal 

La disfunción del injerto puede conducir al fallo y a la pérdida del mismo, siendo la 

biopsia renal la herramienta de elección para el diagnóstico y pronóstico de la patología 

del injerto. Los resultados anatomopatológicos revelan la existencia de rechazo, bien 

sea mediado por células T, mediado por anticuerpos o mixto, en alrededor de un 10-

15% de los casos, siendo también frecuente el diagnóstico de procesos infecciosos 

(nefropatía por virus BK, citomegalovirus -CMV- o por agentes bacterianos), así como la 

recidiva de la glomerulopatía de base sobre el injerto (Figura 7) (56,57). 
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Figura 7. Distribución de los diagnósticos histológicos renales de acuerdo al tiempo 
transcurrido tras el trasplante. [Adaptado de Halloran PF. et al. 2014 (57)]. 

 

A partir de los años 80 comenzaron a realizarse biopsias del injerto renal en pacientes 

clínicamente estables, sin deterioro de la función renal ni aparición de proteinuria, a las 

cuales se denominó biopsias de protocolo. En un primer momento, el objetivo de estas 

biopsias fue básicamente la búsqueda de lesiones histológicas que precedieran a la 

aparición del rechazo clínico (58), lo cual dio lugar al denominado rechazo subclínico, en 

el que destaca la presencia de infiltrado inflamatorio intersticial y tubulitis en injertos 

estables (59). Actualmente, la biopsia de protocolo está establecida como una 

herramienta segura y de utilidad para el seguimiento y monitorización del injerto renal 

(60). 

Fue en 1991 cuando un grupo de patólogos, nefrólogos y cirujanos dedicados al 

trasplante se reunieron en la ciudad canadiense de Banff con el objetivo de desarrollar 

un esquema para la estandarización internacional de la nomenclatura, así como de los 

criterios para el diagnóstico histológico del rechazo del injerto renal (61). Este grupo se 

conoce como grupo de Banff y se reúne de manera bianual con el objetivo de tratar las 
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últimas investigaciones en esta materia, cuyas conclusiones son aceptadas por la 

comunidad científica. En 2001 tuvo lugar una revisión importante, ya que fue entonces 

cuando se establecieron los criterios para el diagnóstico del rechazo mediado por 

anticuerpos (AbMR), también conocido como rechazo humoral (62), los cuales han sido 

modificados en las reuniones posteriores. 

La última clasificación de los criterios para el diagnóstico tanto del AbMR como del 

rechazo mediado por células T (TCMR) en trasplante renal, fue llevada a cabo por el 

grupo de Banff en 2017 (Tabla 1) (63). 

Tabla 1. Clasificación revisada Banff 2017. Criterios Banff 2017 para la clasificación del 
rechazo mediado por anticuerpos (AbMR) y del rechazo mediado por células T (TCMR) en el 
trasplante renal. [Adaptado de Haas M. et al. 2018 (63)]. 

Categoría 1: Biopsia normal o cambios inespecíficos 

Categoría 2: Cambios mediados por anticuerpos 

AbMR activo (se deben cumplir los 3 criterios para su diagnóstico): 

1. Evidencia histológica de daño tisular agudo (1 o más de los siguientes criterios): 

 Inflamación microvascular  

 Microangiopatía trombótica aguda, en ausencia de cualquier otra causa 

 Daño tubular agudo, en ausencia de otra causa aparente 

2. Evidencia de interacción actual o reciente de anticuerpos con el endotelio vascular 

(1 o más de los siguientes criterios): 

 Tinción C4d en capilares peritubulares  

 Inflamación microvascular moderada  

 Expresión aumentada de genes fuertemente asociados con AbMR en la 

biopsia 

3. Evidencia serológica de DSA. La tinción C4d o la expresión de genes validados 

mencionados en el punto 2 pueden sustituir a los DSA. Sin embargo, la 

determinación de DSA, incluyendo anticuerpos anti-HLA y no HLA es recomendable 

cuando se cumplen los criterios 1 y 2 

AbMR crónico activo (se deben cumplir los 3 criterios para su diagnóstico): 

1. Evidencia morfológica de daño tisular crónico (1 o más de los siguientes criterios): 

 Glomerulopatía del trasplante 

 Severa multilaminación de la membrana basal de los capilares peritubulares 

 Fibrosis intimal arterial excluyendo otras causas 

2. Criterios idénticos a los del punto 2 para AbMR activo 

3. Criterios idénticos a los del punto 3 para AbMR activo 

Tinción C4d sin evidencia de rechazo (se deben cumplir los 4 criterios para su diagnóstico): 

1. Tinción C4d en capilares peritubulares 

2. Incumplimiento del criterio 1 para AbMR activo o AbMR crónico activo 

3. No evidencia molecular para AbMR activo o AbMR crónico activo 
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4. No TCMR agudo ni TCMR crónico activo, ni cambios borderline 

Categoría 3: Cambios borderline 

Sospecha de TCMR agudo: 

 Focos de tubulitis con ligera inflamación intersticial o severa inflamación intersticial 

con ligera tubulitis 

 Ausencia de arteritis intimal o transmural 

Categoría 4: TCMR 

TCMR agudo: 

 Grado IA: inflamación intersticial > 25% con tubulitis moderada 

 Grado IB: inflamación intersticial > 25% con tubulitis severa 

 Grado IIA: ligera arteritis intimal con o sin inflamación intersticial y/o tubulitis 

 Grado IIB: severa arteritis intimal con o sin inflamación intersticial y/o tubulitis 

 Grado III: arteritis transmural y/o necrosis fibrinoide arterial acompañada de 

arteritis intimal con o sin inflamación intersticial y/o tubulitis 

TCMR crónico activo: 

 Grado IA: inflamación intersticial > 25% del total de la corteza y > 25% de las áreas 

con fibrosis intersticial con tubulitis moderada, excluyendo otras patologías que 

pueden asociarse a i-IFTA 

 Grado IB: inflamación intersticial > 25% del total de la corteza y > 25% de las áreas 

con fibrosis intersticial con tubulitis severa, excluyendo otras patologías que pueden 

asociarse a i-IFTA 

 Grado II: arteriopatía crónica del injerto 

AbMR: rechazo mediado por anticuerpos; TCMR: rechazo mediado por células T; IFTA: fibrosis 
intersticial y atrofia tubular. 

 

En ella, se revisaron los criterios diagnósticos para el TCMR crónico, lo cual ha dado lugar 

a la inclusión de un nuevo subtipo de rechazo, el denominado TCMR crónico activo. Este 

rechazo se ha denominado así debido a la presencia de inflamación moderada o severa 

en zonas de fibrosis intersticial (IF) asociada a una atrofia tubular (TA) también 

moderada o severa (i-IFTA). La presencia de este hallazgo histológico se correlaciona con 

una peor supervivencia del injerto y frecuentemente, con niveles bajos de 

inmunosupresión. Así mismo, se llevó a cabo una actualización de los criterios para la 

evaluación de las características moleculares relacionadas con el daño tisular mediado 

por anticuerpos como una potencial alternativa complementaria a los DSA para el 

diagnóstico de AbMR. 
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2.3.1. Rechazo mediado por anticuerpos y su tratamiento 

En los últimos años, gracias en gran medida al desarrollo farmacológico (34), el TCMR ha 

dejado de ser una de las causas directas de pérdida del injerto a medio plazo. Sin 

embargo, no se puede descartar su repercusión sobre la formación de anticuerpos anti-

HLA y el desarrollo de AbMR. Actualmente, el AbMR, y concretamente el AbMR crónico, 

es una de las principales causas de pérdida del injerto (64). A pesar de los avances en 

este campo, los mecanismos celulares y moleculares implicados en el desarrollo de 

AbMR no se conocen a la perfección, aunque existen evidencias científicas que 

sostienen que su generación se produce como consecuencia de la activación de los 

linfocitos B, los cuales se diferencian y dan lugar a células plasmáticas productoras de 

anticuerpos, entre los que destacan los anticuerpos anti-HLA DSA (65), así como otros 

anticuerpos dirigidos frente a moléculas no HLA como los anti-MICA (cadena A 

relacionada con el MHC de clase I), anti-GSTT1 (glutation S-transferasa 1), anti-LG3 

(fragmento C-terminal del perlecano) o anti-AT1R (receptor de angiotensina II tipo 1) 

(66–69). 

Existen diferentes tipos de AbMR de acuerdo al periodo de tiempo tras el trasplante en 

el que se desencadenan (70). 

El AbMR hiperagudo se produce de manera inmediata, a los pocos minutos o primeras 

horas, tras el trasplante, como consecuencia de la presencia en el receptor de DSA 

preformados antes del trasplante con capacidad de activación del complemento. Estos 

DSA se unen a las células endoteliales del órgano trasplantado, provocando la activación 

del sistema del complemento y desencadenando una trombosis arterial y venosa con el 

consiguiente infarto y pérdida del injerto. Sin embargo, gracias a las técnicas de 

citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), el rechazo hiperagudo es un evento 

que prácticamente ha desaparecido en la actualidad y, de hecho, la clasificación de Banff 

considera que no debe producirse (71). 

El AbMR agudo suele iniciarse después de la primera semana tras el trasplante y tal y 

como se ha comentado, se definió por primera vez en la reunión de Banff de 2001. Entre 

los criterios para su diagnóstico destacan la presencia de anticuerpos capaces de unirse 

al endotelio vascular causando la activación de mecanismos dependientes e 

independientes del complemento que permiten el reclutamiento de distintos tipos 
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celulares responsables del daño tisular agudo, definido como glomerulitis y capilaritis 

peritubular, y de los depósitos de C4d en el tejido. Sin embargo, la presencia de C4d no 

es un marcador lo suficientemente específico y sensible para basar en él el diagnóstico 

del AbMR, puesto que existen casos en los que se demuestra la presencia de inflamación 

microvascular y de DSA, sin depósitos de C4d (72,73). 

La fisiopatología del AbMR crónico, el cual puede producirse en cualquier momento de 

la evolución del trasplante aunque con mayor frecuencia a partir del primer año postTx, 

se basa en la presencia de eventos trombóticos e inflamatorios que dan lugar a daño 

endotelial y remodelado de la matriz tisular del injerto renal. Actualmente, es la principal 

causa de pérdida del injerto y está fuertemente asociado a una mala adherencia al 

tratamiento inmunosupresor (56,74). 

De esta manera, la secuencia temporal para el desarrollo de AbMR comenzaría con la 

aparición de DSA, seguida de la lesión endotelial que finalmente concluiría en el 

desarrollo de la glomerulopatía del trasplante con el consiguiente deterioro de la 

función del injerto (Figura 8) (75). 
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Figura 8. Historia natural de la disfunción del injerto mediada por anticuerpos. Secuencia de 
acontecimientos en el desarrollo de rechazo mediado por anticuerpos (AbMR) en cuanto a la 
función, histología y producción de anticuerpos anti-HLA. AbMR: rechazo mediado por 
anticuerpos; DSA: anticuerpos donante específicos; IFTA: fibrosis intersticial y atrofia tubular; 
ENDATs: transcritos asociados al endotelio. [Adaptado de Loupy A. et al. 2012 (75)]. 

 

Los pacientes con DSA tienen un mayor riesgo de sufrir AbMR tanto agudo como crónico, 

así como de pérdida del injerto. Además, tanto el AbMR agudo como crónico se asocian 

con un peor pronóstico tras el trasplante, aumentando la probabilidad de nuevos 

episodios de rechazo. La importancia de los anticuerpos anti-HLA se ha demostrado 

gracias al desarrollo de técnicas cada vez más sensibles para su determinación, entre los 

que destacan el ensayo automatizado citométrico de Luminex. 

La técnica clásica de detección de anticuerpos anti-HLA se basa en el ensayo de 

citotoxicidad dependiente de complemento (CDC). Es un ensayo en el que se valora la 

presencia de anticuerpos anti-HLA en el receptor capaces de unirse a las moléculas HLA 

del donante, con la consiguiente activación del sistema del complemento, lo cual 

provoca la lisis celular. El resultado se valora mediante microscopía óptica, utilizando un 

microscopio invertido, tras la adición de un colorante vital (eosina) capaz de penetrar en 



I. Introducción 
 

22 
 

las células muertas, o mediante microscopía de fluorescencia en el caso de utilizar 

colorantes fluorescentes. La CDC es una técnica que sigue empleándose en la prueba 

cruzada, la cual se realiza de manera obligatoria previamente al trasplante renal (76), ya 

que un resultado positivo tiene un elevado poder predictivo positivo de desarrollo de 

rechazo hiperagudo. De este modo, un resultado de prueba cruzada por CDC positivo 

contraindica la realización del trasplante. Entre sus limitaciones destaca el hecho de que 

únicamente detecta aquellos anticuerpos capaces de activar el sistema del 

complemente, no detecta anticuerpos presentes a baja concentración y puede dar lugar 

a falsos positivos como consecuencia de la detección de autoanticuerpos. 

La citometría de flujo, al igual que la CDC, se basa en la utilización de células del donante 

y suero del receptor con el objetivo de determinar la presencia en el suero de 

anticuerpos anti-HLA dirigidos contra el donante. A diferencia de la CDC para la 

visualización de los resultados se utilizan anticuerpos monoclonales. Además, permite 

la detección de anticuerpos anti-HLA tanto fijadores como no fijadores de 

complemento, por lo que es una técnica más sensible que la CDC. Es útil para la 

identificación de pacientes que presentan DSA que no fijan complemento y que, por 

tanto, dan lugar a una prueba cruzada por CDC negativa, pero que sin embargo tienen 

un mayor riesgo de AbMR (77,78). 

Los ensayos de Luminex, más recientemente introducidos, son técnicas de fase sólida 

muy sensibles y específicas, gracias a las cuales se puede determinar la especificidad de 

los anticuerpos anti-HLA y que han revolucionado la histocompatibilidad. Se basan en la 

utilización de microesferas fluorescentes a las cuales se encuentran adheridas moléculas 

HLA (79). 

La presencia y especificidad de los anticuerpos anti-HLA se determina en los pacientes 

sometidos a trasplante renal de manera previa al trasplante así como periódicamente 

tras el trasplante, con el objetivo de prevenir la aparición de AbMR, puesto que los 

pacientes con anticuerpos anti-HLA tienen un mayor riesgo de desarrollar AbMR y de 

sufrir una pérdida del injerto. Otro aspecto importante y que en ocasiones no es tenido 

en cuenta, hace referencia a las subclases de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4) que 

conforman los anticuerpos anti-HLA, ya que no todas ellas tienen la misma capacidad 

para activar el sistema del complemento. IgG3 e IgG1 tienen mayor capacidad de fijación 
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de complemento que IgG2. IgG4, por su parte no activa el complemento, lo cual se 

traduce en que los anticuerpos anti-HLA IgG3 tienen una mayor asociación con la 

aparición de AbMR agudo, mientras que los IgG4 se asocian con la presencia de AbMR 

subclínico y crónico a través de mecanismos independientes del complemento (80–82). 

El estudio de la sensibilización HLA de los pacientes trasplantados renales es, por tanto, 

un aspecto de gran importancia, ya que reduce de manera considerable la probabilidad 

de llevar a cabo un trasplante de manera satisfactoria. Estos anticuerpos anti-HLA se 

desarrollan, en la mayoría de las ocasiones, como consecuencia de transfusiones 

sanguíneas (o de derivados), embarazos (o abortos), así como debido a trasplantes 

previos que han fracasado. Los nuevos métodos para la detección y caracterización de 

los anticuerpos anti-HLA, especialmente los que emplean la tecnología Luminex, han 

permitido aumentar las posibilidades de éxito del trasplante, aunque esto también se 

traduce en que a mayor número de especificidades detectadas, menor es la posibilidad 

de encontrar un donante compatible. Por tanto, debe establecerse un equilibrio entre 

sensibilidad, o capacidad de detección de gran cantidad de anticuerpos anti-HLA en el 

receptor, mejorando así la supervivencia del injerto, y especificidad, o caracterización 

de aquellos anticuerpos clínicamente relevantes. En función de estos anticuerpos anti-

HLA puede establecerse el panel reactivo de anticuerpos (PRA), gracias al cual se 

determina el porcentaje de antígenos HLA frente a los que se han desarrollado 

anticuerpos. El PRA refleja, por consiguiente, el pronóstico del trasplante. Pacientes con 

mayor PRA tienen una menor probabilidad de encontrar un donante compatible, 

presentan una menor supervivencia del injerto en el caso de ser trasplantados y además, 

la supervivencia de estos pacientes es menor (83). Otro aspecto importante, es la prueba 

cruzada virtual (PCv), la cual permite predecir si el suero del receptor de trasplante renal 

va a reaccionar frente a los antígenos HLA del posible donante, siempre y cuando 

dispongamos de los datos de las especificidades de anticuerpos anti-HLA presentes en 

el receptor, así como del tipaje HLA del donante. Gracias a la PCv se acelera la toma de 

decisiones acerca de si un injerto es válido o no para un receptor, sin la necesidad de 

contar con la muestra celular del donante. 

Concretamente en España, la ONT creó en 2015 un programa para aumentar las 

posibilidades de trasplante de los pacientes hiperinmunizados, el cual se conoce como 
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programa PATHI, Plan Nacional de Acceso al trasplante renal para pacientes 

hiperinmunizados. Los criterios vigentes con fecha de redacción de la presente Tesis 

Doctoral para poder participar en este programa incluyen que los pacientes deben estar 

en lista de espera de trasplante renal, tener un PRA calculado (cPRA) mediante Luminex 

superior al 98% y llevar más de un año en TRS en diálisis. Los donantes, por su parte, 

deben disponer de los dos riñones válidos para el trasplante y haber fallecido en muerte 

encefálica y tener entre 18-70 años o en asistolia controlada con edad inferior a 60 años. 

No obstante, la definición del perfil de anticuerpos anti-HLA no es procedimiento 

estandarizado, por lo que debe estudiarse de manera detenida a la hora de determinar 

los antígenos HLA prohibidos para cada uno de los receptores en lista de espera de 

trasplante renal. Para ello, es fundamental el desarrollo de estrategias que permitan 

clasificar de una manera exhaustiva los anticuerpos anti-HLA de acuerdo a su relevancia 

clínica. Así mismo, existen distintas estrategias encaminadas a la desensibilización de los 

pacientes, es decir, a intentar reducir o eliminar la presencia de los anticuerpos anti-

HLA, entre las que destacan el uso de IGIVs, rituximab, un anticuerpo monoclonal anti-

CD20 o plasmaféresis, entre otros (84). 

En lo que respecta al tratamiento de los pacientes con AbMR, no se ha demostrado la 

existencia de ningún tratamiento que resulte eficaz frente al AbMR crónico, por lo que 

los fármacos utilizados se centran en hacer frente al AbMR agudo. Los abordajes 

terapéuticos en pacientes con AbMR consisten en intentar eliminar la presencia de 

anticuerpos anti-HLA, reducir su producción y bloquear sus efectos, para lo cual se utiliza 

la plasmaféresis, la administración de IGIVs, así como fármacos tales como rituximab, 

bortezomib, inhibidor del proteasoma o eculizumab, anticuerpo monoclonal anti-C5 

(85). Un aspecto que no debe pasarse por alto es la importancia de promover la 

adherencia al tratamiento inmunosupresor estándar por parte del paciente para así 

reducir en la medida de los posible la aparición de rechazo del injerto (86). 

Por todo ello, no hay ninguna duda de que el conocimiento de los mecanismos 

fisiopatológicos del rechazo mediado por anticuerpos es crucial para poder desarrollar 

opciones terapéuticas para estos pacientes. La presencia de anticuerpos anti-HLA y 

concretamente de aquellos dirigidos frente a moléculas HLA del donante es un aspecto 

fundamental. Sin embargo, la búsqueda de nuevos biomarcadores que ayuden en su 
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predicción y diagnóstico es un tema de gran importancia. La generación de linfocitos B 

memoria alorreactivos y su diferenciación a células B plasmáticas productoras de los 

anticuerpos anti-HLA juega un papel esencial en el AbMR. 

 

3. Ontogenia de los linfocitos B 

Los linfocitos B se originan en la médula ósea a partir de células progenitoras 

hematopoyéticas, en un proceso conocido como hematopoyesis (87). 

Las etapas iniciales del desarrollo de los linfocitos B en la médula ósea tienen como 

objetivo el reordenamiento funcional de los segmentos V-(D)-J de las inmunoglobulinas, 

proceso fundamental, ya que gracias a estos reordenamientos es como se consigue el 

gran repertorio de células B presente en el organismo, capaz de reconocer más de 5x1013 

antígenos diferentes (88). Se trata, por tanto de un proceso de maduración 

independiente de antígeno. Dentro de este reordenamiento se distinguen varias etapas. 

En la primera de ellas, la célula pro-B lleva a cabo los reordenamientos de D-J de la 

cadena pesada y a continuación el reordenamiento de la región V con el segmento de 

DJ. Es un requisito indispensable que este reordenamiento de la cadena pesada sea 

funcional, concretamente del gen µ, para llegar al estadio de célula pre-B, donde tiene 

lugar el reordenamiento de los segmentos génicos que codifican las cadenas ligeras 

kappa y lambda. La combinación de la cadena ligera con la cadena pesada µ, permite la 

formación de la IgM, la cual se expresa en la superficie celular y se asocian con otras 

moléculas (Ig-α e Ig-β) dando lugar al receptor del linfocito B (BCR) (89–91). 

Estas células que expresan la IgM en la membrana se denominan linfocitos B inmaduros 

y son capaces de abandonar la médula ósea y migrar al bazo para continuar con su 

diferenciación dando lugar a células B transicionales, a partir de las cuales se generarán 

las correspondientes células B naïve, foliculares o de la zona marginal. Los linfocitos B 

inmaduros deben pasar un punto de control que garantice que el BCR es funcional, es 

decir, capaz de transmitir señales al interior celular (selección positiva) y que además no 

reconoce antígenos propios (selección negativa). Gracias a este proceso de selección 

negativa se asegura la eliminación de células autorreactivas (92–94). Además de que el 
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BCR sea funcional, para la supervivencia de las células B en la periferia son necesarias 

una serie de señales de supervivencia entre las que destacan las generadas por la unión 

del factor activador de células B (BAFF) a su receptor (BAFFR) expresado en las células 

inmaduras y transicionales, entre otras (95,96). 

Únicamente una pequeña proporción de los linfocitos B maduros corresponden a células 

de la zona marginal, ya que la mayor parte de los linfocitos B maduros son linfocitos B 

foliculares, los cuales coexpresan en su membrana tanto IgM como IgD. 

El proceso de maduración de estos linfocitos es un proceso dependiente de antígeno, el 

cual tiene lugar en los órganos linfoides secundarios. Si los linfocitos B naïve no son 

capaces de encontrar su antígeno específico acaban muriendo al cabo de varios días. Si 

por el contrario, este reconocimiento tiene lugar, se producen una serie de señales que 

conducen a su proliferación y maduración hacia célula efectora (97). 

Las principales células B efectoras son las células plasmáticas encargadas de la 

producción de anticuerpos específicos frente a los antígenos con los que han entrado en 

contacto (98,99), pero también se generan linfocitos B memoria, los cuales destacan por 

su rápida capacidad de respuesta frente a estímulos antigénicos en comparación con los 

linfocitos B inmaduros y naïve, gracias a la gran expresión de moléculas coestimuladoras 

(CD80, CD86) (98,100). Las células B memoria se caracterizan por la expresión de CD27 

y en función de la expresión o no de IgD podemos diferenciar dos tipos, linfocitos B 

memoria sin cambio de isotipo (CD27+ IgD+) y linfocitos B memoria con cambio de isotipo 

(CD27+ IgD-) (Figura 9) (101). 
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Figura 9. Ontogenia de los linfocitos B. 
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4. Factores implicados en el desarrollo y la homeostasis de los 

linfocitos B 

La homeostasis de los linfocitos B está regulada por diversos factores, entre los que 

destacan el factor activador de células B (BAFF, también denominado miembro de la 

superfamilia de ligandos del factor de necrosis tumoral 13B, TNFSF13B, o estimulador 

de linfocitos B, BLyS) y el ligando inductor de la proliferación (APRIL). BAFF es una 

proteína de membrana perteneciente a la superfamilia de ligandos del factor de necrosis 

tumoral (TNF), aunque también se presenta de forma soluble, compartiendo hasta un 

50% de homología con APRIL (102,103). APRIL, sin embargo, existe mayoritariamente en 

su forma secretada, ya que su escisión se produce en el aparato de Golgi (104). 

BAFF es, por tanto, una citocina expresada y secretada por diversas células del sistema 

inmunitario, predominantemente células mieloides (monocitos, macrófagos y células 

dendríticas), así como por un subtipo de linfocitos T, entre otras, la cual está implicada 

en la supervivencia, proliferación, diferenciación y maduración de diferentes 

subpoblaciones de linfocitos B (105–107). APRIL también es producida por células 

mieloides, así como por diversos tipos celulares de linaje no hematopoyético (108), pero 

posee un papel más limitado sobre los linfocitos B, ya que se ha observado que ratones 

deficientes en APRIL poseen una maduración normal de los linfocitos B, así como un 

correcto desarrollo del sistema inmunitario (109,110). No obstante, se ha descrito el 

papel de APRIL como factor estimulador del crecimiento celular tumoral (111). 

Estudios in vitro han demostrado que diversas citocinas implicadas en la regulación del 

sistema inmunitario, tales como interferón-γ (IFN-γ) e interleucina-10 (IL-10), son 

capaces de estimular la expresión de BAFF en células mieloides (112). 

BAFF es capaz de unirse a tres receptores diferentes, el receptor de BAFF (BAFFR, 

también conocido como TNFRSF13C o receptor de BLyS 3), el antígeno de maduración 

de células B (BCMA) y T cell activator and calcium modulating ligand interactor (TACI). 

Los tres receptores son expresados por los linfocitos B aunque su expresión varía 

dependiendo del estadio de desarrollo de la célula (113,114). BAFFR es el primero en 

expresarse y el único necesario para la supervivencia de las células B transicionales y 

naïve. Se expresa en todos las subpoblaciones de linfocitos B excepto en las células 
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plasmáticas (96,115). La expresión de BCMA, por su parte, parece estar restringida a 

linfocitos B maduros, expresándose de manera constitutiva en células plasmáticas 

promoviendo de esta manera su supervivencia (116). TACI se expresa en linfocitos B 

activados, linfocitos B de la zona marginal, linfocitos B memoria con cambio de isotipo, 

así como en células plasmáticas (117,118). Este receptor junto con BAFFR se ha visto 

implicado con el cambio de clase de las inmunoglobulinas (Igs) (119). Además, 

mutaciones en TACI se ha relacionado con el desarrollo de inmunodeficiencias (120). A 

diferencia de lo que ocurre con BCMA y BAFFR, TACI inhibe la proliferación celular y la 

producción de inmunoglobulinas (121,122) (Figura 10). 

APRIL, por su parte, es capaz de unirse fuertemente a BCMA y de manera moderada a 

TACI, pero no interacciona con BAFFR. 
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Figura 10. Papel de BAFF en las señales de coestimulación necesarias para la activación de los 
linfocitos B. BCR: receptor del linfocito B; MHC: complejo mayor de histocompatibilidad; BAFF: 
factor activador de células B; BAFFR: receptor de BAFF; BCMA: antígeno de maduración de 
células B; TACI: T cell activator and calcium modulating ligand interactor. 

 

Defectos en la expresión tanto de BAFF como de BAFFR se han relacionado con una 

alteración del desarrollo de los linfocitos B más allá de la etapa inmadura, afectando a 

la formación de células B foliculares y de la zona marginal (123,124). Del mismo modo, 



I. Introducción 

31 
 

experimentos en ratones han demostrado que defectos en el la señalización del BCR y 

de BAFFR implican una ausencia de poblaciones de células B en la periferia (125). 

Distintos estudios han demostrado la importancia de BAFF en la biología de las células 

B, aumentando la respuesta inmunitaria humoral, tanto frente a antígenos T 

dependientes como independientes, induciendo el cambio de clase de las Igs, así como 

actuando como molécula coestimuladora de la activación de células T (126,127). 

Así mismo, destaca el papel de BAFF en la tolerancia inmunológica, mecanismo gracias 

al cual en condiciones fisiológicas las células B autorreactivas son eliminadas, evitando 

de esta manera la generación de autoanticuerpos. Una ruptura de este proceso de 

tolerancia da lugar al desarrollo de fenómenos autoinmunes. Estudios llevados a cabo 

en ratones han demostrado un aumento de la presencia de células B autorreactivas 

como consecuencia de una sobreexpresión de BAFF (128), lo cual indica una implicación 

de dicha molécula en la patogénesis de diferentes enfermedades autoinmunes, tales 

como lupus eritematoso sistémico (129), síndrome de Sjögren (130), artritis reumatoide 

(131), esclerosis sistémica (132) o  esclerosis múltiple (133), entre otras. Así mismo, 

también está descrito el hecho de que niveles elevados de BAFF en suero se 

correlacionan con la gravedad de dichas enfermedades autoinmunes (134–137), así 

como con los títulos de los correspondientes autoanticuerpos patogénicos 

(135,138,139). 

Todo ello, ha llevado a la generación de anticuerpos antagonistas de BAFF, así como de 

su receptor, BAFFR, entre los que destaca belimumab, con el objetivo de neutralizar sus 

efectos y posibilitar tratamientos alternativos a este tipo de pacientes (140–143). 

A diferencia de los que ocurre en el campo de la autoinmunidad, el papel de BAFF en el 

ámbito del trasplante, donde existen menos estudios realizados, es más controvertido. 

Por un lado, algunos autores indican que los niveles séricos de BAFF son indicativos del 

perfil de riesgo inmunológico de los pacientes tras el trasplante renal, al considerar que 

los niveles de BAFF pretrasplante (PreTx) se encuentran asociados con el grado de 

sensibilización previa al trasplante y son, por tanto, un biomarcador de utilidad para 

predecir el rechazo del injerto (144–146). Siguiendo en esta línea, se afirma que la 

expresión de BAFF se correlaciona con el panel reactivo de anticuerpos (PRA) preTx, 
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indicando que dicha molécula está implicada en los fenómenos que llevan a la pérdida 

del injerto (147). Así mismo, niveles elevados de BAFF se encuentran asociados con el 

daño mediado por anticuerpos tras el trasplante renal (148) y con un aumento del riesgo 

de desarrollo de AbMR (149–151). Un metaanálisis publicado recientemente evaluó el 

valor predictivo de los niveles séricos de BAFF para AbMR, indicando que la incidencia 

de AbMR es significativamente más elevada en pacientes con niveles más elevados de 

BAFF (152). 

Por el contrario, hay autores que afirman que los niveles de BAFF no son un biomarcador 

pronóstico para la disfunción del injerto o para la supervivencia de los pacientes 

trasplantados renales, ya que los niveles de séricos de BAFF no están relacionados con 

la sensibilización anti-HLA (153) y que pacientes que presentan AbMR poseen niveles 

significativamente más bajos de BAFF (154). También se ha descrito que niveles elevados 

de BAFF no se asocian con el resultado del injerto en pacientes trasplantados renales 

que reciben inducción con rituximab (155). 

A la vista de estos resultados, en la presente Tesis Doctoral se analizó el papel de los 

niveles de BAFF y de otras subpoblaciones celulares tanto preTx como de manera 

prospectiva en pacientes trasplantados renales para evaluar su utilidad como 

biomarcador predictor y de diagnóstico de AbMR. 
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Hipótesis 

El trasplante renal representa el tratamiento óptimo para los pacientes con enfermedad 

renal terminal (ERT). Gracias al desarrollo de fármacos inmunosupresores y a un mayor 

conocimiento de los mecanismos a través de los cuales el sistema inmune responde 

frente al órgano trasplantado, el rechazo mediado por células T ha dejado de ser una de 

las principales causas de pérdida del injerto en los pacientes trasplantados renales. Sin 

embargo, el rechazo mediado por anticuerpos (AbMR) continúa siendo una causa 

importante de pérdida del órgano trasplantado, por lo que es necesario un mayor 

conocimiento de los mecanismos etiopatogénicos que conducen a su desarrollo. 

Con las células T bajo control, todos los esfuerzos deben centrarse en el estudio de las 

células B, ya que es este tipo celular el precursor de las células plasmáticas productoras 

de anticuerpos, siendo éstos, especialmente los anticuerpos anti-HLA, uno de los 

criterios para el diagnóstico del AbMR. El estudio de las subpoblaciones de linfocitos B 

así como de los factores implicados en su diferenciación y supervivencia, junto a un 

mejor conocimiento de los mecanismos patogénicos implicado en el AbMR, puede 

permitir añadir nuevos biomarcadores a los anticuerpos anti-HLA para el manejo clínico 

del AbMR en el trasplante renal. 
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Objetivos 

El principal objetivo de la presente Tesis Doctoral se basa en la búsqueda de nuevos 

biomarcadores implicados en el rechazo mediado por anticuerpos (AbMR) en pacientes 

trasplantados renales, los cuales sean de utilidad para la predicción y diagnóstico de esta 

entidad clínica y permitan un mayor conocimiento de la patogenia de este proceso, así 

como en la definición de procedimientos técnicos para el estudio de anticuerpos anti-

HLA en los pacientes hipersensibilizados. 

Los objetivos secundarios son: 

1. Analizar los niveles séricos de BAFF en el momento previo al trasplante, así como 

de manera prospectiva y establecer su asociación con la presencia de 

anticuerpos anti-HLA en pacientes trasplantados renales que sufren AbMR. 

2. Estudiar la distribución de las subpoblaciones de linfocitos B y T circulantes 

pretrasplante  y de manera prospectiva en pacientes con AbMR. 

3. Definir combinaciones de biomarcadores para la monitorización de pacientes 

trasplantados renales. 

4. Analizar el efecto de la terapia de inducción en las poblaciones celulares, 

haciendo hincapié en las subpoblaciones de linfocitos B.  

5. Estudiar la relación entre incompatibilidades de eplets de moléculas HLA y el 

desarrollo de AbMR. 

6. Mejorar la definición técnica del perfil de anticuerpos anti-HLA en pacientes 

hipersensibilizados. 
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1. Aspectos ético-legales 

El presente trabajo ha sido sometido a la aprobación por parte del Comité de Ética de 

Investigación Clínica de Cantabria (número de referencia: 1014/161; 1 de agosto de 

2014). Del mismo modo, todos los pacientes trasplantados renales y sujetos sanos 

incluidos en el estudio han sido informados acerca de los objetivos del estudio y han 

firmado el correspondiente consentimiento informado para la publicación de los datos 

que se obtengan.    

 

2. Estudios realizados 

Con el objetivo de abordar las diferentes cuestiones planteadas en la presente Tesis 

Doctoral, se diseñó un estudio prospectivo en el que participaron pacientes con ERT, a 

los que se realizó un seguimiento durante 24 meses tras el trasplante. Además, se llevó 

a cabo un estudio retrospectivo en el que se incluyeron pacientes hipersensibilizados 

incluidos en lista de espera de trasplante renal. 

 

2.1. Estudio prospectivo  

En el estudio prospectivo, fueron incluidos 109 pacientes con enfermedad renal crónica 

terminal sometidos a trasplante de riñón entre los años 2015 y 2018 en el Hospital 

Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV), con el objetivo de identificar nuevos 

biomarcadores implicados en la patogenia del AbMR. La monitorización de dichos 

pacientes tuvo lugar de manera secuencial, para lo cual se recogieron muestras en el 

momento previo al trasplante, así como a los 6, 12 y 24 meses del mismo, en las 

correspondientes consultas de trasplante llevadas a cabo en el Servicio de Nefrología 

del HUMV. Así mismo, en los pacientes con sospecha de rechazo dentro del primer año 

postTx como consecuencia de una función retrasada del injerto de manera mantenida, 

un aumento de la creatinina o desarrollo de proteinuria en los que se llevó a cabo una 

biopsia renal por indicación para confirmar la existencia de rechazo clínico y en aquellos 

que fueron sometidos a una biopsia de protocolo a los 12 meses tras el trasplante para 

poner en evidencia la presencia de rechazo subclínico, se recogió una muestra adicional 
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(Figura 11). Todos los resultados de las biopsias fueron reclasificados de acuerdo a la 

clasificación de Banff 2017. 

 

Figura 11. Cronograma de la extracción de muestras. 

 

Además, se incluyó un grupo control formado por 40 sujetos sanos no trasplantados, 

pareado en edad y sexo con la cohorte de pacientes trasplantados renales incluidos en 

el estudio, con el objetivo de poder llevar a cabo las comparaciones necesarias.  

Para la monitorización de los posibles biomarcadores a los 6, 12 y 24 meses tras el 

trasplante se seleccionaron aquellos pacientes trasplantados renales que no 

presentaban factores de confusión. Concretamente, se seleccionaron 51 pacientes, los 

cuales no sufrieron ningún evento de rechazo durante los 12 primeros meses post-

trasplante, no recibieron ningún tratamiento (timoglobulina, rituximab, plasmaféresis, 

IGIVs) adicional aparte de la terapia de inducción (timoglobulina, n = 23; basiliximab, n 

= 12), en los casos en los que fue administrada, y a los que se les realizó una biopsia de 

protocolo a los 12 meses postTx que permitió observar el desarrollo de AbMR subclínico, 

el cual se produjo en un 9,8% de los casos. 

Para valorar el efecto de las terapias de inducción en la dinámica de las diferentes 

poblaciones celulares se seleccionaron 91 pacientes, los cuales, únicamente, recibieron 

tratamiento con terapia de inducción (timoglobulina, basiliximab) en los casos en los fue 

necesario, no recibiendo timoglobulina ni rituximab postTx como tratamiento del 

rechazo agudo. Concretamente, 44 pacientes fueron tratados con timoglobulina y 20 

con basiliximab como terapias de inducción. Así mismo, 27 pacientes no recibieron 

ningún tratamiento de inducción.  
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2.2. Estudio retrospectivo 

En el estudio retrospectivo se incluyeron 18 pacientes hipersensibilizados, con un cPRA 

>98% incluidos en lista de espera de trasplante renal en el HUMV, los cuales no 

recibieron ningún tratamiento de desensibilización con rituximab ni con IGIVs en los 12 

meses previos a su incorporación en el estudio, con el objetivo de definir de una manera 

más exhaustiva el perfil de anticuerpos anti-HLA. 

 

3. Muestras recogidas 

3.1. Estudio prospectivo 

3.1.1. Muestras de los receptores 

En cada uno de los distintos puntos de control se recogieron 10 mL de sangre periférica 

en un tubo sin anticoagulante, así como 5 ml de sangre anticoagulada con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA). 

A partir de la sangre almacenada en tubos sin anticoagulante se procedió a la extracción 

del suero mediante centrifugación a 3000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 

minutos a temperatura ambiente (TA). Dicho suero fue almacenado a -20ºC hasta su 

utilización para los correspondientes ensayos (estudio de anticuerpos anti-HLA, 

determinación de niveles de BAFF y APRIL soluble). 

La sangre anticoagulada con EDTA fue sometida a una purificación en gradiente de 

densidad mediante el empleo de Ficoll Histopaque (Sigma-Aldrich) para el consiguiente 

aislamiento y purificación de las células mononucleares (PBMCs). Para ello, se llevó a 

cabo una centrifugación sin freno a 2000 rpm durante 20 minutos a TA. Tras dicho 

procedimiento se recogió la correspondiente población leucocitaria y se efectuó un 

lavado con tampón fosfato salino (PBS) mediante centrifugación a 1500 rpm durante 10 

minutos a TA. Al finalizar la centrifugación se eliminó el PBS mediante decantación y el 

pellet celular resultante fue resuspendido en medio de cultivo Roswell Park Memorial 

Institute (RPMI)-1640 (Sigma-Aldrich) con el objetivo de llevar a cabo los 

correspondientes ensayos de citometría de flujo para identificar las diferentes 

subpoblaciones de linfocitos B y T. 
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Así mismo, se procedió al aislamiento de ácido desoxirribonucleico (ADN) de forma 

automatizada mediante Maxwell 16 System (Promega Inc.) para la determinación del 

tipaje HLA y poder establecer las incompatibilidades HLA, así como de eplets. 

 

3.1.2. Muestras de los sujetos sanos 

Se realizó una única extracción de 10 mL de sangre periférica en tubo sin anticoagulante 

y 5 ml de sangre anticoagulada con EDTA. 

Al igual que en el caso de las muestras de los receptores, a partir de la sangre 

almacenada en tubos sin anticoagulante se procedió a la extracción del suero mediante 

centrifugación a 3000 rpm durante 10 minutos a TA. Dicho suero fue almacenado a -

20oC hasta su utilización para la determinación de los niveles séricos de BAFF y APRIL. 

La sangre anticoagulada con EDTA fue nuevamente sometida a una purificación en 

gradiente de densidad mediante el empleo de Ficoll-Histopaque para el consiguiente 

aislamiento y purificación de las PBMCs. Para ello, se llevó a cabo una centrifugación sin 

freno a 2000 rpm durante 20 minutos a TA. Tras dicho procedimiento se recogió la 

correspondiente población leucocitaria y se efectuó un lavado con PBS mediante 

centrifugación a 1500 rpm durante 10 minutos a TA. Al finalizar la centrifugación se 

eliminó el PBS mediante decantación y el pellet celular resultante fue resuspendido en 

medio de cultivo RPMI-1640 con el objetivo de llevar a cabo los correspondientes 

ensayos de citometría de flujo para el estudio de las subpoblaciones de linfocitos B y T. 

 

3.1.3. Muestras de los donantes 

Se realizó una única extracción de 5 mL de sangre anticoagulada con EDTA en el 

momento previo al trasplante.  

Tal y como se realizó en el caso de las muestras de los receptores, se procedió al 

aislamiento de ADN de forma automatizada mediante Maxwell 16 System (Promega 

Inc.) para la determinación del tipaje HLA y el estudio de incompatibilidades HLA, así 

como de eplets. 
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3.2. Estudio retrospectivo 

3.2.1. Muestras de los receptores 

Se recogieron 5 mL de sangre periférica en tubo sin anticoagulante, así como 5 ml de 

sangre anticoagulada con EDTA. 

Al igual que en el estudio prospectivo, a partir de la sangre almacenada en tubos sin 

anticoagulante se procedió a la extracción del suero mediante centrifugación a 3000 

rpm durante 10 minutos a TA. Dicho suero fue utilizado para la determinación de 

anticuerpos anti-HLA de clase I en tres condiciones: neto, dilución 1/160 y estudio de 

especificidades fijadoras de complemente mediante el test de C1q (C1qScreen, One 

Lambda Inc.); así como para la realización de la prueba cruzada mediante CDC y 

citometría de flujo. 

La sangre anticoagulada con EDTA se empleó para el aislamiento de ADN de forma 

automatizada mediante Maxwell 16 System (Promega Inc.) para la determinación del 

tipaje HLA. 

 

3.2.2. Muestras de los donantes 

Se recogieron 5 mL de sangre anticoagulada con EDTA, la cual se empleó nuevamente 

para el aislamiento de ADN de forma automatizada mediante Maxwell 16 System 

(Promega Inc.) para la determinación del tipaje HLA, así como para el aislamiento de 

PBMCs, tal y como se ha mencionado anteriormente, con el objetivo de poder llevar a 

cabo la prueba cruzada tanto por CDC como por citometría de flujo. 

 

4. Inmunofenotipado de subpoblaciones de linfocitos B y T 

mediante citometría de flujo multiparamétrica 

Las células mononucleares aisladas mediante Ficoll-Histopaque se pusieron en contacto 

con los anticuerpos monoclonales detallados en la Tabla 2. Tras dicho marcaje, se llevó 

a cabo una incubación de 30 minutos, a TA y en oscuridad. Transcurrido el tiempo de 

incubación, se procedió al lavado de las muestras para lo cual se añadieron 2 mL de PBS 
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con el objetivo de eliminar el exceso de anticuerpo monoclonal y se centrifugaron a 1500 

rpm durante 5 minutos a 4oC. Finalizada la centrifugación, el sobrenadante se eliminó 

mediante decantación y el pellet celular resultante se resuspendió en 250 µL para su 

adquisición en el citómetro de flujo Cytoflex (Beckman Coulter, Inc.). El análisis de los 

resultados de citometría de flujo se llevó a cabo en el programa de análisis Kaluza 

(Beckman Coulter Inc.). El inmunofenotipado para la identificación de las 

subpoblaciones de linfocitos B y T se llevó a cabo tal y como se describe (156) y es 

detallado en las tablas 3 y 4. En la figura 12 se muestra la estrategia de selección 

empleada para el estudio de las subpoblaciones de linfocitos B (a, b) y de linfocitos T (c). 

El cálculo de los números absolutos de las diferentes subpoblaciones de linfocitos B y T 

se llevó a cabo mediante la relativización de los correspondientes valores obtenidos tras 

su adquisición en el citómetro de flujo Cytoflex teniendo en cuenta los números 

absolutos de linfocitos B y T obtenidos en el citómetro de flujo volumétrico Aquios CL 

(Beckman Coulter, Inc.). 

Tabla 2. Panel de anticuerpos monoclonales empleado para el estudio de las subpoblaciones 
de linfocitos B y T mediante citometría de flujo. 

Fluorocromo Anticuerpo Clon Casa comercial 

FITC CD27 M-T271 BD Biosciences 

FITC CD138 MI15 BD Biosciences 

FITC CD62L DREG56 Beckman Coulter 

PE CD24 ML5 BD Biosciences 

PE CD268 11C1 BD Biosciences 

PE CD45RO UCHL1 BD Biosciences 

PE-Cy5.5 CD19 J3-119 Beckman Coulter 

PE-Cy5.5 CD28 L293 Beckman Coulter 

PE-Cy7 CD38 HIT2 BioLegend 

PE-Cy7 CD27 1A4 BioLegend 

APC CD5 UCHT2 BioLegend 

APC IgM G20-127 BD Biosciences 

APC CCR7 REA108 Miltenyi Biotec 

APC-Cy7 CD10 HI10a BioLegend 

APC-Vio770 CD27 M-T271 Miltenyi Biotec 

APC-Vio770 CD4 VIT4 Immunostep 

VioBlue CD21 HB5 Miltenyi Biotec 

VioBlue CD3 ICHT1 Immunostep 
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Pacific Blue CD25 BC96 BioLegend 

VioGreen CD20 LT20 Miltenyi 

Brilliant Violet 510 IgD IA6-2 BioLegend 

FITC: Isotiocianato de fluoresceína; PE: Ficoeritrina; Cy: Cianina; APC: Aloficocianina.  

 

CD: cluster de diferenciación 

 

CD: cluster de diferenciación 

Tabla 3. Inmunofenotipado para la identificación de subpoblaciones de linfocitos B. 

Subpoblaciones linfocitos B Marcadores CD 

B Foliculares CD19+CD10+CD20+CD21+CD5high 

Zona marginal CD19+CD20+CD21+CD24highCD38- 

Pre B1 CD19+CD10+CD20- 

Pre B2 CD19+CD10+CD20+CD21+CD24+CD38high 

B Transicionales T1 CD19+CD24+CD38+CD5high 

B Transicionales T2 CD19+CD24+CD38+CD5low/- 

Bm1 CD19+IgD+CD38- 

Bm2 CD19+IgD+CD38+ 

Bm2´ CD19+IgD+CD38high 

Bm3Bm4 CD19+IgD-CD38high 

eBm5 CD19+IgD-CD38+ 

Bm5 CD19+IgD-CD38- 

B Naïve CD19+IgD+CD27- 

B memoria sin cambio de isotipo CD19+IgD+CD27+ 

B memoria con cambio de isotipo CD19+IgD-CD27+ 

Células plasmáticas CD19-CD20-CD27highCD38highCD138+ 

Tabla 4. Inmunofenotipado para la identificación de subpoblaciones de linfocitos T. 

Subpoblaciones linfocitos T Marcadores CD 

CD4 naïve CD3+CD4+CD62L+CD45RO- 

CD4 memoria centrales CD3+CD4+CD62L+CD45RO+ 

CD4 memoria efectoras CD3+CD4+CD62L-CD45RO+ 

CD4 TEMRA CD3+CD4+CD62L-CD45RO- 

CD8 naïve CD3+CD8+CD62L+CD45RO- 

CD8 memoria centrales CD3+CD8+CD62L+CD45RO+ 

CD8 memoria efectoras CD3+CD8+CD62L-CD45RO+ 

CD8 TEMRA CD3+CD8+CD62L-CD45RO- 
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 (a) 
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(b)  
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 (c) 
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Figura 12. Estrategia de selección de las diferentes subpoblaciones de linfocitos B y T mediante 
citometría de flujo. a) Estrategia de selección de las subpoblaciones de linfocitos B. Los linfocitos 
fueron identificados mediante FSC (Forward Scatter) y SSC (Side Scatter). A partir de la población 
de linfocitos, se seleccionaron las células CD19+ y a partir de ellas y de acuerdo a los marcadores 
IgD y CD27, las células B naïve (IgD+ CD27-), memoria sin cambio de isotipo (IgD+ CD27+) y 
memoria con cambio de isotipo (IgD- CD27+) fueron identificadas. Además, en base a las células 
CD19+ y de acuerdo a los marcadores IgD y CD38, las células B se pueden clasificar en Bm1 (IgD+ 
CD38-), Bm2 (IgD+ CD38+), Bm2´ (IgD+ CD38high), Bm3Bm4 (IgD- CD38high), eBm5 (IgD- CD38+) y 
Bm5 (IgD- CD38-) (157). b) Estrategia de selección de las células B transicionales tipo 2 (T2). Los 
linfocitos fueron identificados mediante FSC y SSC. A partir de la población de linfocitos, se 
seleccionaron las células CD19+ CD5 low/- y en base a ellas y de acuerdo a los marcadores CD24 
y CD38, las células transicionales tipo 2 fueron identificadas Se muestran dos ejemplos 
representativos de pacientes con niveles altos y bajos de células transicionales tipo 2. La 
estrategia de selección de las células plasmáticas se basó en la identificación de los linfocitos 
mediante FSC y SSC. A partir de la población de linfocitos, se seleccionaron las células CD19- 
CD27high y a partir de éstas, se seleccionaron las células plasmáticas de acuerdo a los marcadores 
CD38high CD138+. c) Estrategia de selección de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+. 
Los linfocitos fueron identificados mediante FSC y SSC. A partir de la población de linfocitos, se 
seleccionaron las células CD3+ y a partir de ellas las células CD4+ y CD8+. En base a estas 
poblaciones celulares y de acuerdo a los marcadores CD62L y CD45RO, se identificaron las células 
T naïve (CD62L+ CD45RO-), memoria central (CD62L+ CD45RO+), memoria efectora (CD62L- 
CD45RO+) y TEMRA (CD62L- CD45RO-). 

 

5. Enzimoinmunoanálisis (ELISA) 

5.1. ELISA para la determinación de niveles de BAFF en suero 

Se utilizó el kit Quantikine ELISA Human BAFF/BLyS/TNFSF13B (R&D Systems, Inc.) para 

la determinación cuantitativa de la concentración de BAFF en suero de pacientes 

trasplantados renales y controles sanos. 

Se trata de un ELISA tipo sándwich en el que un anticuerpo monoclonal específico para 

BAFF se encuentra prefijado en la microplaca. Para la preparación de la recta de 

calibrado se siguieron las instrucciones que se muestran a continuación (Figura 13).  
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Figura 13. Concentración final de los distintos calibradores empleados en la recta de calibrado. 

 

El resto de reactivos, tampón de lavado, solución de sustrato, también fueron 

preparados de acuerdo a las instrucciones recomendadas por el fabricante. En primer 

lugar, se añadieron 100 µL de diluyente a cada pocillo y 50 µL de los calibradores y 

muestras por pocillo. Debe tenerse en cuenta que previamente a su dispensación, las 

muestras de suero de los pacientes y de los controles sanos fueron diluidas 1:2. Se cubrió 

la placa con un adhesivo y se incubó durante 3 horas a TA en agitación. Finalizada la 

incubación, se aspiró el contenido de cada pocillo y se lavó la placa 4 veces con el 

correspondiente tampón de lavado. A continuación, se añadieron 200 µL del anticuerpo 

policlonal conjugado a peroxidasa de rábano picante (HRP), específico para el 

reconocimiento de BAFF humano, a cada pocillo de la placa. Se cubrió nuevamente la 

placa con un adhesivo y se incubó durante una 1 hora a TA en agitación. Tras la 

incubación, se repitieron los ciclos de lavado anteriormente mencionados. 

Posteriormente, se añadieron 200 µL de solución de sustrato (peróxido de hidrógeno + 

tetrametilbencidina) por pocillo y se incubó durante 30 minutos a TA en oscuridad. 

Finalmente, se añadieron 50 µL de solución de parada (ácido sulfúrico 2N) a cada uno 

de los pocillos con el objetivo de detener la reacción enzimática y se determinó la 

absorbancia mediante espectrofotometría a 450 nm.  

Para la interpretación de los resultados y el cálculo de la concentración sérica de BAFF, 

se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras con los obtenidos de los 

calibradores empleados para la recta patrón y se corrigió multiplicando por el factor de 

dilución aplicado a las muestras.  
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5.2. ELISA para la determinación de niveles de APRIL en suero 

Se empleó el kit de ELISA Human APRIL/TNFSF13 (R&D Systems, Inc.) para la 

determinación cuantitativa de la concentración de APRIL en las muestras de suero de 

los pacientes trasplantados renales, así como en los sujetos sanos. 

La preparación de los reactivos, incluyendo los estándares para la realización de la 

correspondiente curva de calibrado (2000-31,3 pg/mL), la solución de lavado, el 

conjugado, el anticuerpo de captura y el anticuerpo de detección fue llevada a cabo 

siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. 

En primer lugar, se añadieron 100 µL del anticuerpo de captura, previamente diluido, a 

cada uno de los pocillos, se cubrió la placa con un adhesivo y se incubó “overnight” a TA. 

A continuación, se aspiró el contenido de cada pocillo y se lavó la placa 3 veces con la 

correspondiente solución de lavado. Se añadieron 300 µL de diluyente a cada pocillo y 

se incubó durante 1 hora a TA. Finalizada la incubación, se repitieron los 3 ciclos de 

lavado y se añadieron 100 µL de los calibradores y muestras por pocillo. Se cubrió la 

placa con un adhesivo y se incubó durante 2 horas a TA. Tras la incubación, se aspiró el 

contenido de cada pocillo y se lavó la placa 3 veces con el correspondiente tampón de 

lavado. A continuación, se añadieron 100 µL del conjugado de estreptavidina-HRP a cada 

pocillo de la placa. Se cubrió nuevamente la placa con un adhesivo y se incubó durante 

20 minutos a TA en oscuridad. Tras la incubación, se repitieron los ciclos de lavado 

anteriormente mencionados. Posteriormente, se añadieron 100 µL de solución de 

sustrato (peróxido de hidrógeno + tetrametilbencidina) por pocillo y se incubó durante 

20 minutos a TA en oscuridad. Finalmente, se añadieron 50 µL de solución de parada 

(ácido sulfúrico 2N) a cada uno de los pocillos con el objetivo de detener la reacción 

enzimática y se determinó la absorbancia mediante espectrofotometría a 450 nm.  

Para la interpretación de los resultados y el cálculo de la concentración sérica de APRIL, 

se interpolaron los valores de absorbancia de las muestras con los obtenidos de los 

calibradores empleados para la curva de calibrado.  
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6. Tipaje HLA de donantes y receptores de trasplante renal 

6.1. Tipaje HLA mediante PCR-SSO 

A partir del ADN purificado, el tipaje HLA de los receptores se determinó mediante la 

reacción en cadena de la polimerasa con la subsiguiente hibridación del producto 

amplificado por medio de sondas de oligonucleótidos específicos de secuencia (PCR-

SSO). Concretamente, los loci amplificados fueron HLA-A, -B, -C, -DRB1 y -DQB1.  

 

6.2. Tipaje mediante PCR-SSP 

Partiendo del ADN purificado, el tipaje HLA de los donantes se determinó mediante PCR 

con la subsiguiente hibridación del producto amplificado por medio de primers 

específicos de secuencia (PCR-SSP). Los loci amplificados fueron HLA-A, -B, -C, -DRB1 y -

DQB1. 

 

7. Detección de anticuerpos anti-HLA y test de C1q mediante 

Luminex 

La determinación de anticuerpos anti-HLA de clase I y II se llevó a cabo en todos los 

pacientes incluidos en el estudio prospectivo, en los distintos puntos de control 

indicados en el apartado 2.1, mediante la tecnología Luminex, técnica de citometría de 

flujo basada en el uso de microesferas fluorescentes.  

En primer lugar, se realizó una técnica de cribado mediante el uso del kit LABScreen 

Mixed (One Lambda Inc.), siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante. 

Para ello, se incubaron, en placas de 96 pocillos, 20 µL del suero de los pacientes con 5 

µL de las microesferas LABScreen Mixed, cada una de las cuales presenta adheridas en 

su superficie varias moléculas HLA diferentes, durante 30 minutos a TA, en agitación y 

en oscuridad. A continuación, se procedió a la realización de cuatro ciclos de lavado con 

la correspondiente solución de lavado previamente diluida. Tras el lavado, se añadieron 

100 µL de anticuerpo anti-IgG conjugado a PE, previamente diluido, a cada uno de los 

pocillos y se incubó durante 30 minutos a TA, en agitación y en oscuridad. Finalizada la 
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incubación, se repitieron nuevamente los cuatro ciclos de lavado y la muestra resultante 

fue adquirida en el Luminex LABScan 100 (One Lambda Inc.). Tras este procedimiento, 

se pudo establecer un cribado de aquellos pacientes que no presentaban anticuerpos 

anti-HLA (Figura 14 a). 

Posteriormente, se analizaron únicamente los sueros de los pacientes con anticuerpos 

anti-HLA, es decir, aquellos que mostraron un resultado positivo en el cribado, con el 

objetivo de poder determinar la especificidad de los anticuerpos anti-HLA mediante el 

kit LABScreen Single Antigen Class I and II (One Lambda Inc.), siguiendo las instrucciones 

recomendadas por el fabricante. Para ello, se incubaron, en placas de 96 pocillos, 20 µL 

del suero de los pacientes con 5 µL de las microesferas LABScreen Single Antigen clase I 

y II, cada una de las cuales, a diferencia del ensayo anterior, presenta adherido en su 

superficie un único antígeno HLA, durante 30 minutos a TA, en agitación y en oscuridad. 

A continuación, se procedió a la realización de cuatro ciclos de lavado con la 

correspondiente solución de lavado previamente diluida. Tras el lavado, se añadieron 

100 µL de anticuerpo anti-IgG conjugado a PE, previamente diluido, a cada uno de los 

pocillos y se incubó durante 30 minutos a TA, en agitación y en oscuridad. Finalizada la 

incubación, se repitieron nuevamente los cuatro ciclos de lavado y la muestra resultante 

fue adquirida en el Luminex LABScan 100, pudiendo determinarse de esta manera las 

especificidades de clase I y II de los distintos anticuerpos anti-HLA (Figura 14 b). 
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Figura 14. Detección de anticuerpos anti-HLA mediante Luminex. Tecnología Luminex para la 
detección de anticuerpos anti-HLA mediante cribado (a) y análisis de especificidades (b). 

 

La intensidad media de fluorescencia (MFI) obtenida fue determinada mediante el 

Luminex LABScan 100 y el análisis de los resultados fue llevado a cabo en el software 

HLA Fusion (One Lambda Inc.). Se consideraron positivas aquellas especificidades con 

una MFI superior a 1500 o con un valor superior al 25% de la MFI del control positivo. 

 

Así mismo, la determinación de las especificidades de anticuerpos anti-HLA de clase I 

fue llevada a cabo en los pacientes hipersensibilizados incluidos en el estudio 

retrospectivo mediante LABScreen Single Antigen Class I (One Lambda Inc.), siguiendo 
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las instrucciones recomendadas por el fabricante, anteriormente detalladas. 

Concretamente, cada uno de los sueros fue analizado sin diluir y tras llevar a cabo una 

dilución 1/160 del mismo. 

Además, se llevó a cabo el test de SAB-C1q (One Lambda Inc.) en dichos suero con el 

objetivo de detectar los anticuerpos anti-HLA de clase I capaces de activar el sistema del 

complemento. Para ello, se incubaron, en placas de 96 pocillos, 5 µL del suero de los 

pacientes, previamente inactivado térmicamente a 56°C para eliminar cualquier C1q 

endógeno, con 5 µL de C1q de complemento humano previamente diluido y con 5 µL de 

las microesferas, durante 20 minutos a TA, en agitación y en oscuridad. A continuación, 

se añadieron 5 µL de anticuerpo anti-C1q conjugado a PE, previamente diluido, a cada 

uno de los pocillos y se incubó durante 20 minutos a TA, en agitación y en oscuridad. 

Finalizada la incubación, se realizó un lavado con PBS y la muestra resultante fue 

adquirida en el Luminex LABScan 100, pudiendo determinarse de esta manera las 

especificidades de los anticuerpos anti-HLA de clase I con capacidad activadora del 

complemento. 

En las tres condiciones mencionadas (suero neto, suero diluido 1/160 y C1q) se 

consideraron resultados positivos aquellas especificidades de anticuerpos anti-HLA con 

valores de superiores a 3000 MFI.  

 

8. Estudio de eplets 

La determinación de disparidades de eplets verificados por anticuerpos entre los tipajes 

HLA de donante y receptor fue determinada mediante el software HLAMatchmaker 2.1 

(https://www.epitopes.net/downloads.html), para lo cual fue necesario conocer 

previamente el tipaje HLA de alta resolución. En el caso de existir ambigüedades en el 

tipaje HLA, los haplotipos más frecuentes fueron asignados en función de la base de 

datos Haplostats (https://www.haplostats.org). 
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9. Prueba cruzada 

9.1. Prueba cruzada mediante citotoxicidad dependiente de 

complemento 

Para esta técnica, los PBMCs de los donantes, previamente aislados mediante gradiente 

de Ficoll, se resuspendieron en PBS hasta alcanzar una concentración de 2x106 

células/mL y se dispensó 1 µL de los mismos en cada uno de los pocillos de las placas 

Terasaki parafinadas. A continuación, se dispensó 1 µL del suero de los pacientes sin 

diluir, así como tras una dilución ½ y ¼ y se incubó durante 30 minutos a TA. Cada una 

de las condiciones fue testada por duplicado. Finalizada la incubación, se añadieron 5 µL 

de complemento de conejo (One Lambda Inc.) y se incubó durante 1 hora a TA. Por 

último, se dispensaron 5 µL de eosina 5% y 5 µL de formol en cada uno de los pocillos. 

El resultado fue evaluado mediante un microscopio de óptico invertido (Figura 15). 

 

Figura 15. Prueba cruzada mediante citotoxicidad dependiente de complemente (CDC). En la 
parte superior se muestra el resultado de una prueba cruzada positiva y en la inferior el de una 
negativa. 
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9.2. Prueba cruzada mediante citometría de flujo 

Para esta técnica, en primer lugar los PBMCs de los donantes, nuevamente aislados 

mediante gradiente de Ficoll, se incubaron con pronasa (Sigma-Aldrich) durante 20 

minutos a 37°C con el objetivo de eliminar los receptores para la región cristalizable de 

las Igs (Fc) capaces de unir IgG de manera inespecífica presentes en la superficie de los 

linfocitos y evitar resultados falsos positivos. A continuación, se añadieron sobre esta 

mezcla de PBMCs y pronasa, los sueros (neto y tras dilución 1/160) de los receptores y 

se incubaron durante 30 minutos a TA. Finalizada la incubación, se llevó a cabo un lavado 

con 2 mL de PBS y se añadieron los correspondientes anticuerpos monoclonales (Tabla 

5). Tras dicho marcaje, se realizó una incubación de 30 minutos, a TA y en oscuridad. 

Transcurrido el tiempo de incubación, se procedió al lavado de las muestras para lo cual 

se añadieron 2 mL de PBS con el objetivo de eliminar el exceso de anticuerpo 

monoclonal y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Finalizada la 

centrifugación, el sobrenadante se eliminó mediante decantación y el pellet celular 

resultante se resuspendió en 250 µL para su adquisición en el citómetro de flujo FACS-

Canto II (BD Biosciences). El análisis de los resultados de citometría de flujo se llevó a 

cabo en el programa de análisis FACSDiva (BD Biosciences), considerándose resultados 

positivos para antígenos HLA de clase I cuando el ratio MFI suero / MFI control negativo 

en la región de linfocitos CD3+ fue superior a 1,5; y para antígenos HLA de clase II cuando 

el ratio en la región de linfocitos CD19+ fue superior a 2 (Figura 16). 

Tabla 5. Panel de anticuerpos monoclonales empleado en la prueba cruzada mediante 
citometría de flujo. 

Fluorocromo Anticuerpo Clon Casa comercial 

Pacific Blue CD3 UCHT-1 Immunostep 

APC CD19 SJ25C1 BD Biosciences 

FITC Fab´-IgG  Dako 

APC: Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceína. 
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Figura 16. Prueba cruzada mediante citometría de flujo. Se muestra un ejemplo en el que el 
paciente tiene anticuerpos anti-HLA de clase II, lo cual da lugar a una prueba cruzada negativa 
para antígenos de clase I y positiva para antígenos de clase II, observándose un aumento de la 
intensidad media fluorescencia de IgG-FITC (isotiocianato de fluoresceína) en linfocitos B (verde) 
respecto al control negativo representado en rojo. Por el contrario, no se observa dicho aumento 
en linfocitos T (azul). 

 

10. Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos obtenidos se llevó a cabo mediante los programas 

SPSS v.22 (IBM Corp., Armonk, NY, EEUU) y Graph Pad Prism v.6 (San Diego, CA). La 

distribución de las variables continuas se determinó empleando los test de Kolmogorov-

Smirnov/Shapiro-Wilk. Los resultados fueron expresados como media y desviación 

estándar (SD) o mediana y rango intercuartil (IQR) para las variables continuas y como 

número de casos y porcentaje en el caso de variables categóricas. Para las 

comparaciones de las variables categóricas se empleó el test de Chi cuadrado, mientras 
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que en el caso de variables continuas no paramétricas se utilizó la prueba U de Mann-

Whitney. Las comparaciones intra-grupos de variables cuantitativas se llevaron a cabo 

mediante el test de Wilcoxon. El coeficiente de correlación de Spearman fue empleado 

para cuantificar el grado de asociación entre variables continuas. El estudio mediante 

curvas ROC (receiver operating characteristic), así como el índice de Youden se utilizaron 

para el establecimiento de los puntos de corte con mayor sensibilidad y especificidad. 

La supervivencia libre de rechazo fue determinada mediante el análisis de supervivencia 

de Kaplan-Meier. Se emplearon análisis de regresión de Cox y análisis de regresión 

multivariante para establecer el papel independiente de las variables objeto de estudio 

en el desarrollo de AbMR. Así mismo, se estudió la colinealidad de las variables incluidas 

en dichos análisis multivariantes. Valores de p ≤0.05 fueron considerados 

estadísticamente significativos. En las figuras * indica p < 0,05, ** p < 0,01 y *** p < 

0,001. 
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1. Bloque I: Estudio Prospectivo 

1.1. Características de la cohorte  

Para el estudio de los niveles de BAFF y APRIL en suero y de las subpoblaciones de 

linfocitos B y T en sangre como biomarcadores en trasplante renal se incluyeron 109 

pacientes sometidos a un trasplante de riñón, los cuales se monitorizaron de manera 

prospectiva durante dos años. En la tabla 6 se muestras las principales características 

demográficas, clínicas e inmunológicas de la cohorte objeto de estudio. 

En función de las características tanto de los receptores como de los donantes se valoró 

en cada caso el uso de terapia de inducción, la cual se administró en el 71,6% de los 

pacientes. Se utilizó timoglobulina como agente de inducción en el caso de donantes de 

muerte cefálica, donación en asistolia tipo II (no controlada), así como en el caso de 

receptores de alto riesgo inmunológico (presencia de anticuerpos anti-HLA 

preformados). El uso de inducción con basiliximab se limitó a la donación en asistolia 

tipo III (controlada), así como en el caso de donantes con criterios expandidos. 

Todos los pacientes recibieron tras el trasplante triple terapia inmunosupresora de 

mantenimiento consistente en tacrolimus, micofenolato de mofetilo (MMF) y 

prednisona. 11 pacientes (10,1%) desarrollaron un evento de AbMR durante el primer 

año tras el trasplante confirmado mediante biopsia. En la tabla 7 se muestran los 

principales parámetros demográficos clínicos e inmunológicos de los pacientes que 

sufrieron AbMR clínico frente a los del grupo de pacientes sin rechazo.  

Con respecto a la inmunosupresión de los pacientes a los 12 meses tras el trasplante, 

todos ellos continuaban con prednisona, 108 con tacrolimus, 100 con MMF y 10 

pacientes fueron convertidos a mTOR. 
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Tabla 6. Características demográficas, clínicas e inmunológicas de los pacientes sometidos a 
trasplante de riñón. 
 

Pacientes trasplantados renales (n = 109)  

  n Media / Mediana SD / IQR % 

Edad receptor (años) 
 

55 43-62 
 

Sexo receptor (% mujeres) 46 
  

42,2 

Causa enfermedad renal terminal 

     Glomerular 37 
  

33,9 

     Nefropatía diabética 28   25,7 

     Poliquistosis renal 16 
  

14,7 

     Intersticial 9   8,3 

     Vascular 8 
  

7,3 

     No filiada 7   6,4 

     Otras causas 4 
  

3,7 

Hipertensión receptor 95   87,2 

Diabetes mellitus receptor 42   38,5 

Tipo de tratamiento renal sustitutivo 

     Hemodiálisis 72   66,1 

     Diálisis peritoneal 16   14,7 

     Prediálisis 11   10,1 

     Trasplante 10   9,2 

Días en tratamiento renal sustitutivo   

     Hemodiálisis  396 216,25-975  

     Diálisis peritoneal   463,5 226-859  

     Prediálisis  0   

     Trasplante  3998 2513-7007  

Número de trasplante  

     1 86   78,9 

     2 19   17,4 

     3 4   3,7 

Retrasplante 23   21,1 

Hipersensibilizados (cPRA >90%) 7   6,4 

Anticuerpos anti-HLA 

     PreTx 33   30,3 

     6 meses 43   39,4 

     12 meses 43   39,4 

     24 meses 45   41,3 

DSA 

     PreTx 3   9,1 

     6 meses 12   27,9 
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     12 meses 15   34,9 

     24 meses 14   31,1 

Edad donante (años)  52 44-62  

Sexo donante (% hombres) 59   54,1 

Tipo de donante 

     ACVA 49   45 

     Asistolia 30   27,5 

     Anoxia 8   7,3 

     TCE 14   12,8 

     Vivo 6   5,5 

     Otro 2   1,8 

Hipertensión donante 28   26,9 

Diabetes mellitus donante 10   9,5 

Tipo de trasplante 

     Riñón 98   89,9 

     Páncreas-Riñón 11   10,1 

Función retrasada del injerto 26   23,9 

Número de sesiones de diálisis al alta  3 2-5  

Tiempo de isquemia fría (horas)  17 9-21  

Serología CMV receptor (% positivo) 94   86,2 

Serología CMV donante (% positivo) 81   74,3 

Terapia de inducción: 78 
  

71,6 

     Timoglobulina 53 
  

67,9 

     Basiliximab 25 
  

32,1 

Rechazo clínico 22   20,2 

AbMR clínico 11   10,1 

Tiempo desarrollo AbMR (días)  24 19,5-79,5  

Biopsia indicación C4d+ 13   59,1 

Biopsia indicación g+ptc ≥ 2 18   81,8 

Biopsia protocolo 70   64,2 

Rechazo subclínico 20   28,6 

AbMR subclínico 9   12,9 

Biopsia protocolo C4d+ 20   28,6 

Biopsia protocolo g+ ptc ≥ 2 12   17,1 

Incompatibilidades HLA 

     HLA-A  1,21 0,63  

     HLA-B  1,50 0,62  

     HLA-C  1,37 0,62  

     HLA-DRB1  1,32 0,67  

     HLA-DQB1  1,04 0,67  
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Eplets HLA verificados por anticuerpos 

     HLA-A  5 2-8  

     HLA-B  3 2-5  

     HLA-C  3 1-4  

     HLA-DRB1  5 2-5  

     HLA-DQA1  1 0-2  

     HLA-DQB1  1 1-1  

SD: desviación estándar; IQR: rango intercuartílico; cPRA: panel reactivo de anticuerpos 

calculado; PreTx: pretrasplante; DSA: anticuerpos donante específicos; ACVA: accidente 

cerebrovascular agudo; TCE: traumatismo craneoencefálico; CMV: citomegalovirus; AbMR: 

rechazo mediado por anticuerpos; g+ptc: glomerulitis + capilaritis peritubular 

 

Tabla 7. Parámetros demográficos, clínicos e inmunológicos de los pacientes con rechazo clínico mediado 
por anticuerpos (AbMR; n = 11) respecto a los pacientes sin rechazo (n = 87). 

 No rechazo (n = 87) AbMR (n = 11) p 

Edad receptor (años) 56 (43-63) 51 (44-63) 0,875 

Sexo receptor (% mujeres) 35 (40,2%) 6 (54,5%) 0,364 

Causa enfermedad renal terminal 

     Glomerular 30 (34,5%) 3 (27,3%) 0,634 

     Nefropatía diabética 19 (21,8%) 3 (27,3%) 0,684 

     Poliquistosis renal 15 (17,2%) 1 (9,1%) 0,491 

     Intersticial 6 (6,9%) 2 (18,2%) 0,198 

     Vascular 6 (6,9%) 2 (18,2%) 0,198 

     No filiada 7 (8,0%) 0  

     Otras causas 4 (4,6%) 0  

Retrasplante 17 (19,5%) 3 (27,3%) 0,549 

Hipersensibilizados (cPRA >90%) 4 (4,6%) 3 (27,3%) 0,006 

Anticuerpos anti-HLA PreTx 27 (31%) 5 (45,5%) 0,337 

Edad donante (años) 53 (44-62) 55 (48-64) 0,408 

Función retrasada el injerto 16 (18,4%) 7 (63,6%) 0,001 

Tiempo de isquemia fría (horas) 16 (9-21) 21 (21-23) 0,012 

Terapia de inducción: 

     Timoglobulina 41 (47,1%) 5 (45,5%) 0,917 

     Basiliximab 19 (21,8%) 5 (45,5%) 0,086 

Biopsia indicación C4d+ 0 10 (90,9%)  

Biopsia indicación g+ptc ≥ 2 0 10 (90,9%)  

Incompatibilidades HLA 

     HLA-A  1,18 (0,64) 1,18 (0,60) 0,959 

     HLA-B  1,52 (0,63) 1,36 (0,67) 0,418 
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     HLA-C  1,37 (0,61) 1,36 (0,67) 0,980 

     HLA-DRB1  1,30 (0,68) 1,36 (0,67) 0,786 

     HLA-DQB1  1,05 (0,65) 1,00 (0,89) 0,861 

cPRA: panel reactivo de anticuerpos calculado; PreTx: pretrasplante 

 

1.2. Estudio de biomarcadores pretrasplante 

1.2.1. Análisis de los niveles séricos de BAFF y APRIL pretrasplante en 

pacientes trasplantados renales 

Se analizaron los niveles de BAFF presentes en suero en 109 pacientes trasplantados 

renales en el momento previo al trasplante, así como en 40 sujetos sanos con el objetivo 

de conocer los niveles basales de dicha citocina en los grupos estudiados. Los resultados 

mostraron que los pacientes sometidos a un trasplante de riñón poseen niveles basales 

de BAFF más elevados (604,63; IQR 465,18-845,42 pg/mL) que los controles sanos 

(549.88; IQR 495,43-622,97 pg/mL). Sin embargo las diferencias estadísticas no fueron 

significativas. 

Por ello, se decidió estratificar a los pacientes trasplantados renales en función de la 

presencia o no de rechazo clínico durante los primeros 12 meses tras el trasplante y fue 

entonces cuando se observó que los pacientes que sufrieron rechazo mediado por 

anticuerpos (AbMR) presentaron niveles de BAFF pretrasplante significativamente 

mayores (853,29; IQR 765,37-1545,99 pg/mL) que los pacientes trasplantados que no 

desarrollaron rechazo del injerto (594,60; IQR 453,21-803,93 pg/mL) y que los controles 

sanos, p = 0,003 y p < 0,001, respectivamente (Figura 17 a, b).  

El análisis de los niveles de APRIL en suero no mostró diferencias significativas entre los 

sujetos sanos y los pacientes trasplantados renales, independientemente de la 

estratificación o no de éstos en función del desarrollo de rechazo clínico durante los 

primeros 12 meses postTx (datos no mostrados).  
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Figura 17. Distribución de los niveles séricos de BAFF pretrasplante. a) No se encontraron 
diferencias significativas en los niveles séricos de BAFF pretrasplante entre los pacientes 
trasplantados renales (TR; n = 109) y los controles sanos (n = 40). b) Aumento significativo de los 
niveles séricos de BAFF pretrasplante en los pacientes TR que sufrieron un rechazo mediado por 
anticuerpos (AbMR) en los primeros 12 meses tras el trasplante (n = 11) en comparación con los 
controles sanos y los sujetos que no desarrollaron rechazo clínico (n = 87). No se encontraron 
diferencias significativas en el grupo de pacientes que desarrolló rechazo (Rx) clínico celular (n = 
5) ni rechazo clínico mixto (n = 6). ** Indica p < 0,01 y *** p < 0,001. 

 

Además, se observaron niveles significativamente más elevados de BAFF pretrasplante 

en aquellos pacientes que presentaban anticuerpos anti-HLA pretrasplante (836,22; IQR 

594,11-1140,75 pg/mL vs. 586,25; IQR 448,23-778,01 pg/mL), así como DSA (1153,09; 

IQR 914,34-1402,35 pg/mL vs. 601,64; IQR 462,72-833,26 pg/mL), p = 0,001 y p = 0,049, 

respectivamente. Así mismo, se encontró una asociación entre los niveles de BAFF y el 

panel reactivo de anticuerpos calculado (cPRA) pretrasplante (r = 0,355, p < 0,001) y se 

observó que los pacientes que desarrollaron anticuerpos anti-HLA a los 6 meses post-

trasplante presentaban niveles de BAFF pretrasplante significativamente más elevados 

(p = 0,001). 

El análisis de curva ROC de los niveles de BAFF pretrasplante como biomarcador 

predictor de AbMR durante los primeros 12 meses tras el trasplante renal mostró un 

área bajo la curva (AUC) de 0,784 (IC95% 0,644-0,925). En base a este análisis y aplicando 

el índice de Youden se estableció que el punto de corte óptimo para distinguir a los 

pacientes con niveles elevados de BAFF pretrasplante fue de 782,03 pg/mL, con una 
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sensibilidad del 80% y una especificidad del 73%. Considerando este punto de corte, los 

pacientes trasplantados renales con niveles de BAFF pretrasplante superiores a 782,03 

pg/mL mostraron menor supervivencia libre de AbMR (log-rank p < 0,001) (Figura 18 a, 

b). 

 

Figura 18. Análisis de curva ROC y de supervivencia libre de AbMR en función de los niveles de 
BAFF pretrasplante. a) Análisis de curva ROC de los niveles de BAFF previos al trasplante renal y 
desarrollo de rechazo mediado por anticuerpos (AbMR) durante los primeros 12 meses tras el 
trasplante con un área bajo la curva (AUC) de 78,4%. En base al índice de Youden, un punto de 
corte de 782,03 pg/mL en los niveles de BAFF pretrasplante permite discriminar entre los 
pacientes que desarrollan AbMR y aquellos que no sufren rechazo a lo largo del primer año post-
trasplante con una sensibilidad y especificidad de 80% y 73,3%, respectivamente. b) 
Supervivencia libre de AbMR entre pacientes con niveles de BAFF superiores e inferiores a 782,03 
pg/mL. 

 

Existen diferentes factores de riesgo involucrados en el desarrollo de AbMR, entre los 

que destacan la edad del donante, el grado de sensibilización HLA, la existencia de 

retrasplantes, la función retrasada del injerto (DGF), el tiempo de isquemia fría (CIT) o 

el número de incompatibilidades HLA, entre otros, los cuales fueron evaluados en 

nuestra cohorte de pacientes (Tabla 7). Con el objetivo de establecer el impacto que 

puede tener la determinación de los niveles de BAFF en el desarrollo de AbMR, se llevó 

a cabo el análisis de regresión de Cox el cual confirmó un papel significativo e 

independiente de los niveles séricos de BAFF pretrasplante en el desarrollo de AbMR 

durante los primeros 12 meses tras el trasplante renal, hazard ratio (HR) 1,002; IC95% 

1,001-1,003, p = 0,008. Las covariables incluidas en el análisis fueron la edad del 

donante, la presencia de anticuerpos anti-HLA pretrasplante, DSA pretrasplante, el 
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número de trasplantes previos, el número total de incompatibilidades HLA (HLA-A, -B, -

C, -DRB1, -DQB1), el uso de terapias de inducción, el CIT, así como la DGF. De esta 

manera, se puso de manifiesto que niveles elevados de BAFF pretrasplante constituyen 

un factor de riesgo para el desarrollo del evento, independientemente de las variables 

clásicas anteriormente citadas. Concretamente, un incremento de 100 pg/mL de los 

niveles de BAFF supone 1,35 veces más riesgo de desarrollar AbMR durante el primer 

año post-trasplante. 

Este incremento puede no parecer muy cuantioso, sin embargo, cuando el análisis de 

Cox se llevó a cabo tras la estratificación de los pacientes de acuerdo al punto de corte 

anteriormente expuesto (782,03 pg/mL), los niveles pretrasplante de BAFF se 

confirmaron como una variable independiente para el desarrollo de AbMR clínico (HR 

6,945; IC95% 1,415-34,082, p = 0,017), lo cual indica que pacientes con niveles de BAFF 

pretrasplante superiores al punto de corte presentan alrededor de siete veces más 

riesgo de desarrollar AbMR durante los 12 primeros meses después del trasplante renal. 

Cuando el papel de los niveles de BAFF pretrasplante en el desarrollo de AbMR clínico 

se estudió mediante análisis de regresión multivariante se obtuvieron resultados 

similares: HR 1,003; IC95% 1,001-1,005, p = 0,004. 

 

1.2.2. Análisis de la distribución de subpoblaciones de linfocitos B 

pretrasplante en pacientes con AbMR clínico 

En primer lugar, se analizó el fenotipo del repertorio de subpoblaciones de linfocitos B 

presente en los receptores de trasplante renal en el momento previo al trasplante en 

comparación con los sujetos sanos. Tal y como se muestra en otras publicaciones, los 

pacientes trasplantados renales mostraron una disminución del número de linfocitos B 

circulantes pretrasplante (100,5; IQR 59-194 cél/µL), tanto en términos de números 

absolutos de células como en porcentaje, respecto al grupo de controles sanos (218; IQR 

127,5-275,5 cél/µL), p < 0,001. Sin embargo, el número absoluto de linfocitos B 

sanguíneos pretrasplante de los receptores que desarrollaron AbMR clínico (94; IQR 51-

249 cél/µL) era similar al de pacientes trasplantados clínicamente estables (102; IQR 59-

192 cél/µL) (Figura 19 a, b). Como consecuencia de ello, el resto de comparativas que se 
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realizaron en el presente trabajo respecto a subpoblaciones de linfocitos B se llevaron a 

cabo teniendo en cuenta el número absoluto de células objeto de estudio. No obstante, 

también se analizaron las frecuencias de las diferentes poblaciones celulares, las cuales 

se muestran en la Tabla Anexo 1. 

 

Figura 19. Distribución de los niveles de linfocitos B pretrasplante. a) Número absoluto de 
linfocitos B pretrasplante en controles sanos (n = 40) y en pacientes trasplantados renales (TR; n 
= 109). b) Número absoluto de linfocitos B pretrasplante en pacientes trasplantados renales 
clínicamente estables (n = 87), pacientes con rechazo clínico [rechazo mediado por anticuerpos 
(AbMR; n = 11), rechazo celular (n = 5), rechazo mixto (n = 6)], así como en sujetos sanos. *** 
Indica p < 0,001. 

 

Analizando los diferentes estadíos celulares en el proceso de desarrollo de los linfocitos 

B, se observó que pacientes que presentaron AbMR clínico poseían una reducción del 

número absoluto de células B transicionales tipo 2 (T2) pretrasplante, las cuales se 

caracterizan por la expresión de CD5low/-, en comparación con los pacientes 

trasplantados renales clínicamente estables (0,52; IQR 0,11-1,51 cél/µL vs. 1,35; IQR 

0,51-2,88 cél/µL), p = 0,039 y los sujetos sanos (8; IQR 4,78-14,75 cél/µL), p < 0,001 

(Figura 20). 
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Figura 20. Distribución de los niveles de células B transicionales tipo 2 pretrasplante. Reducción 
del número absoluto de células transicionales tipo 2 en pacientes con rechazo mediado por 
anticuerpos (AbMR; n = 11) en el primer año post-trasplante en comparación con el grupo de 
pacientes trasplantados que no sufren rechazo (Rx) (n = 87) y el grupo de controles sanos (n = 
40). * Indica p < 0,05 y *** p < 0,001. 

 

Además de la disminución de este tipo celular con un fenotipo regulador, los pacientes 

que desarrollaron AbMR poseían en el estudio pretrasplante una distribución anormal 

de otras subpoblaciones de linfocitos B, tales como las células B naïve (CD19+ IgD+ CD27-

) y las células B memoria con cambio de isotipo (CD19+ IgD- CD27+). Concretamente, 

estos pacientes presentaron una reducción significativa de los niveles de células B naïve 

(33,65; IQR 22,60-61,31 cél/µL) respecto a los pacientes trasplantados renales que no 

experimentaron ningún evento de rechazo (59,61; IQR 32,39-97,07 cél/µL) y al grupo de 

sujetos sanos (128,54; IQR 71,13-172,53 cél/µL), p = 0,04 y p < 0,001, respectivamente. 

Por el contrario, el número absoluto de células B memoria con cambio de isotipo se 

encontró aumentado en el momento pretrasplante en los pacientes que sufrieron AbMR 

durante los 12 primeros meses tras el trasplante (41,93; IQR 31,03-52,53 cél/µL), en 

comparación con los pacientes trasplantados clínicamente estables (20,39; IQR 8,28-

32,87 cél/µL) y con el grupo de controles sanos (30,42; IQR 20,18-45,38 cél/µL), p = 0,001 

y p = 0,11, respectivamente. (Figura 21 a, b). Considerando el ratio entre las células B 

naïve y memoria (con cambio de isotipo + sin cambio de isotipo), este ratio se encontró 
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disminuido en los pacientes con AbMR clínico frente a los pacientes estables y los 

voluntarios sanos, p < 0,001 en ambos casos (Figura 21 c). 

 

 

Figura 21. Distribución anormal de células B naïve y memoria. a) Reducción significativa del 
número absoluto de células B naïve pretrasplante en pacientes con rechazo mediado por 
anticuerpos (AbMR; n = 11). b) Aumento del número de células B memoria con cambio de isotipo 
pretrasplante en pacientes trasplantados renales que sufren AbMR en el primer año tras el 
trasplante. c) Reducción del ratio entre las células B naïve y memoria pretrasplante en pacientes 
con AbMR clínico frente al grupo de sujetos trasplantados clínicamente estables (n = 87) y sujetos 
sanos (n = 40). * Indica p < 0,05 y *** p < 0,001. 

 

Se obtuvieron resultados similares cuando se analizó el compartimento de células B de 

acuerdo a la clasificación Bm1-Bm5 con el objetivo de identificar los distintos estadíos 
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celulares en la ontogenia de las células B desde los linfocitos B naïve hasta las células B 

memoria (157) (Figura 22).  

 

Figura 22. Clasificación de las diferentes subpoblaciones de linfocitos B de acuerdo a los 
marcadores IgD y CD38. 

 

Atendiendo a esta clasificación, las subpoblaciones Bm2 y Bm2´corresponden a células 

B activadas, mientras que las subpoblaciones Bm5 y eBm5 incluyen células B memoria. 

Al igual que observamos anteriormente, los pacientes con AbMR clínico presentaron 

niveles más bajos de células B activadas (Bm2 + Bm2´) pretrasplante (36,07; IQR 16,66-

69,21 cél/µL) que los pacientes sin rechazo clínico (61,32; IQR 36,96-92,81 cél/µL) y los 

sujetos sanos (105,21; IQR 60,42-161,93 cél/µL), p = 0,045 y p = 0,001, respectivamente. 

Por el contrario, dichos pacientes mostraron un mayor número de células B con un 

fenotipo memoria (Bm5 + eBm5) en comparación con el grupo de pacientes 

trasplantados sin presencia de rechazo, p = 0,05 y los sujetos sanos. Al establecer el ratio 

de células activadas frente a memoria, (Bm2 + Bm2´)/(Bm5 + eBm5), éste se encontró 

disminuido en el grupo de pacientes que desarrollaron AbMR durante el primer año tras 

el trasplante (1,12; IQR 0,61-1,46 cél/µL) respecto a los pacientes trasplantados 

clínicamente estables (2,80; IQR 1,80-4,96 cél/µL) y controles sanos (2,47; IQR 1,60-3,61 

cél/µL), p < 0,001 en ambas comparaciones (Figura 23). 
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Figura 23. Distribución del ratio de células (Bm2+Bm2´)/(Bm5+eBm5) pretrasplante. 
Predominio de subpoblaciones de B con fenotipo memoria (Bm5 + eBm5) pretrasplante en 
pacientes con rechazo clínico mediado por anticuerpos (AbMR; n = 11) en comparación con el 
grupo de pacientes trasplantados que no sufren rechazo (n = 87) y los sujetos sanos (n = 40). *** 
Indica p < 0,001. 

 

Con el objetivo de evaluar el papel independiente de los niveles pretrasplante de BAFF 

así como de determinadas subpoblaciones de linfocitos B, que mostraron resultados 

significativos en el análisis univariante cuando fueron comparadas entre pacientes con 

AbMR clínico y el grupo de pacientes clínicamente estable, en el desarrollo de AbMR 

durante los 12 primeros meses tras el trasplante renal, se llevó a cabo un análisis de 

regresión multivariante incluyendo en él las variables clásicamente implicadas en este 

proceso, tales como la presencia de anticuerpos anti-HLA pretrasplante, DSA 

pretrasplante, número de trasplantes previos, número total de incompatibilidades HLA 

(HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1), el uso de terapias de inducción, CIT, así como DGF. Los 

resultados obtenidos mostraron que tanto los niveles de BAFF pretrasplante (HR 1,006, 

IC95% 1,001-1,011, p = 0,014), como los números absolutos pretrasplante de células B 

memoria con cambio de isotipo (HR 1,050, IC95% 1,002-1,105, p = 0,065) y el ratio de 

células B naïve/memoria (HR 0,03, IC95% 0,001-0,706, p = 0,03) se asocian al desarrollo 

de AbMR clínico, independientemente de las variables clásicas. Por consiguiente, cuanto 

mayores sean los niveles pretrasplante de BAFF, así como el número absoluto de células 

B memoria con cambio de isotipo, mayor es el riesgo de desarrollar AbMR durante el 

primer año post-trasplante. Por el contrario, un incremento del ratio de células B 
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naïve/memoria tiene un efecto protector frente al desarrollo de AbMR clínico. Se 

descartó la colinealidad entre el número de células B memoria con cambio de isotipo y 

el ratio de células B naïve/memoria (p = 0,775), por lo que ambas variables pudieron ser 

incluidas en el análisis estadístico. 

 

1.2.3. Análisis de la distribución de subpoblaciones de linfocitos T 

pretrasplante en pacientes con AbMR clínico 

El compartimento de células T también fue objeto de estudio debido a la cooperación 

existente entre las células B y T, ya que las respuestas llevadas a cabo por los linfocitos 

T se ven influenciadas por la actividad de los linfocitos B mediante las señales 

coestimuladoras y la secreción de citocinas. Así mismo, es importante destacar el papel 

de los linfocitos T foliculares cooperadores (Tfh) en la activación de los linfocitos B, ya 

que su interacción es necesaria para la generación de la respuesta inmunitaria, 

induciendo que los linfocitos B se diferencien a células productoras de anticuerpos.  

Cuando las diferentes subpoblaciones de linfocitos T (naïve, memoria central, memoria 

efectora y TEMRA) pretrasplante fueron comparadas, se observó que los pacientes que 

sufrieron AbMR durante el primer año post-trasplante presentaban una depleción de 

células T CD4+ naïve (29,99; IQR 15,49-38,78%) con respecto a los pacientes sin rechazo 

(42,47; IQR 23,46-59,70%) y a los controles sanos (58,32; IQR 39,66-66,58%), p = 0,038 

y p < 0,001, respectivamente. Por el contrario, se observaron niveles aumentados de 

células T CD4+ TEMRA en dichos pacientes (12,90; IQR 4,71-17,95%) en comparación 

con los pacientes trasplantados clínicamente estables (3,29; IQR 1,40-7,78%) y los 

sujetos sanos (0,50; IQR 0,26-1,11%), p = 0,003 y p < 0,001, respectivamente. 

Se encontraron resultados similares al analizar las subpoblaciones de células T CD8+ 

pretrasplante, ya que los pacientes que sufrieron AbMR clínico poseían una disminución 

de las células T CD8+ naïve, así como un predominio de células T CD8+ TEMRA. 

Considerando esta distribución de las subpoblaciones de células T en los pacientes con 

AbMR clínico, se observó una polarización hacia un estado de células preactivadas en 

este grupo de sujetos, puesto que el ratio entre subpoblaciones T naïve/TEMRA estaba 

significativamente disminuido en aquellos pacientes con AbMR con respecto al grupo 
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de pacientes trasplantados clínicamente estables y a los controles sanos, tanto en 

células T CD4+, p = 0,002 y p < 0,001, respectivamente, como en células T CD8+, p = 0,006 

y p < 0,001, respectivamente (Figura 24 a, b). 

 

Figura 24. Distribución del ratio de linfocitos T CD4+ y CD8+ naïve/TEMRA pretrasplante. 
Predominio de un estado preactivado en pacientes con rechazo clínico mediado por anticuerpos 
(AbMR; n = 11) en comparación con el grupo de pacientes sin rechazo clínico (n = 87) y los 
controles sanos (n = 40), el cual se refleja mediante una reducción del ratio naïve/TEMRA en 
células T CD4+ (a), así como CD8+ (b). ** Indica p < 0,01 y *** p < 0,001. 

 

1.3. Estudio prospectivo de biomarcadores  

1.3.1. Análisis de los niveles séricos de BAFF y APRIL a los 6, 12 y 24 meses 

post-trasplante renal en pacientes con AbMR subclínico 

Para el estudio prospectivo, tal y como se describe en el correspondiente apartado de 

“material y métodos”, se incluyeron 51 pacientes trasplantados renales que no sufrieron 

ningún evento de rechazo durante el primer año tras el trasplante, no recibieron ningún 

tratamiento adicional post-trasplante (timoglobulina, rituximab, plasmaféresis, 

inmunoglobulinas intravenosas) a excepción de la terapia de inducción en los casos en 

los que fue utilizada y a los que se les realizó una biopsia de protocolo a los 12 meses 

post-trasplante que permitió observar el desarrollo de AbMR subclínico. 

Se observó que los pacientes que presentaban AbMR subclínico, detectado en la biopsia 

de protocolo realizada a los 12 meses post-trasplante, tenían niveles séricos de BAFF 
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más elevados a los 6 meses (895,70; IQR 722,44-1010,02 pg/mL), a los 12 meses 

(1035,91; IQR 718,87-1100,12 pg/mL) y a los 24 meses post-trasplante (1072,28; IQR 

1047,73-1222,15 pg/mL) en comparación con los pacientes clínicamente estables 

(577,13; IQR 417,73-812,61 pg/mL, 619,17; IQR 446,38-798,15 pg/mL y 803,93; IQR 

557,49-1030,53 pg/mL), p = 0,048, p = 0,045 y p = 0,021, respectivamente (Figura 25 a, 

b, c). Sin embargo, los niveles séricos de APRIL no mostraron diferencias significativas 

entre los grupos analizados en los diferentes puntos de control (datos no mostrados). 

 

 

Figura 25. Niveles de BAFF a los 6, 12 y 24 meses post-trasplante. Aumento significativo de los 
niveles séricos de BAFF a los 6 (a), 12 (b) y 24 meses (c) post-trasplante renal en pacientes con 
rechazo subclínico mediado por anticuerpos (AbMR; n = 5) detectado de manera retrospectiva 
en la biopsia de protocolo llevada a cabo los 12 meses tras el tras el trasplante renal, en 
comparación con el grupo de pacientes sin rechazo (n = 38). * Indica p < 0,05. 
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El AUC en el análisis de curva ROC de los niveles de BAFF soluble a los 6, 12 y 24 meses 

tras el trasplante como biomarcador predictor y de evolución del AbMR subclínico 

detectado de manera retrospectiva en la biopsia de protocolo fue de 0,754 (IC95% 

0,604-0,905), 0,778 (IC95% 0,587-0,968) y 0,794 (IC95% 0,655-0,933), respectivamente. 

En función de este análisis y aplicando el índice de Youden, el mejor punto de corte para 

diferenciar entre niveles bajos y elevados de BAFF a los 6 meses post-trasplante fue de 

734,22 pg/mL con una sensibilidad del 80% y una especificidad del 65,7%. Del mismo 

modo, el punto de corte óptimo de niveles de BAFF a los 12 meses fue de 835,94 pg/mL 

con una sensibilidad y especificidad del 80% y 82,2%, respectivamente, mientras que a 

los 24 meses tras el trasplante renal fue de 1039,13 pg/mL con una sensibilidad del 80%, 

así como una especificidad del 73,5% (Figura 26 a, b, c). 
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Figura 26. Análisis de curva ROC de los niveles de BAFF a los 6, 12 y 24 meses post-trasplante. 
Análisis de curva ROC de los niveles de BAFF a los 6 meses (a), 12 meses (b)  y 24 meses (c) tras 
el trasplante renal y desarrollo de rechazo subclínico mediado por anticuerpos detectado de 
manera retrospectiva en la biopsia de protocolo. 

 

El análisis de regresión logística multivariante confirmó el papel de los niveles séricos 

BAFF a los 12 meses tras el trasplante renal como biomarcador implicado en el 

desarrollo AbMR subclínico, de manera independiente al resto de variables incluidas en 

el análisis, HR 1,004; IC95% 1,001-1,008, p = 0,026. Las covariables incluidas en el análisis 

multivariante fueron la presencia de anticuerpos anti-HLA y DSA a los 6 y 12 meses tras 

el trasplante, el número de trasplantes previos, el número total de incompatibilidades 

HLA (HLA-A, -B, -C, -DRB1 y -DQB1), el uso de terapias de inducción, CIT, así como DGF 

mantenida. 

Cuando se llevó a cabo el análisis multivariante tras la estratificación de los pacientes 

trasplantados de acuerdo al punto de corte de 835,94 pg/mL, obtenido como valor 

óptimo para la clasificación de los niveles séricos de BAFF a los 12 meses, los niveles de 

BAFF permanecieron como un biomarcador independiente en el desarrollo de AbMR 

subclínico, HR 18,5; IC95% 1,817-188,389, p = 0,014, lo cual indica que los niveles 

elevados de BAFF a los 12 meses tras el trasplante renal incrementan el riesgo de 

desarrollar AbMR. 
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Con el objetivo de establecer la determinación de los niveles séricos de BAFF como un 

biomarcador de utilidad para la evaluación de la función renal y poder predecir el 

desarrollo de AbMR se realizaron los correspondientes análisis de correlación, los cuales 

mostraron una correlación positiva entre los niveles de BAFF y el ratio 

albúmina/creatinina en orina, el cual es un parámetro de utilidad para evaluar la 

excreción urinaria de albúmina, especialmente en aquellos casos en los que la pérdida 

de dicha proteína no es muy elevada y puede verse enmascarada por otras proteínas 

también excretadas, dando lugar a cocientes proteína/creatinina en orina y a 

determinaciones de proteinuria de 24 horas dentro del rango de normalidad. Un 

aumento del cociente albúmina/creatinina en orina es indicativo de cierto grado de fallo 

renal (Tabla 8). 

 

Tabla 8. Correlación entre los niveles de BAFF y el cociente albúmina/creatinina en orina a 
los 6, 12 y 24 meses post-trasplante. 

 Coeficiente de correlación 

de Pearson (r) 

p 

Niveles BAFF 6 meses (pg/mL) vs 

Albúmina/Creatinina orina 12 meses (mg/g)  

0,326 0,04 

Niveles BAFF 6 meses (pg/mL) vs 

Albúmina/Creatinina orina 24 meses (mg/g) 

0,466 0,005 

Niveles BAFF 12 meses (pg/mL) vs 

Albúmina/Creatinina orina 12 meses (mg/g) 

0,340 0,016 

Niveles BAFF 12 meses (pg/mL) vs 

Albúmina/Creatinina orina 24 meses (mg/g) 

0,373 0,012 

Niveles BAFF 24 meses (pg/mL) vs 

Albúmina/Creatinina orina 12 meses (mg/g) 

0,451 0,004 

Niveles BAFF 24 meses (pg/mL) vs 

Albúmina/Creatinina orina 24 meses (mg/g) 

0,485 0,002 

 

Así mismo también se observó una correlación positiva entre los niveles de BAFF 

presentes en suero en los distintos puntos de control (6, 12 y 24 meses post-trasplante) 

(Figura 27 a, b, c). 
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Figura 27. Correlación de los niveles solubles de BAFF en los distintos puntos de control (6, 12 
y 24 meses post-trasplante). 

 

1.3.2. Análisis de la distribución de subpoblaciones de linfocitos B y T a los 6, 

12 y 24 meses post-trasplante en pacientes con AbMR subclínico 

Tal y como está descrito, el uso de terapias de inducción, concretamente el uso de 

timoglobulina, provoca una depleción celular significativa. Sin embargo, a diferencia de 

los que ocurre con los linfocitos T CD4+ y CD8+, los linfocitos B CD19+ no se ven afectados 

(Figura 28 a, b, c). 
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Figura 28. Efecto de la terapia de inducción en los linfocitos T CD4+, CD8+ y en los linfocitos B 
CD19+. Reducción del número absoluto de linfocitos T CD4+ (a) y linfocitos T CD8+ (b) post-
trasplante en pacientes que recibieron timoglobulina con tratamiento de inducción. No se 
observaron diferencias en el número de linfocitos B CD19+ (c). * Indica p < 0,05, ** p < 0,01 y *** 
p < 0,001. 

 

En base a ello, para este estudio prospectivo se tuvieron en cuenta los números 

absolutos de aquellas poblaciones celulares cuya distribución se encontró alterada en el 

momento pretrasplante, considerando que las diferencias encontradas no fueron 
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debidas a una depleción de los linfocitos B CD19+ como consecuencia del uso de 

tratamientos de inducción. Las frecuencias de las distintas poblaciones celulares en cada 

uno de los puntos de control se muestran en la Tabla Anexo 2. 

De esta manera, se observó que los pacientes con AbMR subclínico presentaron una 

reducción del número absoluto de células transicionales T2 a los 6 meses (0,21; IQR 0,08-

1,24 cél/µL), a los 12 meses (0,38; IQR 0,11-0,89 cél/µL) y a los 24 meses (0,50; IQR 0,29-

1,18 cél/µL) en comparación con el grupo de pacientes que no mostró indicios de 

rechazo (1,11; IQR 0,72-2,22 cél/µL, 1,38; IQR 0,87-2,40 cél/µL y 1,59; IQR 0,67-3,45 

cél/µL), p = 0,067, p = 0,005 y p = 0,044, respectivamente (Figura 29 a, b, c). 
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Figura 29. Distribución de las células B transicionales tipo 2 a los 6, 12 y 24 meses post-
trasplante. Disminución del número absoluto de células B transicionales tipo 2 en pacientes con 
rechazo subclínico mediado por anticuerpos (AbMR; n = 5) respecto al grupo de pacientes sin 
rechazo (n = 38) a los 6 meses (a), 12 meses (b) y 24 meses (c) tras el tras el trasplante renal. * 
Indica p < 0,05 y ** p < 0,01. 

 

Así mismo, se observó una tendencia al aumento de las subpoblaciones de células B con 

un fenotipo memoria (Bm5 + eBm5, así como células B memoria con y sin cambio de 

isotipo) a los 6 meses post-trasplante (datos no mostrados), la cual fue confirmada a los 

12 y 24 meses tras el mismo como consecuencia de la reducción tanto del ratio 

naïve/memoria, como (Bm2+Bm2´)/(Bm5+eBm5) en los paciente con AbMR subclínico 

frente al grupo de pacientes trasplantados sin datos de rechazo (Figura 30 a, b, c, d). 
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Figura 30. Distribución del ratio de células B naïve/memoria y (Bm2+Bm2´)/(Bm5+eBm5) a los 
12 y 24 meses post-trasplante. Aumento de las subpoblaciones con fenotipo memoria en 
pacientes con rechazo subclínico mediado por anticuerpos (AbMR; n = 5) respecto al grupo de 
pacientes sin rechazo (n = 38), lo cual se traduce en la consiguiente reducción tanto del ratio de 
células B naïve/memoria a los 12 meses (p = 0,055) (a) y a los 24 meses (p = 0,039) (b), como del 
ratio (Bm2 + Bm2´)/(Bm5 + eBm5) a los 12 meses (p = 0,002) (c) y a los 24 meses (p = 0,001) (d) 
tras el trasplante renal. * Indica p < 0,05 y ** p < 0,01. 

 

Respecto a las subpoblaciones de linfocitos T únicamente se observó un aumento de las 

células T CD4+ TEMRA a los 6 meses tras el trasplante y por ende, una reducción del 

ratio de linfocitos T CD4+ naïve/TEMRA en los pacientes que presentaron AbMR en la 

biopsia de protocolo respecto al grupo de pacientes sin rechazo, p = 0,012. No se 
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encontró ninguna diferencia a los 12 ni a los 24 meses en lo que respecta a 

subpoblaciones de linfocitos T (Figura 31). 

 

Figura 31. Distribución del ratio de linfocitos T CD4+ naïve/TEMRA a los 6 meses post-
trasplante. Disminución del ratio de células T CD4+ naïve/TEMRA en pacientes con rechazo 
subclínico mediado por anticuerpos (AbMR; n = 5) respecto al grupo de pacientes estables (n = 
38). * Indica p < 0,05. 

 

1.4. Estudio de incompatibilidades HLA y de eplets verificados por 

anticuerpos 

El estudio del número de incompatibilidades HLA, así como de eplets verificados por 

anticuerpos (VerEp), demostró la existencia de una correlación positiva entre ambas 

variables para los distintos loci HLA estudiados (HLA-A, -B, -C, -DRB1 y –DQB1) (Tabla 9). 

 

Tabla 9. Correlación entre el número de incompatibilidades HLA y de eplets verificados por 
anticuerpos. 

 Coeficiente de correlación 

de Pearson (r) 

p 

Incompatibilidades HLA-A vs VerEpA 0,683 < 0,001 

Incompatibilidades HLA-B vs VerEpB 0,394 0,004 

Incompatibilidades HLA-C vs VerEpC 0,522 <0,001 

Incompatibilidades HLA-DRB1 vs VerEpDRB1 0,556 <0,001 

Incompatibilidades HLA-DQB1 vs VerEpDQB1 0,664 <0,001 
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Además de esta correlación, se observó que los pacientes con AbMR subclínico 

presentaban un mayor número de incompatibilidades HLA-DRB1 (1,6; SD 0,55), así como 

de eplets verificados por anticuerpo para el mismo locus (VerEpDRB1) (6; IQR 4-8), en 

comparación con el grupo de pacientes sin rechazo (1,13; SD 0,67 y 3; IQR 1-5), p = 0,135 

y p = 0,035, respectivamente. Los pacientes con AbMR subclínico también presentaron 

un mayor número de incompatibilidades de eplets de loci HLA de clase II (VerEpDRB1 + 

VerEPDQB1) (14,00; IQR 10,50-14,00) respecto al grupo de pacientes clínicamente 

estables (7,00; IQR 4,00-11,25), p = 0,035. 

 

1.5. Efecto de la terapia de inducción en las poblaciones celulares 

Para el estudio del efecto de la terapia de inducción (timoglobulina y basiliximab) en las 

poblaciones celulares de pacientes trasplantados renales se incluyeron 91 pacientes que 

no recibieron rituximab ni timoglobulina post-trasplante como tratamiento del rechazo 

agudo, recibiendo por tanto, únicamente, terapia de inducción en los casos en los que 

fue necesaria, tal y como se describe en el correspondiente apartado de “material y 

métodos”. 

Los datos mostraron que aquellos pacientes que recibieron timoglobulina como terapia 

de inducción presentaron un descenso tanto del número absoluto de linfocitos, como 

de número total de linfocitos T CD3+, así como de los linfocitos T CD4+ a los 6, 12 y 24 

meses tras el trasplante. Esta depleción celular no se observó en aquellos pacientes que 

no recibieron terapia de inducción, donde por el contrario se apreció un aumento de las 

citadas poblaciones celulares, ni en los pacientes que recibieron basiliximab donde los 

números absolutos de los distintos tipos celulares permanecieron estables a lo largo del 

tiempo. 

En lo que respecta a los linfocitos T CD8+ se observó un aumento de los mismos tanto 

en los pacientes sin inducción como en los tratados con basiliximab, permaneciendo 

estables a los 6, 12 y 24 meses en los pacientes tratados con timoglobulina. 

A diferencia de lo mencionado, los números absolutos de linfocitos B CD19+ no variaron 

con el paso del tiempo en ninguno de los grupos estudiados (Figura 32 a, b, c, d, e). 
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Figura 32. Efecto de la terapia de inducción en la dinámica de las poblaciones celulares. 44 
pacientes fueron tratados con timoglobulina, 20 con basiliximab y 27 pacientes no recibieron 
ningún tratamiento de inducción. * Indica p < 0,05, ** p < 0,01 y *** p < 0,001. 

 

Profundizando en los efectos de los tratamientos de inducción sobre el repertorio de 

subpoblaciones de linfocitos B se observó una reducción del número de linfocitos B 

memoria con cambio de isotipo a los 6 y 12 meses post-trasplante, únicamente, en 

aquellos pacientes tratados con timoglobulina (Figura 33). 
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Figura 33. Efecto de la terapia de inducción en los niveles de células B memoria con cambio de 
isotipo. Depleción de células B memoria con cambio de isotipo a los 6 y 12 meses post-trasplante 
en pacientes que reciben terapia de inducción con timoglobulina (n = 44). * Indica p < 0,05 y ** 
p < 0,01. 

 

Finalmente, se apreció una disminución del número de células plasmáticas a los 12 y 24 

meses tras el trasplante, exclusivamente, en aquellos pacientes tratados con 

timoglobulina como terapia de inducción. Además, se encontró una reducción 

significativa en el número absoluto de dicha población celular a los 12 meses post-

trasplante en los pacientes que recibieron timoglobulina (5,23; IQR 2,19-14,04 cél/µL) 

frente a los pacientes que no recibieron tratamiento de inducción (16,33; IQR 10,59-

23,48 cél/µL) o que fueron tratados con basiliximab (13,12; IQR 4,57-29,42 cél/µL), p = 

0,001 y p = 0,024, respectivamente. Por el contrario, no se observaron diferencias en el 

número absoluto de células plasmáticas pretrasplante ni a los 6 meses del mismo entre 

los tres grupos de pacientes (Figura 34 a, b). 
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Figura 34. Efecto de la terapia de inducción en los niveles de células plasmáticas. a) Reducción 
del número de células plasmáticas a los 12 y 24 meses tras el trasplante en los pacientes que 
recibieron inducción con timoglobulina (n = 44). b) Descenso del número de células plasmáticas 
a los 12 meses post-trasplante en los pacientes que recibieron inducción con timoglobulina (n = 
44) respecto al grupo de pacientes sin tratamiento de inducción (n = 27) y a los pacientes tratados 
con basiliximab (n = 20). * Indica p < 0,05, ** p < 0,01 y *** p < 0,001. 
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2. Bloque II: Estudio Retrospectivo 

2.1. Características de la cohorte 

Para el estudio del perfil de anticuerpos anti-HLA se incluyeron 18 pacientes 

hipersensibilizados, con un cPRA > 98%, incluidos en lista de espera de trasplante renal 

en el HUMV, los cuales no recibieron ningún tratamiento de desensibilización con 

rituximab ni con IGIVs en los 12 meses previos a su incorporación en el estudio. Las 

principales características clínico-demográficas pueden observarse en la Tabla 10. Las 

especificidades antigénicas de los anticuerpos anti-HLA de clase I se determinaron tanto 

en el suero neto (N), como en el suero diluido 1/160 (Dil), así como mediante el test de 

C1q, con el objetivo de determinar la capacidad de los anticuerpos anti-HLA de activar 

el sistema del complemento, en cada uno de los pacientes. En el caso del estudio de la 

presencia de anticuerpos anti-HLA en el suero diluido, se empleó una dilución elevada 

para así detectar únicamente las especificidades de mayor título. Cinco de los pacientes 

(27,8%) pudieron ser trasplantados con un resultado de prueba cruzada mediante CDC 

negativo, aunque positivo mediante citometría de flujo.   
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Tabla 10. Características clínico-demográficas de los pacientes hipersensibilizados. 
 

Pacientes hipersensibilizados (n = 18)  

  n Media / Mediana SD / IQR % 

Edad (años) 
 

57 48-69 
 

Sexo (% mujeres) 5 
  

27,8 

Causa enfermedad renal terminal 

     Glomerular 10 
  

55,5 

     Nefropatía diabética 1   5,6 

     Intersticial 4   22,2 

     Vascular 2   11,1 

     No filiada 1   5,6 

Tipo de tratamiento renal sustitutivo 

     Hemodiálisis 16   88,9 

     Diálisis peritoneal 2   11,1 

Número de trasplantes  

     0 2   11,1 

     1 6   33,3 

     2 9   50 

     3 1   5,6 

cPRA 
 

99 98-100 
 

Transfusiones 10   55,6 

SD: desviación estándar; IQR: rango intercuartílico; cPRA: panel reactivo de anticuerpos 

calculado 

 

2.2. Perfiles de anticuerpos anti-HLA de clase I en pacientes 

hipersensibilizados 

En primer lugar, con el objetivo de establecer una asociación entre los valores de MFI 

de los anticuerpos anti-HLA frente a antígenos de clase I obtenidos en cada una de las 

condiciones descritas, se llevaron a cabo los correspondientes análisis de correlación, 

los cuales mostraron una asociación positiva entre los valores de MFI en suero neto y 

diluido, así como entre MFI en suero diluido y C1q. También se observó una correlación 

positiva, aunque menor entre MFI en suero neto y C1q (Figura 35 a, b, c). 
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Figura 35. Valores de MFI de los anticuerpos anti-HLA de clase I en suero neto, diluido y test 
de C1q. Correlación de los valores de MFI de los anticuerpos anti-HLA frente a antígenos HLA de 
clase I obtenidos en muestras de suero neto, diluido 1/160 y tras el test de C1q en pacientes 
hipersensibilizados tras analizar 1746 microesferas. Se observó una correlación positiva entre los 
tres parámetros analizados, siendo mayor entre valores de MFI en suero neto y diluido (a), 
seguida de MFI en suero diluido y C1q (b) y MFI en suero neto y C1q (c). 

 

A continuación, en función de la combinación de resultados obtenidos en cada una de 

las tres condiciones, se procedió a la estratificación de la reactividad de los sueros. De 

esta manera, gracias a los resultados obtenidos tras analizar los valores de MFI en los 

sueros diluidos se pudo discriminar entre títulos altos y bajos de anticuerpos anti-HLA y 

mediante el estudio de C1q entre aquellos fijadores y no fijadores de complemento. Las 

especificidades catalogadas como fijadoras de complemento y presentes a título 

elevados, es decir, aquellas que mostraron valores de MFI positivos en las tres 

condiciones (neto +, dilución 1/160 + y C1q +) fueron consideradas especificidades de 

muy alto riesgo en los pacientes y por tanto, antígenos HLA prohibidos en el caso de 

existir un potencial donante. De la misma manera, todas las especificidades que 

mostraron resultados positivos en el test de C1q se consideraron de alto riesgo, debido 
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a la elevada probabilidad de dar lugar a resultados positivos en la prueba cruzada 

mediante CDC. 

Es importante destacar también aquellas especificidades positivas al analizar el suero 

neto y que sin embargo, resultaron negativas cuando se analizó el suero diluido y se 

llevó a cabo el test de C1q (17,8%) (N+/Dil-/C1q-). Este tipo de especificidades podrían 

considerarse de bajo riesgo. Por el contrario, se detectaron ciertas especificidades 

negativas en el suero neto pero que dieron lugar a resultados positivos en el suero 

diluido, así como en el test de C1q (1,5%) (N-/Dil+/C1q+). Estas especificidades de 

antígenos HLA, en las que se detectó un efecto prozona, se catalogaron como 

especificidades de muy alto riesgo y por consiguiente, especificidades prohibidas. En la 

Figura 36 puede observarse el perfil completo de reactividad de los sueros analizados. 

 

 

Figura 36. Escala de riesgo. Estratificación del riesgo de los antígenos HLA de clase I en función 
de los resultados obtenidos tras analizar la presencia de anticuerpos anti-HLA en muestras de 
suero neto, diluido 1/160 y test de C1q de pacientes hipersensibilizados. El número total de 
microesferas analizadas fue de 1746, las cuales fueron distribuidas en función del resultado 
positivo o negativo obtenido tras el análisis de anticuerpos anti-HLA en suero neto, diluido 1/160 
y test de C1q. La combinación de resultados permitió establecer diferentes riesgos potenciales. 
Se muestra el número absoluto de microesferas en cada grupo, así como el porcentaje 
correspondiente entre paréntesis. 

 

El número medio de especificidades positivas en nuestra cohorte de pacientes 

hipersensibilizados fue de 51,5 en el suero neto, observándose una reducción 
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significativa tras el análisis de las mismas en el suero diluido (37,0), así como tras el test 

de C1q (24,0), p < 0,01 y p < 0,001, respectivamente (Figura 37). Esto dio lugar a que en 

15 de los pacientes hipersensibilizados (83,3%) diversos antígenos HLA fuesen asignados 

como prohibidos al analizar el suero neto, tratándose en realidad de anticuerpos anti-

HLA a título bajo, fruto de su resultado negativo tras el análisis del suero diluido. Por el 

contrario, se observó un efecto prozona en 7 de los pacientes (38,9%), donde se 

consideraron negativas ciertas especificidades antigénicas que sin embargo dieron lugar 

a resultados positivos cuando fueron analizadas en el suero diluido. Además, se 

confirmó que dichas especificidades eran de muy alto riesgo en 4 de estos pacientes 

(57,1%), ya que se trataba de especificidades con capacidad de fijación de complemento. 

 

Figura 37. Microesferas positivas. Número de microesferas positivas tras el análisis de la 
especificidad de los anticuerpos anti-HLA de clase I en el suero neto, diluido 1/160, así como tras 
el test de C1q. ** Indica p < 0,01 y *** p < 0,001. 

 

2.3. Clasificación de los pacientes hipersensibilizados en función del 

perfil de anticuerpos anti-HLA de clase I 

Tras la definición de los distintos perfiles de riesgo anteriormente descritos, los 

pacientes hipersensibilizados incluidos en el estudio fueron clasificados en base a ellos 

gracias a los resultados de los análisis de “single antigen” de clase I llevados a cabo en 

las tres condiciones, de tal manera que se identificaron distintos tipos de pacientes en 

función del riesgo de la sensibilización HLA. En primer lugar, desatacan aquellos 
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pacientes con anticuerpos anti-HLA de bajo riesgo, es decir positivos en el suero neto 

pero negativos tanto en el suero diluido como tras el test de C1q (+/-/-) (Figura 38 a). A 

continuación, podemos destacar aquellos pacientes de riesgo moderado en los que 

encontramos anticuerpos anti-HLA tanto en el suero neto como en el diluido pero que 

no fijan complemento (+/+/-) (Figura 38 b). El tercer nivel de riesgo incluye a los 

pacientes de alto riesgo, con anticuerpos anti-HLA a título bajo pero con capacidad de 

fijación de complemento (+/-/+) (Figura 38 c). Y por último, se encuentran los pacientes 

con un perfil de anticuerpos anti-HLA de riesgo muy alto, entre los que destacan aquellos 

con anticuerpos positivos tanto en el suero neto como en el diluido y con capacidad de 

fijación de complemento (+/+/+) (Figura 38 d), así como aquellos pacientes en los cuales 

se confirma un efecto prozona con anticuerpos capaces de activar el sistema del 

complemento (-/+/+) (Figura 38 e). 
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Figura 38. Diagramas de dispersión tridimensionales. Diagramas de dispersión tridimensionales 
en los que se representan los valores de MFI de los anticuerpos anti-HLA de clase I analizados en 
suero neto (eje x), suero diluido 1/160 (eje z) y tras el test de C1q (eje y). La escala de colores se 
basa en los valores de MFI obtenidos en el test de C1q. El color azul indica niveles bajo, el naranja-
rojo niveles intermedios y el amarillo niveles elevados. En la figura (a) se representa un paciente 
con un perfil de bajo riesgo (+/-/-), en la figura (b) un paciente de riesgo moderado (+/+/-), en la 
figura (c) un paciente de riesgo alto (+/-/+) y en las figuras (d) y (e) dos pacientes 
hipersensibilizados con un perfil de anticuerpos anti-HLA de clase I de riesgo muy alto (+/+/+) y 
(-/+/+), respectivamente. http://www.doka.ch/Excel3Dscatterplot.htm 

 

El riesgo de los diferentes perfiles de anticuerpos anti-HLA fue evaluado mediante 

prueba cruzada por CDC, así como por citometría de flujo. Para ello, se seleccionar 
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donantes cuyo tipaje HLA de clase I era compatible con la especificidad y el perfil de 

reactividad de los anticuerpos anti-HLA que se deseaba testar. De este modo, se 

evaluaron sueros de pacientes hipersensibilizados con especificidades con un perfil de 

bajo riesgo (+/-/-), los cuales dieron lugar a pruebas cruzadas negativas tanto por CDC 

como por citometría en suero diluido. Cuando se evaluó el perfil de riesgo moderado 

(+/+/-) se obtuvieron resultados negativos mediante CDC aunque positivos mediante 

citometría de flujo. Los perfiles de riesgo alto (+/-/+) y muy alto (+/+/+ y -/+/+) se 

tradujeron en resultados positivos en las pruebas cruzadas por CDC y citometría de flujo 

en todos los casos. En la Tabla Anexo 3 se muestran los valores de MFI de las distintas 

especificidades antigénicas testadas en suero neto, diluido y tras el test de C1q de cada 

uno de los perfiles de anticuerpos anti-HLA de clase I evaluados en pacientes 

hipersensibilizados, así como los resultados obtenidos en las pruebas cruzadas por CDC 

y citometría de flujo. 

 

2.4. Evaluación del riesgo clínico de la presencia de anticuerpos anti-

HLA pretrasplante en pacientes trasplantados con prueba 

cruzada positiva por citometría de flujo 

Tal y como se ha comentado, cinco de los 18 pacientes hipersensibilizados incluidos en 

el estudio fueron trasplantados con una prueba cruzada negativa por CDC, pero positiva 

mediante citometría de flujo. Todos los pacientes presentaron anticuerpos anti-HLA de 

clase II en el suero neto, siendo en el 80% de los casos anticuerpos presentes a título 

alto y con capacidad de fijación de complemento. En la Tabla 11 se muestran los 

distintos perfiles de riesgo de los anticuerpos anti-HLA detectados dirigidos frente a 

moléculas HLA de los donantes, así como los valores de MFI obtenidos en las distintas 

condiciones y los resultados de la prueba cruzada por CDC y citometría. En todos los 

casos se llevó a cabo una biopsia renal con el objetivo de evaluar el desarrollo de AbMR, 

la cual confirmó la presencia de AbMR en los cuatro pacientes con un perfil 

pretrasplante de anticuerpos anti-HLA pretrasplante de riesgo alto, siendo éste un perfil 

-/+/+ en un paciente y +/+/+ en los tres restantes. Por el contrario, el paciente 

hipersensibilizado que fue trasplantado con un perfil pretrasplante de anticuerpos anti-
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HLA de bajo riesgo (+/-/-) no presentó ningún daño histológico en la biopsia. Todo ello, 

confirma la importancia de la correcta definición del perfil de anticuerpos anti-HLA en 

pacientes en lista de espera de trasplante renal. 
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha evaluado de manera prospectiva el papel 

de factores solubles implicados en la supervivencia y maduración de los linfocitos B, 

tales como BAFF y APRIL, y de poblaciones celulares como posibles biomarcadores 

implicados en el desarrollo de AbMR tras el trasplante renal. Así mismo, se ha analizado 

el efecto de las terapias de inducción empleadas en receptores de alto riesgo 

inmunológico, timoglobulina y basiliximab, en la modulación de la dinámica de las 

subpoblaciones celulares de linfocitos B. Por último, y de manera retrospectiva se han 

propuesto estrategias para la correcta definición del perfil de anticuerpos anti-HLA en 

pacientes hipersensibilizados. Para ello, se han incluidos dos series de pacientes. La 

primera de ellas es una serie prospectiva de pacientes con ERCA sometidos a trasplante 

de riñón en el HUMV entre 2015 y 2018. La segunda es una serie retrospectiva que 

incluye pacientes hipersensibilizados en lista de espera de trasplante renal del propio 

centro. 

Cuando se habla de trasplante renal, se piensa en que se trata de la mejor alternativa 

para los pacientes con enfermedad renal terminal en comparación con el resto de 

técnicas de TRS, tanto en términos de supervivencia como de calidad de vida del 

paciente, tratándose además de la técnica de mayor coste-efectividad (158). Es por 

tanto, una opción terapéutica esperanzadora, en la que sin embargo, hay que estar 

siempre preparado y alerta para hacer frente a los posibles contratiempos, ya que detrás 

de un trasplante renal siempre existe el riesgo del rechazo. Por todo ello, buena parte 

de la investigación en trasplante se ha centrado en la búsqueda de nuevos 

biomarcadores que faciliten una detección precoz del rechazo. 

En las últimas décadas, gracias al gran desarrollo de fármacos inmunosupresores, se ha 

conseguido reducir la tasa de rechazos mediados por células T, pero sin embargo, se ha 

puesto de manifiesto la necesidad de realizar avances en el tratamiento del AbMR, en 

el cual juegan un papel fundamental los linfocitos B, ya que maduran hacia células 

plasmáticas productoras de anticuerpos anti-HLA. A día de hoy, el AbMR constituye una 

de las principales causas de pérdida del injerto renal, observándose que mientras que la 

supervivencia del mismo durante el primer año tras el trasplante ha mejorado 

significativamente, esta tasa no se mantiene con el paso del tiempo, sino que se observa 
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una reducción considerable, estimándose una pérdida aproximada del 5% en cada año 

que transcurre tras el trasplante (159). 

Es importante destacar también la falta de una pauta de inmunosupresión 

estandarizada y universal para todos los pacientes, por lo que actualmente podemos 

encontrar gran cantidad de líneas de trabajo dedicadas a la búsqueda de biomarcadores 

que faciliten la individualización de los tratamientos inmunosupresores, permitiendo 

establecer un equilibrio entre eficacia y baja toxicidad. Destaca el estudio europeo 

BIODrIM, iniciado en 2015 y centrado en personalizar la minimización de la 

inmunosupresión mediante una estrategia basada en biomarcadores, donde tiene gran 

importancia la monitorización del sistema inmunitario, pero existen gran cantidad de 

ensayos basados en la cuantificación de poblaciones linfocitarias, así como de niveles de 

citocinas y otras moléculas del sistema inmunitario con dicho fin (160,161). 

Tal y como se ha mencionado, la presencia de anticuerpos anti-HLA, especialmente de 

aquellos dirigidos frente a moléculas HLA del donante (DSA), constituye una de las 

características principales del AbMR. El efecto patogénico de estos anticuerpos se 

conoce desde la década de 1960, como consecuencia de la aparición de rechazos 

hiperagudos, especialmente en aquellos pacientes que recibieron transfusiones 

sanguíneas (162). Sin embargo, gracias al desarrollo de técnicas cada vez más precisas, 

como los ensayos de Luminex, se ha conseguido identificar de una mejor manera a 

aquellos pacientes sensibilizados, y que por tanto, poseen un mayor riesgo de 

desarrollar AbMR tanto clínico como subclínico, así como de pérdida del injerto (163). 

De hecho, la utilización de estas técnicas tanto en estudios retrospectivos como 

prospectivos ha demostrado una mayor probabilidad de fallo del injerto renal en 

pacientes que presentan DSA previos al trasplante (80,164), así como en aquellos que 

desarrollan DSA de novo tras el trasplante, a pesar del uso de tratamientos 

inmunosupresores (165). No obstante, la falta de consenso a la hora de establecer los 

puntos de corte a partir de los cuales considerar positivas las distintas especificidades 

de anticuerpos anti-HLA pone de manifiesto la necesidad de desarrollar estrategias que 

permitan una mejor definición del perfil de estos anticuerpos, especialmente en 

aquellos pacientes hipersensibilizados y que por consiguiente, tienen una menor 
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probabilidad de encontrar un donante compatible, para así poder determinar las 

especificidades clínicamente relevantes. 

Existen diferentes situaciones en las que establecer como positiva o negativa una 

especificidad antigénica puede ser difícil, como ocurre en el caso de intensidades medias 

de fluorescencia (MFI) cuyos valores están próximos al punto de corte establecido. En 

estas situaciones, debe tenerse en cuenta la posible interferencia por diversos factores 

que puede dar lugar a resultados falsos positivos o falsos negativos. Entre las causas de 

los resultados falsos positivos destaca la reacción frente a antígenos HLA 

desnaturalizados, también denominados neoepítopos, los cuales se generan como 

consecuencia del proceso de fijación de estos antígenos HLA en la superficie de las 

microesferas. Para solucionar este problema se ha propuesto el tratamiento ácido de 

las microesferas (166,167). Los resultados falsos negativos pueden deberse a la 

potencial interacción del complemento con anticuerpos anti-HLA de isotipo IgG (168), 

lo cual puede solucionarse mediante el tratamiento térmico del suero o con EDTA (169). 

Además, una dilución adicional del suero puede ayudar a desenmascarar un efecto 

prozona (170,171) y por consiguiente evitar un resultado falso negativo. Así mismo, la 

detección tanto de anticuerpos con capacidad activadora como no activadora del 

complemento ha provocado un aumento de los resultados falsos positivos. Por todo 

ello, es necesario definir correctamente el perfil de anticuerpos anti-HLA en pacientes 

en lista de espera de trasplante, así como trasplantados. 

En el presente trabajo, a pesar de la buena correlación existente entre las MFI 

detectadas al analizar el suero neto y el suero diluido se observa una reducción 

significativa del número de especificidades detectadas como positivas tras la dilución 

elevada del suero en pacientes hipersensibilizados, lo cual indica que el número de 

especificidades consideradas positivas puede estar sobreestimado, debido 

posiblemente a especificidades de anticuerpos anti-HLA presentes a título bajo. Para 

esclarecer el potencial riesgo de dichas especificidades, consideramos que es 

recomendable determinar la capacidad de los anticuerpos anti-HLA de activar el sistema 

del complemento, empleando, en nuestro caso, el test de C1q (164). A tenor de los 

resultados obtenidos en las tres condiciones analizadas (suero neto, diluido y test de 

C1q) proponemos la estratificación de las especificidades de anticuerpos anti-HLA y por 
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consiguiente, de los pacientes en función de una escala de riesgo, descrita en la Figura 

36. (172) Dichos perfiles de riesgo bajo, moderado y alto fueron corroborados tras la 

realización de pruebas cruzadas tanto por CDC como por citometría de flujo. Además, 

como prueba de concepto, cinco de los pacientes incluidos en el estudio, a pesar de ser 

pacientes hipersensibilizados consiguieron trasplantarse. Cuatro de ellos presentaban 

un perfil de alto riesgo, mientras que el restante poseía un perfil de bajo riesgo. En todos 

los casos se llevó a cabo una biopsia, la cual demostró la existencia de AbMR en los 

cuatro pacientes con un perfil de alto riesgo. El paciente con un perfil de bajo riesgo, por 

el contrario, no presentó ningún signo de rechazo. No obstante, estos datos deben ser 

validados en cohortes más amplias de pacientes. Como limitación del presente trabajo 

debemos destacar el hecho de que la escala de riesgo únicamente fue elaborada 

mediante el análisis de especificidades antigénicas de clase I, a pesar de que se 

obtuvieron resultados similares cuando se analizaron las especificidades de clase II. Se 

decidió optar por este enfoque, ya que la interpretación del perfil de anticuerpos anti-

HLA de clase I es más sencillo que el de clase II, donde debe tenerse en cuenta tanto la 

reacción frente a las cadenas alfa como beta de los diferentes antígenos (DR, DQ y DP). 

El tiempo en lista de espera de trasplante renal de los pacientes hipersensibilizados es 

prolongado, por lo que la definición precisa de los antígenos HLA considerados como 

aceptables, con un perfil de bajo riesgo, es una prioridad para así conseguir minimizar el 

tiempo de espera hasta encontrar un donante compatible. Para ello, una mejor 

definición del perfil de anticuerpos anti-HLA mediante la dilución del suero y el empleo 

del test de fijación de complemento es esencial en aquellos pacientes 

hipersensibilizados que presentan un gran número de especificidades HLA a títulos bajos 

y no fijadoras de complemento, así como para la identificación del efecto prozona, 

responsable de resultados no deseados en la prueba cruzada virtual. 

El estudio de anticuerpos dirigidos frente a moléculas no HLA, es un aspecto descrito en 

los pacientes trasplantados con sospecha de rechazo en los cuales no se detecta la 

presencia de anticuerpos anti-HLA. Sin embargo, su papel en pacientes 

hipersensibilizados no había sido evaluado. Un estudio llevado a cabo por nuestro grupo, 

demostró la presencia de anticuerpos dirigidos frente a GSTT-1 y LG3 en más del 50% de 

los pacientes hipersensibilizados, lo cual indica que la concurrencia de anticuerpos anti-
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HLA y no anti-HLA en pacientes hipersensibilizados es frecuente, y su detección puede 

ayudar a la identificación de pacientes con un mayor riesgo de desarrollar AbMR (69). 

Otro aspecto que también se ha evaluado ha sido la importancia de las 

incompatibilidades HLA, así como de eplets verificados por anticuerpos entre donante y 

receptor en el desarrollo de AbMR. Tradicionalmente, se han estudiado las 

incompatibilidades HLA a nivel antigénico, lo cual limita mucho el rango de posibles 

valores, por lo que cada día se utilizan más las incompatibilidades de eplets, es decir, de 

epítopos HLA reconocidos por las regiones determinantes de complementariedad (CDR) 

de los anticuerpos. Al tener en cuenta ambas aproximaciones se observó que existe una 

buena correlación entre ellas en los distintos loci HLA. 

Diversos estudios han demostrado que una mayor carga de incompatibilidades de eplets 

en loci HLA de clase II es un factor de riesgo para el desarrollo de AbMR (189–191), lo 

cual concuerda con los resultados obtenidos donde se observó que un aumento de 

incompatibilidades de eplets en el locus HLA-DRB1, así como en la suma de 

incompatibilidades de eplets de loci HLA de clase II se asocian con el desarrollo de AbMR 

subclínico en los pacientes trasplantados renales.  

Es importante destacar también la escasez y falta de uniformidad en los resultados 

acerca del estudio de diferentes poblaciones linfocitarias, así como de factores solubles 

implicados en la supervivencia y diferenciación de las mismas, especialmente en el 

rechazo tras el trasplante renal. Concretamente, el papel de BAFF en el campo del 

trasplante es un tema controvertido, a diferencia de lo que ocurre en las enfermedades 

autoinmunes, donde la importancia de BAFF está consolidada. Está descrito que niveles 

séricos elevados de BAFF en pacientes con enfermedades autoinmunes se correlacionan 

con la severidad de la enfermedad (134–137), así como con los niveles de 

autoanticuerpos patogénicos (135,138,139). 

Sin embargo, la importancia de los niveles de BAFF en pacientes trasplantados renales 

es un tema en el que hay cierta discrepancia, ya que hay autores que afirman que no 

existen diferencias en los niveles de esta molécula entre pacientes trasplantados y 

sujetos sanos (153) y por consiguiente, indicarían que no se trata de un marcador 

pronóstico para la disfunción del injerto. Así mismo, podemos encontrar estudios donde 
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se muestra que no existe una correlación entre los niveles de BAFF y la producción de 

DSA pre y post-trasplante (154). Por el contrario, diversas publicaciones muestran una 

asociación entre los niveles de BAFF y la supervivencia del injerto (173), el AbMR agudo, 

así como con la presencia de DSA (149,150,174). Del mismo modo, un metaanálisis 

publicado recientemente indica que la incidencia de AbMR es mayor en aquellos 

pacientes con niveles más elevados de BAFF (152). Esto nos lleva a pensar que BAFF 

puede estar generando una desregulación que promueve la expansión de linfocitos B 

alorreactivos 

En lo que respecta al estudio de subpoblaciones celulares implicadas en el desarrollo de 

rechazo destaca el papel que desempeñan los linfocitos B, los cuales son capaces de 

orquestar la respuesta inmunitaria humoral frente al órgano trasplantado, así como de 

inducir la activación de los linfocitos T actuando como APCs. Concretamente, las células 

responsables de generación de anticuerpos anti-HLA son tanto los linfocitos B memoria 

quiescentes como las células plasmáticas de vida larga. Las linfocitos B memoria 

quiescentes son capaces de reactivarse rápidamente tras una reexposición frente al 

aloantígeno, tal y como ocurre en individuos sensibilizados que son sometidos a un 

retrasplante y dando lugar a los DSA de novo. Las células plasmáticas de vida larga, por 

su parte, secretan anticuerpos anti-HLA de manera constitutiva permitiendo el 

mantenimiento a largo plazo de los DSA, pero no se movilizan tras una reexposición 

frente al aloantígeno. Un estudio publicado por nuestro grupo demostró un aumento 

pretrasplante del porcentaje de células B memoria con cambio de isotipo en aquellos 

pacientes que desarrollaron rechazo agudo tras el trasplante renal (175). 

Al igual que en el caso de las células T reguladoras (Tregs), las cuales juegan un papel 

destacado limitando la aparición de rechazo tras el trasplante renal y promoviendo 

mecanismos de tolerancia inmunológica, lo cual ha hecho que su monitorización pueda 

ser un biomarcador para determinar la supervivencia del injerto (176), otro tipo celular 

con una importancia cada vez mayor en los mecanismos inmunomoduladores son las 

denominadas células B reguladoras (Bregs). Se trata de células con capacidad supresora 

y por consiguiente, de promoción de tolerancia inmunológica, las cuales pueden 

generarse a partir de diferentes estadios de maduración y desarrollo de los linfocitos B, 

tales como las células B transicionales (177), las células B memoria (178) o los 
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plasmablastos (179) y se caracterizan por la producción de IL-10. Al contrario de lo que 

ocurre en los pacientes trasplantados renales que sufren episodios de rechazo del 

injerto, los individuos tolerantes presentan niveles aumentados de células B 

transicionales con un fenotipo regulador, así como de linfocitos B naïve y niveles 

disminuidos de células B memoria (180). Del mismo modo, se ha observado que los 

pacientes con una mayor supervivencia del injerto renal (181), al igual que aquellos con 

menor número de episodios de rechazo (182), presentan mayores niveles de células B 

transicionales productoras de IL-10, por lo que ha propuesto que este subtipo celular 

puede convertirse en un biomarcador de evolución del injerto renal. 

Además, la mayoría de trabajos que analizan el papel de BAFF y de las subpoblaciones 

celulares son estudios transversales en los cuales no se puede apreciar la dinámica de 

dichos marcadores. 

En base a estos resultados, en el presente trabajo de Tesis Doctoral se ha evaluado de 

manera conjunta y prospectiva el papel de BAFF y de las subpoblaciones de linfocitos B 

y T en el rechazo mediado por anticuerpos en pacientes trasplantados renales (183). 

Se ha observado que los pacientes que desarrollan AbMR durante los primeros 12 meses 

tras el trasplante presentan un aumento de los niveles de BAFF pretrasplante, lo cual 

indica que la determinación de dichos niveles puede constituir un biomarcador no 

invasivo para la predicción del desarrollo de AbMR, independientemente del resto de 

variables clásicamente relacionadas con su desarrollo, tales como la presencia de 

anticuerpos anti-HLA, DSA, el número de trasplantes previos y de incompatibilidades 

HLA, el tiempo de isquemia fría o la función retrasada del injerto. Concretamente, cada 

aumento de 100 pg/mL de los niveles de BAFF pretrasplante supone un incremento de 

1,35 veces el riesgo de AbMR durante el primer año post-trasplante. Este riesgo es más 

importante en aquellos pacientes que presentan niveles más elevados de BAFF, 

especialmente en aquellos con valores superiores a 782,03 pg/mL, los cuales poseen 

alrededor de siete veces más riesgo. Los niveles séricos de BAFF permanecen 

aumentados a los 6, 12 y 24 meses tras el trasplante en los pacientes con AbMR 

subclínico, detectado en la biopsia de protocolo realizada al año del trasplante. Este 

hecho es importante, ya que determinados autores afirman que mientras que los niveles 

de BAFF pretrasplante se asocian significativamente con la aparición de rechazo, los 
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niveles de BAFF post-trasplante no se encuentran asociados con el rechazo del injerto 

(146). 

El aumento de los niveles de BAFF puede estar asociado con una desregulación del 

microambiente, promoviendo así la expansión y activación de linfocitos B alorreactivos, 

con lo que se favorece el desarrollo de AbMR. Se aprecia que los pacientes que 

desarrollan AbMR, ya sea clínico o subclínico, presentan una distribución característica 

de las subpoblaciones de linfocitos B, donde destaca la polarización hacia un fenotipo 

memoria, con la consiguiente disminución de células B naïve y aumento de las células B 

memoria, así como una reducción de las células B transicionales, tradicionalmente 

descritas como células con capacidad reguladora. Dicho aumento del número de células 

B memoria se correlaciona con la mayor presencia de anticuerpos anti-HLA en los 

pacientes con AbMR, los cuales también poseen niveles más elevados de BAFF, citocina 

que contribuye a la supervivencia y diferenciación de los linfocitos B maduros. 

Un aspecto a destacar y que no se ha evaluado, constituyendo así una limitación del 

presente trabajo, consiste en la importancia de los niveles de linfocitos T foliculares 

cooperadores (Tfh). Estas células cooperan con los linfocitos B y son necesarias para que 

éstos proliferen, se diferencien y maduren hacia células plasmáticas productoras de 

anticuerpos. Se ha descrito la existencia de un subtipo de linfocitos Tfh denominado Tfh 

circulantes, los cuales proceden de la migración de las Tfh presentes en los órganos 

linfoides secundarios tras entrar en contacto con las células dendríticas, a los tejidos 

diana, favoreciendo la generación de anticuerpos (184). Dado que los anticuerpos anti-

HLA constituyen el biomarcador principal del AbMR y estas células están implicadas en 

su generación, su monitorización puede ser también un biomarcador de utilidad para la 

predicción del desarrollo de AbMR, tratándose además de una potencial diana para el 

tratamiento del AbMR (185). Un estudio publicado recientemente en pacientes 

trasplantados renales, ha demostrado la presencia de niveles aumentados de linfocitos 

Tfh circulantes pretrasplante en aquellos pacientes que han estado en contacto con 

aloantígenos, ya sea por poseer un trasplante previo, recibir transfusiones sanguíneas o 

presentar anticuerpos anti-HLA. Así mismo, los linfocitos Tfh circulantes se encuentran 

asociados con la generación de anticuerpos anti-HLA de novo, así como con el desarrollo 



V. Discusión 

113 
 

de rechazo agudo tras el trasplante renal, lo cual demuestra su implicación en la 

sensibilización HLA y en la aparición de rechazo (186). 

A pesar de que en la presente Tesis Doctoral no se ha encontrado una asociación entre 

los niveles de APRIL y el desarrollo de AbMR, sí que está descrita su implicación en otros 

procesos que conducen a la pérdida del injerto renal, entre los que destaca la 

recurrencia de la nefropatía IgA. Tras el AbMR, la recurrencia de las enfermedades 

glomerulares, especialmente de la nefropatía IgA, es la principal causa de fallo del injerto 

(187). Un estudio publicado recientemente muestra que aquellos pacientes 

trasplantados renales que poseen niveles elevados de APRIL a los 6 meses tras el 

trasplante, así como un aumento de los niveles medios de dicha citocina entre los 6 

meses y los 3 años post-trasplante, tienen un mayor riesgo de recurrencia de la 

nefropatía IgA (188).  

Además del estudio de las subpoblaciones celulares y de factores solubles implicados en 

el desarrollo de AbMR, es importante analizar el efecto de las terapias de inducción en 

la dinámica de dichas poblaciones linfocitarias. El uso de terapias de inducción con 

antagonistas del receptor de IL-2 como basiliximab, o con agentes deplecionantes de 

linfocitos como la timoglobulina, es un procedimiento recomendado como parte del 

tratamiento inmunosupresor inicial en pacientes sometidos a trasplante renal con el 

objetivo de modular o deplecionar la respuesta inmunitaria mediada por linfocitos T tras 

el reconocimiento del aloantígeno. Este tipo de tratamientos contribuyen a la reducción 

de la tasa de rechazo agudo, mejorando además la supervivencia del injerto en 

comparación con el uso de placebo, la cual también aumenta en comparación con los 

pacientes que no reciben terapia de inducción, especialmente en aquellos pacientes de 

alto riesgo (192,193). 

Entre los agentes deplecionantes, la timoglobulina es el fármaco más utilizado en 

Estados Unidos y el segundo más frecuente en Europa y Australia (38,194). Las 

diferencias en las tasas de prescripción observadas en los diferentes países y dentro de 

cada país en los diferentes centros, son indicativas de la inexistencia de protocolos 

universales establecidos sobre el tratamiento de inducción a utilizar en los distintos 

receptores de trasplante renal. No obstante, existe cierto consenso y además las guías 



V. Discusión 

114 
 

clínicas así lo indican, acerca de la utilización de timoglobulina en los pacientes con 

mayor riesgo de rechazo o con una presumible función retrasada del injerto (7,195). 

Tal y como se ha comentado, la respuesta inmunitaria humoral frente al órgano 

trasplantado ha ganado importancia en la última década y por ello, nos planteamos si la 

terapia de inducción puede afectar en este proceso, ya que concretamente la 

timoglobulina se utiliza para la prevención y tratamiento del AbMR, puesto que se ha 

observado que contribuye a la reducción de los DSA en pacientes sometidos a trasplante 

renal y cardíaco (47,196,197). Además, la timoglobulina es considerada el agente 

fundamental implicado en la promoción de tolerancia tanto en modelos animales 

(198,199) como en humanos (200–202). 

A pesar de que su principal mecanismo de acción consiste en la depleción de los 

linfocitos T, también está descrita su interacción con otros tipos celulares tanto del 

sistema inmunitario como no inmunitario, tales como los linfocitos B, las células NK, o 

las células endoteliales (43). Estudios in vitro muestran la capacidad de la timoglobulina 

para promover mecanismos de apoptosis independientes de complemento tanto en 

células B naïve, activadas, así como en células plasmáticas. Esto se debe a que la 

timoglobulina se produce tras la inmunización de conejos con células tímicas humanas 

entre las que se encuentran aunque en un porcentaje minoritario linfocitos B y células 

plasmáticas. Como consecuencia de ello, la timoglobulina contiene anticuerpos 

específicos dirigidos frente a marcadores de superficie presentes en estos tipos 

celulares, como por ejemplo frente a CD138, un marcador específico de células 

plasmáticas. (203,204). Sin embargo, no está bien descrito su papel in vivo sobre las 

diferentes subpoblaciones de linfocitos B en humanos, incluyendo las células 

plasmáticas (205), por lo que en el presente trabajo decidimos analizar la dinámica de 

las subpoblaciones de linfocitos B y de las células plasmáticas en pacientes que 

recibieron terapia de inducción con timoglobulina y compararla con aquellos que 

recibieron inducción con basiliximab o que no recibieron tratamiento de inducción 

alguno. 

Nuevamente, vuelve a existir una controversia entre los autores que defienden que el 

uso de timoglobulina provoca una depleción de los linfocitos B o de las subpoblaciones 

de linfocitos B, especialmente en los meses iniciales (206–208)y los que no encuentran 
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cambios significativos (209,210). Estas diferencias pueden deberse a las características 

de los pacientes trasplantados incluidos en los diferentes estudios, a las dosis de 

timoglobulina empleadas, a los diferentes tiempos empleados para la toma de 

muestras, así como a variaciones en la cantidad de antígenos característicos de linfocitos 

B presentes en los distintos lotes empleados para la producción de timoglobulina. 

En esta Tesis Doctoral se observó, tal y como está descrito, una depleción de los 

linfocitos T en aquellos pacientes que recibieron timoglobulina como terapia de 

inducción, la cual no se observó en los pacientes tratados con basiliximab ni en aquellos 

que no recibieron tratamiento alguno. Por el contrario, los números absolutos de 

linfocitos B permanecieron estables. Al hacer hincapié en el efecto de la timoglobulina 

sobre las subpoblaciones de linfocitos B, se detectó un descenso de los niveles de células 

B memoria con cambio de isotipo a los 6 y 12 meses tras el trasplante en aquellos 

pacientes que recibieron timoglobulina. Del mismo modo, cuando se analizaron los 

niveles de células plasmáticas circulantes también se detectó un descenso de las mismas 

en los pacientes tratados con timoglobulina, pero a diferencia del caso anterior, éste no 

tuvo lugar de manera temprana, sino a los 12 meses post-trasplante. Por consiguiente, 

podemos afirmar que la timoglobulina induce una depleción tardía de las células 

plasmáticas, la cual no había sido descrita hasta la fecha (211). 

Los potenciales mecanismos implicados en este hallazgo todavía se desconocen. No 

obstante, está descrito que la timoglobulina puede provocar una depleción tardía de las 

diferentes subpoblaciones de linfocitos T, a pesar de no existir niveles detectables del 

fármaco en circulación (212). Un mecanismo similar podría estar ocurriendo en el caso 

de las células plasmáticas. Así mismo, la modificación de la reconstitución de las 

subpoblaciones de linfocitos T provocada por la timoglobulina, también afecta a los 

linfocitos Tfh, los cuales tienen un papel fundamental en el desarrollo y supervivencia 

de las células plasmáticas (213). De este modo, una depleción de las los linfocitos Tfh 

podría promover una reducción tardía de las células plasmáticas.  

El descenso de los niveles de células plasmáticas causado por el uso de timoglobulina 

como agente de inducción puede ayudar a explicar su contribución en la reducción de 

la aparición de DSA tras el trasplante renal, ya que es este tipo celular el responsable de 

su origen y por consiguiente, su papel en la reducción del riesgo de AbMR. Además, esta 
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disminución del número de células plasmáticas, ha sido relacionada por otros autores 

con una situación de tolerancia en pacientes trasplantados renales con una función 

estable del injerto sin necesidad de inmunosupresión (214).  

Para concluir y resumiendo los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis 

Doctoral, podemos afirmar que los pacientes con niveles elevados de BAFF y una 

polarización de las subpoblaciones de linfocitos B hacia un fenotipo de células memoria 

tienen un mayor riesgo de desarrollar AbMR. Además, el descenso de los niveles de 

células plasmáticas como consecuencia de la utilización de timoglobulina como 

tratamiento inducción puede ayudar a minimizar su aparición. Así mismo, la definición 

exhaustiva del perfil de anticuerpos anti-HLA en pacientes hipersensibilizados en lista 

de espera de trasplante renal es fundamental para aumentar las posibilidades de un 

futuro trasplante, disminuyendo el riesgo de aparición de rechazo del injerto.
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1. Los niveles de BAFF pretrasplante se encuentran aumentados en pacientes 

trasplantados renales que desarrollan un rechazo mediado por anticuerpos 

durante los primeros 12 meses tras el trasplante. 

2. La distribución pretrasplante de las subpoblaciones de linfocitos B en pacientes 

sometidos a un trasplante de riñón con rechazo clínico mediado por anticuerpos 

se encuentra alterada, observándose un descenso de las células transicionales y 

un aumento de las subpoblaciones con un fenotipo de células memoria. 

3. La determinación de los niveles de BAFF pretrasplante, así como el estudio de las 

subpoblaciones de linfocitos B en pacientes trasplantados renales constituyen 

dos biomarcadores no invasivos para la predicción y diagnóstico del rechazo 

clínico mediado por anticuerpos. 

4. La monitorización post-trasplante de los niveles de BAFF, así como de las 

subpoblaciones de linfocitos B permite identificar a aquellos pacientes con 

rechazo subclínico mediado por anticuerpos.  

5. El uso de timoglobulina como tratamiento de inducción en pacientes 

trasplantados renales provoca un descenso tardío del número de células 

plasmáticas, lo cual contribuye a reducir el riesgo de rechazo mediado por 

anticuerpos. 

6. El estudio de incompatibilidades de eplets verificadas por anticuerpos entre 

donante y receptor de trasplante renal proporciona un valor añadido en el 

estudio del rechazo mediado por anticuerpos. 

7. La mejora técnica en el estudio del perfil de anticuerpos anti-HLA incluyendo una 

escala de riesgo en pacientes hipersensibilizados renales aumenta las 

posibilidades de trasplante en este tipo de pacientes, reduciendo el riesgo de 

aparición de rechazo mediado por anticuerpos.
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Tabla Anexo 2. Frecuencia de las subpoblaciones de linfocitos B y T a los 6, 12 y 24 meses 
post-trasplante. 

 No rechazo 
subclínico (n=38) 

Rechazo subclínico 
celular (n=8) 

AbMR subclínico 
(n=5) 

Linfocitos B (CD19+) 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
9,40 (5,49-14,21) 
8,71 (5,64-12,56) 
9,99 (4,33-13,63) 

 
8,70 (5,85-14,67) 

11,01 (5,52-12,54) 
7,91 (1,83-11,24) 

 
9,77 (4,61-23,96) 
5,80 (4,28-11,21) 
7,46 (5,86-8,54) 

B Transicionales tipo 2 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
1,19 (0,64-2,34) 
1,58 (0,80-2,75) 
1,20 (0,82-2,39) 

 
1,07 (0,16-1,42) 
1,16 (0,48-1,40) 
0,79 (0,76-1,13) 

 
0,22 (0,09-0,58) 
0,48 (0,29-0,50) 
0,46 (0,27-0,67) 

B Naïve 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
59,67 (31,74-72,42) 
64,43 (47,05-77,16) 
60,80 (43,14-73,49) 

 
46,15 (25,79-59,24) 
70,71 (38,78-72,39) 
43,83 (25,40-61,77) 

 
66,02 (24,45-79,29) 
30,27 (23,62-54,71) 
28,58 (23,91-54,78) 

B Memoria sin cambio 
de isotipo 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
 

10,27 (6,51-15,29) 
13,01 (8,95-17,41) 
11,18 (7,59-19,05) 

 
 

9,54 (7,43-12,92) 
16,54 (7,31-19,82) 

18,08 (14,65-18,80) 

 
 

6,17 (1,51-13,92) 
6,32 (4,69-11,20) 

16,79 (11,31-20,19) 

B Memoria con 
cambio de isotipo 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
 

12,34 (5,88-16,92) 
13,43 (6,89-20,80) 
16,42 (8,55-26,86) 

 
 

24,23 (15,48-29,69) 
22,87 (11,24-34,62) 
28,72 (17,27-43,12) 

 
 

7,87 (3,62-25,56) 
42,61 (22,89-48,56) 
33,64 (23,01-46,14) 

Bm2 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
45,75 (25,91-57,25) 
47,95 (34,68-57,16) 
48,34 (37,13-61,03) 

 
41,77 (13,63-57,04) 
36,78 (21,11-67,18) 
26,96 (15,67-52,66) 

 
48,78 (27,84-71,28) 
30,14 (27,32-58,36) 
22,97 (18,43-30,62) 

Bm2´ 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
3,88 (1,92-10,47) 
4,75 (2,65-11,42) 
5,91 (2,06-8,83) 

 
4,31 (2,96-4,78) 
2,63 (1,49-7,39) 
3,46 (0,51-5,62) 

 
1,61 (0,46-5,02) 
0,71 (0,46-9,36) 
0,37 (0,18-1,56) 

Bm5 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
8,91 (4,19-19,30) 
8,43 (6,29-12,10) 

11,71 (6,35-17,31) 

 
17,25 (8,18-28,47) 
19,65 (7,03-43,96) 

21,48 (12,30-36,08) 

 
13,03 (8,54-60,03) 

41,00 (31,27-48,65) 
32,67 (26,93-38,41) 

eBm5 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
9,39 (5,23-11,58) 
8,23 (5,69-10,53) 
8,94 (5,84-15,33) 

 
15,30 (9,62-19,09) 
13,31 (7,61-16,09) 
14,76 (9,72-19,16) 

 
7,82 (3,30-8,29) 

17,47 (7,95-23,82) 
20,56 (17,99-27,65) 

Linfocitos T CD4+ 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
32,51 (23,32-48,55) 
33,18 (20,51-47,92) 
36,10 (24,49-47,16) 

 
35,81 (21,34-50,28) 
42,09 (27,91-53,08) 
29,82 (18,12-36,64) 

 
27,33 (14,36-49,18) 
27,15 (13,37-36,19) 
28,36 (13,64-44,76) 

CD4 Naïve 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
48,39 (18,11-60,87) 
34,28 (15,51-52,40) 
41,17 (25,58-48,98) 

 
19,37 (4,95-63,95) 

28,63 (15,99-55,20) 
16,80 (9,58-45,92) 

 
33,17 (11,82-50,45) 
40,08 (18,73-61,18) 
33,28 (11,72-44,43) 
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CD4 TEMRA 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
2,04 (1,07-5,81) 
2,10 (1,02-7,57) 
2,92 (1,24-7,22) 

 
4,25 (1,02-7,08) 

3,31 (2,24-10,79) 
3,16 (0,48-9,90) 

 
12,91 (4,93-19,88) 

3,50 (1,18-8,09) 
2,55 (1,16-2,77) 

Linfocitos T CD8+ 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
28,18 (20,69-37,24) 
29,30 (21,68-42,97) 
32,57 (24,27-39,99) 

 
33,41 (24,02-38,93) 
21,49 (17,23-27,32) 
32,44 (19,43-50,88) 

 
34,92 (25,13-42,09) 
33,04 (25,73-50,95) 
41,29 (26,42-54,01) 

CD8 Naïve 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
30,14 (21,24-48,69) 
32,46 (19,84-44,24) 
27,04 (21,10-50,15) 

 
20,54 (13,25-56,89) 
46,18 (13,87-60,38) 
51,07 (15,59-64,89) 

 
24,61 (11,58-29,92) 
37,91 (22,35-42,98) 
31,08 (23,60-40,18) 

CD8 TEMRA 
     6 meses 
     12 meses 
     24 meses 

 
46,79 (28,49-59,73) 
48,20 (27,29-65,30) 
53,11 (35,59-63,26) 

 
43,44 (19,65-74,60) 
40,29 (28,71-72,59) 
35,46 (20,45-62,26) 

 
54,19 (51,36-66,72) 
46,27 (41,52-58,90) 
41,07 (35,85-60,38) 

AbMR: rechazo mediado por anticuerpos 
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Tabla Anexo 3. Evaluación de los distintos perfiles de anticuerpos anti-HLA en pacientes hipersensibilizados. 

Perfil Tipaje HLA 
donante 

Perfil 

(Neto/Dil/C

1q) 

Antígeno 

HLA con el 

perfil 

testado 

Resul. 

Suero neto 

(MFI) 

Resul. 

Suero dil 

1/160 

(MFI) 

Resul. Test 

C1q (MFI) 

Resul. 
CDC 

 

Resul. 

FXCM 

(Ratioa 

Suero 

neto) 

Resul. 

FXCM  

(Ratioa 

Suero 

dil) 

1 A*02,*03 
B*18,*44 

+/-/- A*03:02 Pos  

(4272) 

Neg  

(134) 

Neg  

(36) 

Neg Pos 
(9,97) 

Neg 
(1,14) 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/-/- A*02:03 Pos  

(1555) 

Neg  

(47) 

Neg  

(41) 

Neg Pos 
(3,12) 

Neg 
(0,98) 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/-/- B*27:05 Pos  

(1775) 

Neg  

(491) 

Neg  

(21) 

Neg Pos 
(4,4) 

Neg 
(1,09) 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/-/- B*27:08 Pos  

(2276) 

Neg  

(601) 

Neg  

(27) 

Neg Pos 
(4,4) 

Neg 
(1,09) 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/-/- B*44:03 Pos  

(1779) 

Neg  

(413) 

Neg  

(20) 

Neg Pos 
(4,4) 

Neg 
(1,09) 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/-/- B*07:02 Pos  

(3377) 

Neg  

(1166) 

Neg  

(22) 

Neg Pos 
(1,51) 

NR 

2 A*03,*29 
B*44,*60 

+/+/- A*03:01 Pos 
(15047) 

Pos 
(18039) 

Neg  

(145) 

Neg Pos 
(1,71) 

Neg 
(0,89) 

 A*03,*29 
B*44,*60 

+/+/- A*29:01 Pos 
(14410) 

Pos 
(14298) 

Neg  

(656) 

Neg Pos 
(1,71) 

Neg 
(0,89) 

 A*03,*29 
B*44,*60 

+/+/- A*29:02 Pos 
(12296) 

Pos 
(14566) 

Neg  

(1067) 

Neg Pos 
(1,71) 

Neg 
(0,89) 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- A*02:01 Pos 
(14109) 

Pos 
(18281) 

Neg  

(163) 

Neg Pos 
(5,99) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- A*02:03 Pos 
(15156) 

Pos 
(18780) 

Neg  

(219) 

Neg Pos 
(5,99) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- A*02:06 Pos 
(13062) 

Pos 
(18129) 

Neg  

(339) 

Neg Pos 
(5,99) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- A*24:02 Pos 
(14609) 

Pos 
(12901) 

Neg  

(306) 

Neg Pos 
(5,99) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- A*24:03 Pos 
(10604) 

Pos 
(13489) 

Neg  

(432) 

Neg Pos 
(5,99) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- B*27:08 Pos  

(5353) 

Pos  

(1744) 

Neg  

(455) 

Neg Pos 
(5,99) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- A*02:01 Pos  

(3293) 

Pos  

(7030) 

Neg  

(47) 

Neg Pos 
(3,34) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- A*02:03 Pos  

(2468) 

Pos  

(5329) 

Neg  

(55) 

Neg Pos 
(3,34) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- A*02:06 Pos  

(2615) 

Pos  

(6298) 

Neg  

(39) 

Neg Pos 
(3,34) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- B*27:05 Pos  

(4339) 

Pos  

(2566) 

Neg  

(33) 

Neg Pos 
(3,34) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/- B*44:02 Pos  

(5044) 

Pos  

(9799) 

Neg  

(192) 

Neg Pos 
(3,34) 

NR 
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 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/- A*24:02 Pos 
(14608) 

Pos 
(12901) 

Neg  

(306) 

Neg Pos 
(10,16) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/- A*24:03 Pos 
(10604) 

Pos 
(13489) 

Neg  

(432) 

Neg Pos 
(10,16) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/- A*26:01 Pos 
(16065) 

Pos 
(17054) 

Neg  

(418) 

Neg Pos 
(10,16) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/- B*27:08 Pos  

(5353) 

Pos  

(1744) 

Neg  

(455) 

Neg Pos 
(10,16) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/- B*51:01 Pos 
(15689) 

Pos 
(16431) 

Neg  

(645) 

Neg Pos 
(10,16) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/- B*51:02 Pos 
(13805) 

Pos 
(16333) 

Neg  

(492) 

Neg Pos 
(10,16) 

NR 

3 A*03,*23 
B*40,*60 

+/-/+ B*40:01 Pos  

(5119) 

Pos  

(1898) 

Pos 
(20456) 

Pos Pos 
(2,16) 

Neg 
(1,17) 

 A*03,*23 
B*40,*60 

+/-/+ B*40:02 Pos  

(4171) 

Pos  

(1686) 

Pos 
(20242) 

Pos Pos 
(2,16) 

Neg 
(1,17) 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/-/+ A*24:02 Pos  

(5570) 

Pos  

(1034) 

Pos 
(12202) 

Pos Pos 
(1,7) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/-/+ A*24:03 Pos  

(5910) 

Pos  

(1235) 

Pos 
(11710) 

Pos Pos 
(1,7) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/-/+ B*07:02 Pos  

(4609) 

Pos  

(1434) 

Pos 
(21129) 

Pos Pos 
(2,08) 

NR 

4 A*03,*29 
B*44,*60 

-/+/+ A*03:01 Neg  

(519) 

Pos  

(9298) 

Pos 
(11801) 

Pos Pos 
(3,92) 

Pos 
(6,26) 

 A*03,*29 
B*44,*60 

-/+/+ A*29:01 Neg  

(210) 

Pos  

(9985) 

Pos  

(7132) 

Pos Pos 
(3,92) 

Pos 
(6,26) 

 A*03,*29 
B*44,*60 

-/+/+ A*29:02 Neg  

(231) 

Pos  

(9917) 

Pos  

(7341) 

Pos Pos 
(3,92) 

Pos 
(6,26) 

5 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/+ B*27:05 Pos  

(3654) 

Pos  

(6624) 

Pos  

(9842) 

Pos Pos 
(4,88) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/+ B*27:08 Pos  

(3457) 

Pos  

(7032) 

Pos  

(9857) 

Pos Pos 
(4,88) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/+ B*27:05 Pos  

(6007) 

Pos  

(2074) 

Pos 
(18050) 

Pos Pos 
(4,86) 

NR 

 A*02,*24 
B*27,*44 
C*01,*16 

+/+/+ B*27:08 Pos  

(5101) 

Pos  

(1899) 

Pos 
(18113) 

Pos Pos 
(4,86) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/+ A*24:02 Pos 
(21360) 

Pos  

(6193) 

Pos 
(16041) 

Pos Pos 
(6,27) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/+ A*24:03 Pos 
(22749) 

Pos  

(6798) 

Pos 
(17821) 

Pos Pos 
(6,27) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/+ A*26:01 Pos 
(24048) 

Pos 
(11671) 

Pos 
(20357) 

Pos Pos 
(6,27) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/+ B*51:01 Pos 
(24914) 

Pos 
(10332) 

Pos 
(12486) 

Pos Pos 

(6,27) 

NR 

 A*24,*26 
B*07,*51 

+/+/+ B*51:02 Pos 
(25112) 

Pos 
(12142) 

Pos 
(14275) 

Pos Pos 
(6,27) 

NR 

MFI: intensidad media de fluorescencia; Result: resultado; Neg: negativo; Pos: positivo; CDC: citotoxicidad 

dependiente de complemento; FCXM: prueba cruzada por citometría de flujo; NR: no realizado 

a Cálculo del ratio: MFI suero/MFI control negativo (Se considera resultado positivo si ratio > 1,5)
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Abstract: Antibody-mediated rejection (AbMR) is one of the leading causes of graft loss in kidney 

transplantation and B cells play an important role in the development of it. A B-cell activating factor 

(BAFF) is a cytokine involved in B cell ontogeny. Here, we analyzed whether B cell maturation and 

the effect of B cell soluble factors, such as BAFF could be involved in AbMR. Serum BAFF levels and 

B and T cell subpopulations were analyzed 109 kidney transplant patients before transplantation 

and at 6 and 12 months after kidney transplantation. Pretransplant serum BAFF levels as well as 

memory B cell subpopulations were significantly higher in those patients who suffered clinical 

AbMR during the first 12 months after kidney transplantation. Similar results were observed in the 

prospective analysis of patients with subclinical antibody-mediated rejection detected in the 

surveillance biopsy performed at 12 months after kidney transplantation. A multivariate analysis 

confirmed the independent role of BAFF in the development of AbMR, irrespective of other classical 

variables. Pretransplant serum BAFF levels could be an important non-invasive biomarker for the 

prediction of the development of AbMR and posttransplant increased serum BAFF levels contribute 

to AbMR. 

Keywords: antibody-mediated rejection; kidney transplantation; BAFF; B cell subpopulations; non-

invasive biomarker 

 

1. Introduction 

The importance of B cells in kidney transplantation, especially in the case of antibody-mediated 

rejection (AbMR) and transplantation tolerance, has been highlighted in recent studies [1–3]. It is well 

known the crucial role of B cells in humoral immunity, but they also contribute in other important 

processes, such as co-stimulation, antigen presentation, and cytokine secretion, all of them 

mechanisms that modulate the function of T cells [4]. AbMR is considered the main cause of kidney 

transplant failure [5–7]. AbMR is characterized by histological findings, like microvasculature 

inflammation, anti-HLA antibodies, mainly donor-specific antibodies (DSA), and C4d deposition in 

renal tissue [8]. However, the mechanisms underlying these processes are not well understood, and 

therefore, the analysis of different B cell subpopulations and cytokines associated with B cell 
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activation and survival could allow us to improve the knowledge of the pathogenesis, and to predict 

the allograft outcome. 

The B cell homeostasis is modulated by different soluble factors, mainly the B-cell activating 

factor (BAFF, also known as TNFSF13B or the B lymphocyte stimulator, BLyS) and proliferation-

inducing ligand (APRIL). BAFF belonging to the TNF family is a cytokine expressed and secreted by 

several cells of the immune system, predominantly myeloid cells (monocytes, macrophages, and 

dendritic cells), neutrophils, and by a subset of T lymphocytes, and is involved in survival, 

proliferation, differentiation, and maturation of different B cell subpopulations [9,10]. It is able to 

bind to three receptors, BAFF receptor (BAFFR, also known as TNFRSF13C or BLyS receptor 3), T cell 

activator and calcium modulating ligand interactor (TACI), and B cell maturation antigen (BCMA). 

The three receptors are expressed in B cells at different stages of development, being BAFFR the first 

one to be expressed and the only one required for survival of transitional and naïve B cells. TACI is 

expressed in B cells upon activation, whereas BCMA is found in germinal center B cells and in 

terminally differentiated B cells [11]. 

It has been analyzed that defects in the expression of either BAFF or BAFFR impairs B cell 

development beyond the immature, transitional type 1 stage and thus, prevents the formation of 

follicular and marginal zone B cells [12,13]. In the same way, experiments in mice have shown that 

defects in B cells receptor and BAFFR signaling entail an absence of mature peripheral B cell 

populations [14]. Thaunat et al. found that BAFF provides survival signals to B cells and allows them 

to escape rituximab-induced apoptosis in tertiary lymphoid organs [15]. 

Several studies have demonstrated the important role of BAFF in B cell biology, enhancing 

humoral immune responses to both T cell dependent and independent antigens, inducing class 

switch recombination and also, acting as a co-stimulator of T cell activation [16,17]. Furthermore, it 

is well established the implication of BAFF in the pathogenesis of different autoimmune diseases, 

such as systemic lupus erythematosus [18], Sjögren’s syndrome [19], rheumatoid arthritis [20], 

systemic sclerosis [21], or multiple sclerosis [22], among others. 

However, in the context of transplantation, there are less studies and the role of BAFF is more 

controversial. On the one hand, some authors indicate that BAFF reflects the immunological risk 

profile of patients after kidney transplantation (KT), considering that pretransplant BAFF levels are 

associated with pretransplant sensitization and are useful in predicting allograft rejection [23–25]; 

BAFF expression correlates with pretransplant panel reactive antibody (PRA), indicating that BAFF 

may be involved in the development of graft loss [26]; elevated levels of BAFF are associated with 

antibody-mediated clinical damage in KT [27], and with an increased risk of acute AbMR [28–30]. On 

the other hand, there are authors that affirm that BAFF is not a prognostic marker for allograft 

dysfunction or survival in KT patients because BAFF serum levels are not related to anti-HLA 

sensitization [31]; significantly lower levels of BAFF are found in patients experiencing AbMR [32]; 

or high BAFF is not associated with the graft outcome in KT with rituximab induction [33]. A meta-

analysis published recently evaluated the predictive value of serum BAFF for AbMR, indicating that 

the incidence of AbMR was significantly higher in patients with high levels of BAFF [34]. 

Another important aspect is the relationship between B and T cells, specifically CD4+ T cells, 

which are crucial for the generation of functional B cells. Unlike naïve T cells, memory T cells are able 

to activate in the presence of lower costimulatory signals. Following activation, memory T cells 

proliferate less than primary responding cells but can produce a greater effector response [35]. 

However, the different expression of T cell subpopulations and their relationship with B cells is not 

well understood in KT patients. 

Taking into account these circumstances, in this study we analyzed the role of pretransplant 

BAFF levels, as well as at different time points after KT in the development of AbMR, evaluating 

together the changes that occur in the distribution of different B and T cell subpopulations in these 

KT patients. 

2. Results 

2.1. Pretransplant Serum BAFF Levels in Kidney Transplant Patients 
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Pretransplant serum BAFF levels were higher in KT patients (604.63; IQR 465.18-845.42 pg/mL) 

than in healthy subjects (HS; 549.88; IQR 495.43-622.97 pg/mL) without reaching statistical 

significance. However, when KT patients were stratified according to the presence of clinical rejection 

during the first 12 months after KT, patients who suffered clinical AbMR presented significantly 

higher pretransplant serum BAFF levels (853.29; IQR 765.37-1545.99 pg/mL) than KT without clinical 

rejection (594.60; IQR 453.21-803.93 pg/mL) or HS, p = 0.003 and p < 0.001, respectively (Figure 1a,b). 

 

 

Figure 1. (a) No significant differences were found in the comparison of pretransplant serum BAFF 

levels between kidney transplant (KT) patients (n = 109) and healthy subjects (HS; n = 40). (b) 

Statistically significant differences in pretransplant serum BAFF levels between kidney transplant 

patients considering the different types of clinical rejection (non-clinical rejection (n =87), antibody-

mediated rejection (n = 11), cellular rejection (n = 5), and mixed rejection (n = 6)) and healthy subjects. 

** indicates p < 0.01, and *** p < 0.001 

Furthermore, significantly higher pretransplant serum BAFF levels were observed in those 

patients that presented pretransplant anti-HLA antibodies (836.22; IQR 594.11-1140.75 pg/mL vs. 

568.25; IQR 448.23-778.01 pg/mL) and DSA (1153.09; IQR 914.34-1405.35 pg/mL vs. 601.64; IQR 462.72-

833.26 pg/mL), p = 0.001 and p = 0.049, respectively. A positive association was observed between 

BAFF levels and pretransplant calculated panel-reactive antibodies (cPRA; r = 0.355, p < 0.001). When 

we analyzed the presence of anti-HLA antibodies at 6 months posttransplantation, significantly 

higher pretransplant BAFF levels were found in this group of patients, p = 0.001. 

Area under the receiver operational curve (ROC) of pretransplant soluble BAFF for predicting 

clinical AbMR during the first 12 months after kidney transplantation was 0.784 (95%CI 0.644–0.925). 

Based on this analysis and applying Youden ś index, the optimal cut-off point for distinguishing 

between low and high BAFF levels was 782.03 pg/mL, with high sensitivity and specificity at 80% 

and 73.3%, respectively. Considering this cut-off point, KT patients with pretransplant serum BAFF 

levels higher than 782.03 pg/mL, showed statistically significant less AbMR free survival (log-rank p 

< 0.001; Figure 2a,b). 
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Figure 2. (a) Receiver operational curve analysis of BAFF levels before transplantation and the 

development of antibody-mediated rejection (AbMR) during the first 12 months after kidney 

transplantation. The area under curve (AUC) is 78.4%. Based on Youden ś index, a cut-off of 782.03 

pg/mL pretransplant BAFF levels discriminate between clinical AbMR and non-rejection in the first 

12 months after kidney transplantation with a sensitivity and specificity of 80% and 73.3%, 

respectively. (b) AbMR free survival between patients with BAFF levels higher and lower than 782.03 

pg/mL. 

Cox regression analysis confirmed a significant, independent role of pretransplant serum BAFF 

levels in the development of AbMR during the first 12 months after KT, HR 1.002; 95%CI 1.001–1.003, 

p = 0.008. Covariates included in the analysis were pretransplant anti-HLA antibodies, pretransplant 

DSA, a number of previous transplants, total HLA (HLA-A, -B, -C, -DRB1, and -DQB1) mismatches, 

induction therapies, cold ischemia time (CIT), and delayed graft function (DGF). A high level of 

serum BAFF was a risk factor for the development of the event, irrespective of classical variables. An 

increase of 100 pg/mL of BAFF levels increased 1.35 times the risk of AbMR. When Cox regression 

analysis was performed after stratifying KT patients according to the cut-off of 782.03 pg/mL, 

pretransplant serum BAFF levels confirmed their independent role in the development of AbMR in 

the first 12 months after KT, HR 6.945; 95%CI 1.415–34.082, p = 0.017, indicating that patients with 

pretransplant serum BAFF levels higher than 782.03 pg/mL presented around seven times more risk 

of developing AbMR. 

Similar results were obtained in the multivariate regression analysis in order to determine the 

independent role of pretransplant serum BAFF levels in the development of AbMR during the first 

12 months after KT, HR 1.003; 95%CI 1.001–1.005, p = 0.004. The same covariates as in Cox regression 

analysis were included. 

2.2. Pretransplant B Cell Subpopulations Distribution in AbMR Patients 

First of all, we performed an extensive immunophenotyping of pretransplant B and T cell 

repertoires of KT recipients considering the presence of clinical AbMR compared with 40 HS. As in 

other publications, KT patients showed a significant B-cell depletion that resulted in a reduction of 

absolute numbers and percentages of pretransplant B cells in the KT group compared with HS. 

However, absolute B cell numbers of KT patients that developed a clinical AbMR did not differ from 

stable KT patients. 

Analyzing the naïve B cell stage, we found that KT patients who suffered clinical AbMR showed 

a significant reduction in absolute numbers and percentages of transitional B cells, specifically type 

2 (T2), which is characterized by the expression of CD5low when compared with stable KT patients 

(0.52; IQR 0.11–1.51 cells/µL vs. 1.35; IQR 0.54–2.88 cell/µL and 0.15; IQR 0.09–0.92% vs. 1.34; IQR 

0.40–2.57%, p = 0.039 and p = 0.003, respectively), and with HS (Figure 3).  
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Figure 3. Significant reduction in the absolute number of pretransplant transitional type 2 cells in 

antibody-mediated rejection (AbMR; n = 11) when compared with the non-rejection group (n = 87) 

and healthy subjects (HS; n = 40). * indicates p < 0.05, and ** p < 0.01 

Besides, we observed that AbMR patients showed an abnormal distribution of other 

pretransplant B-cell subpopulations, such as naïve (CD19+ IgD+ CD27-) and switched memory (CD19+ 

IgD- CD27+) B cells. These patients presented significantly lower levels of naïve B cells (33.65; IQR 

22.60–61.31 cells/µL) when compared with KT patients without clinical rejection (59.61; IQR 32.39–

97.07 cells/µL), and with HS (128.54; IQR 71.13–172.53 cells/µL), p = 0.04 and p < 0.001, respectively. 

On the other hand, patients with AbMR had significantly higher levels of switched memory B cells 

(41.93; IQR 31.03–52.53 cells/µL), than the rejection-free group (20.39; IQR 8.28–32.87 cells/µL) or HS 

(30.42; IQR 20.18–45.38 cells/µL), p = 0.001 and p = 0.11, respectively (Figure 4a,b). Considering the 

ratio between naïve and memory (switched + unswitched) B cells, this ratio is reduced in patients 

who suffered AbMR in comparison with stable patients and healthy volunteers, p < 0.001 in both 

cases (Figure 4c). 
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Figure 4. Abnormal ratio between pretransplant naïve and memory B cells. (a) Significant reduction 

of absolute numbers of naïve B cells in antibody-mediated rejection (AbMR) patients (n = 11). (b) 

Higher numbers of switched memory B cells in patients that developed AbMR. (c) Reduction of 

pretransplant naïve/memory B cells ratio between AbMR patients and non-clinical rejection group (n 

= 87) and healthy subjects (HS; n = 40). * indicates p < 0.05, and *** p < 0.001 

Similar results were obtained when the B cell compartment was analyzed using the Bm1–Bm5 

classification in order to identify different developmental stages from naïve to memory B cells [36]. 

Bm2 and Bm2  ́ subpopulations corresponded to activated B cells, whereas Bm5 and eBm5 

subpopulations grouped memory B cells. As we have seen before, patients with AbMR presented 

lower levels of activated B cells (Bm2 + Bm2 ;́ 36.07; IQR 16.66–69.21 cells/µL) than non-rejection KT 

group (61.32; IQR 36.96–92.81 cell/µL) or HS (105.21; IQR 60.42–161.93 cells/µL), p = 0.045 and p = 

0.001, respectively. On the contrary, AbMR patients showed higher levels of memory B cells (Bm5 + 

eBm5) compared with non-rejection group (p = 0.05) and HS (p = ns). The ratio (Bm2 + Bm2 )́/(Bm5 + 

eBm5) was significantly reduced in patients with AbMR (1.12; IQR 0.61–1.46 cells/µL) compared with 
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non-rejection KT patients (2.80; IQR 1.80–4.96 cells/µL) and healthy controls (2.47; IQR 1.60–3.61 

cells/µL), p < 0.001 in both comparisons (Figure 5).  

 

 

Figure 5. Predominance of pretransplant memory B cells subpopulations (Bm5 + eBm5) in antibody-

mediated rejection (AbMR; n = 11) in comparison with non-rejection group (n = 87) and healthy 

subjects (HS; n = 40). *** indicates p < 0.001 

To assess the independent role of pretransplant BAFF levels and other B cell subpopulations that 

showed significant results when they were compared between AbMR and the non-rejection group in 

the development of clinical AbMR during the first 12 months after kidney transplantation, a 

multivariate regression analysis was performed including variables classically involved in this 

process, such as pretransplant anti-HLA antibodies, pretransplant DSA, a number of previous 

transplants, total HLA (HLA-A, -B, -C, -DRB1, and -DQB1) mismatches, induction therapies, CIT, 

and DGF. BAFF levels (HR 1.006, 95%CI 1.001–1.011, p = 0.014), switched memory B cells (HR 1.050, 

95%CI 1.002–1.105, p = 0.065) and naïve/memory B cells ratio (HR 0.03, 95%CI 0.001–0.706, p = 0.03) 

were independently associated with AbMR, irrespectively of other classical variables. The higher the 

BAFF levels and the number of switched memory B cells, the higher the risk of AbMR. Conversely, 

an increase in the naïve/memory B cells ratio was a protective factor for the development of the 

clinical event. Collinearity was tested for switched memory B cells and naïve/memory B cells ratio in 

order to be included in the analysis (p = 0.775). 

2.3. Pretransplant T cell Subpopulations Distribution in AbMR Patients 

T cell compartment was also studied as a result of the cooperation between B and T cells, where 

T cell responses can be influenced by the activity of B cells through co-stimulation signaling and 

cytokine production. The absolute numbers of CD4+ T cells were reduced in patients with AbMR 

compared with HS. However, the percentages were similar between patients with AbMR, non-

rejection KT patients, and HS. When the different T cell subpopulations (naïve, central memory, 

effector memory, and TEMRA) were compared, patients with AbMR presented a depletion of CD4+ 

naïve T cells (29.99; IQR 15.49%–38.78%) with respect to non-rejection patients (42.47; IQR 23.46%–

59.70%) and healthy controls (58.32; IQR 39.66%–66.58%), p = 0.038 and p < 0.001, respectively. 

Conversely, higher levels of CD4+ TEMRA T cells were observed in these patients (12.90; IQR 4.71%–

17.95%) in comparison with stable patients (3.29; IQR 1.40%–7.78%) and HS (0.50; IQR 0.26%–1.11%), 

p = 0.003 and p < 0.001, respectively. 
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Similar results were found when CD8+ T cell subpopulations were studied, KT patients who 

suffered a clinical AbMR showed a reduction of CD8+ naïve T cells and a predominance of CD8+ 

TEMRA T cells. 

Considering this different distribution of T cells subpopulations in AbMR patients, a 

polarization towards a preactivated state was observed in this group of patients, since the 

naïve/TEMRA ratio was significantly diminished in AbMR patients when compared with non-

rejection group and HS, p = 0.002 and p < 0.001, respectively in CD4+ T cells and p = 0.006 and p < 

0.001, respectively in CD8+ T cells (Figure 6a,b). 

Figure 6. Predominance of a preactivated state in antibody-mediated rejection (AbMR) patients (n = 

11) in comparison with non-rejection group (n = 87) and healthy subjects (HS; n = 40), reflected off by 

a reduction of pretransplant naïve/TEMRA CD4+ (a) and CD8+ (b) T cells ratio. ** indicates p < 0.01, 

and *** p < 0.001 

2.4. Serum BAFF Levels at 6 and 12 Months Posttransplantation in Subclinical AbMR Patients 

For the prospective study, the 51 selected patients were included (see Material and Methods). 

Patients who suffered subclinical AbMR presented higher serum BAFF levels at 6 (895.70; IQR 722.44–

1016.02 pg/mL) and 12 months (1035.91; IQR 718.87–1100.12 pg/mL) posttransplantation in 

comparison with non-rejection patients (577.13; IQR 417.73–812.61 pg/mL and 619.17; IQR 446.38–

798.15 pg/mL), p = 0.048 and p = 0.045, respectively (Figure 7a,b). 
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Figure 7. Higher BAFF serum levels at 6 (a) and 12 months (b) after kidney transplantation in patients 

with subclinical antibody-mediated rejection (AbMR; n = 5) detected retrospectively in the 

surveillance biopsy performed at 1 year after kidney transplantation, in comparison with non-

rejection group (n = 38). * indicates p < 0.05 

Area under the ROC curve of soluble BAFF at 6 and 12 months after KT for predicting subclinical 

AbMR detected retrospectively in the surveillance biopsy performed at 1 year after KT were 0.754 

(95%CI 0.604–0.905) and 0.778 (95%CI 0.587–0.968), respectively. Based on this analysis and applying 

Youden ś index, the best cut-off point for a discriminate between low and high BAFF levels at 6 

months after KT was 734.22 pg/mL, with a sensitivity and a specificity of 80% and 65.7%, respectively. 

At 12 months after KT the optimal cut-off point of BAFF levels was 835.94 pg/mL, with a sensitivity 

of 80% and a specificity of 82.2%. 

A multivariate regression analysis confirmed the independent role of serum BAFF levels at 12 

months after KT in the development of subclinical AbMR detected in the surveillance biopsy 

performed at 1 year after KT, HR 1.004; 95%CI 1.001–1.008, p = 0.026. Covariates included in the 

analysis were anti-HLA antibodies and DSA at 6 and 12 months after KT, number of previous 

transplants, total HLA (HLA-A, -B, -C, -DRB1, and -DQB1) mismatches, induction therapies, CIT, 

and sustained DGF. When the multivariate analysis was performed after stratifying KT patients 

according to the cut-off of 835.94 pg/mL, serum BAFF levels at 12 months after KT confirmed their 

independent role in the development of subclinical AbMR, HR 18.5; 95%CI 1.817–188.389, p = 0.014, 

indicating that high levels of serum BAFF at 12 months after KT increase the risk of developing 

AbMR. 

In order to establish BAFF serum levels as a useful biomarker for evaluating renal function and 

predicting the development of AbMR a positive correlation was observed between the 

albumin/creatinine ratio at surveillance biopsy and serum BAFF levels at 6 months (r = 0.326, p = 0.04) 

and at 12 months (r = 0.340, p = 0.016). 

2.5.B and T cell Subpopulations Distribution at 6 and 12 Months after Kidney Transplantation in 

Subclinical AbMR Patients 

As it is well known, induction therapy causes significant cell depletion. However, this effect in 

contrast to CD4+ and CD8+ T cells does not affect CD19+ B cells. 

Regarding what we have seen when pretransplant B cell subpopulations were studied, patients 

with subclinical AbMR presented a reduction in absolute numbers of transitional T2 cells at 6 months 
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(0.21; IQR 0.08–1.24 cells/µL) and 12 months (0.38; IQR 0.11–0.89 cells/µL) when compared with the 

non-rejection group (1.11; IQR 0.72-2.24 cells/µL and 1.38; IQR 0.87–2.40 cells/µL), p = 0.067 and p = 

0.005, respectively. 

A tendency to an increase in memory B cell subpopulations was also detected at 6 months and 

it was confirmed at 12 months after KT where a statistically significant reduction in the naïve/memory 

B cells ratio and (Bm2 + Bm2 )́/(Bm5 + eBm5) ratio were observed in patients with subclinical AbMR 

in comparison with non-rejection KT patients, p = 0.05 and p = 0.002, respectively (Figure 8a,b). 

 

Figure 8. Significant reduction of active/memory B cells ratio between patients with subclinical 

antibody-mediated rejection (AbMR; n = 5) detected retrospectively in the surveillance biopsy 

performed at 1 year after kidney transplantation, and non-rejection patients (n = 38) at 6 months (a) 

and 12 months (b) after kidney transplantation. * indicates p < 0.05, and ** p < 0.01 

At 12 months after kidney transplantation no differences were observed in T cells 

subpopulations between the analyzed groups. Nevertheless, at 6 months posttransplantation an 

increase in CD4+ TEMRA cells and therefore, a reduction in CD4+ naïve/TEMRA ratio was observed 

in patients with subclinical AbMR when compared with non-rejection group, p = 0.012.  

3. Discussion 

Unlike the results showed by different groups where no differences were found in BAFF levels 

between kidney transplant recipients and controls [31] indicating that this molecule is not a 

prognostic marker for allograft dysfunction, or that no correlation exists between BAFF and the 

production of DSA before and after transplantation [32], in the present study we observed that 

patients with AbMR presented higher levels of BAFF before transplantation, being also elevated 

BAFF serum levels in those patients with anti-HLA antibodies and DSA. These results are in a 

relationship published by other authors showing that BAFF is associated with allograft survival [37], 

acute antibody-mediated rejection as well as the presence of DSA [28,29,38]. A meta-analysis 

published recently also corroborates our results, indicating that the incidence of antibody-mediated 

rejection is higher in those patients with higher levels of serum BAFF. BAFF levels are higher in 

patients with anti-HLA antibodies too [34]. Taking all of this into account and considering the results 

that we have obtained, we suggest that pretransplant serum BAFF levels could be an important non-

invasive biomarker for the prediction of the development of antibody-mediated rejection, 

independently of classical variables. Even though the effect of an increase of 1 pg/mL of BAFF levels 

is limited, an increase of 100 pg/mL of BAFF levels increases 1.35 times the risk of developing 
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antibody-mediated rejection during the first years after kidney transplantation, which is not 

negligible. In addition, after stratifying kidney transplant patients in high and low groups according 

to their pretransplant serum BAFF levels, the effect of having higher pretransplant BAFF levels 

increased around seven times the risk of developing antibody-mediated rejection during the first 12 

months after kidney transplantation. We also observed that serum BAFF levels, measured at 6 and at 

12 months after transplantation were also higher in those patients with subclinical antibody-mediated 

rejection detected in the surveillance biopsy, corroborating the possible contribution of BAFF to the 

pathogenesis of antibody-mediated graft damage. Considering this aspect, Won Min et al. described 

that while pretransplant BAFF levels showed significant association with early rejection, 

posttransplant BAFF levels measured at the time of indication biopsy are not associated with allograft 

rejection [25].It is important to highlight some relevant aspects of our study such as the prospective 

monitoring of the kidney transplant patients at 6 and at 12 months after kidney transplantation, 

which differentiates it from other transversal studies or with a shorter period of follow-up [28,29]. In 

the same way we would like to emphasize the importance of surveillance biopsy that gives up data 

about the possible existence of a subclinical rejection. To our knowledge this is the first study that 

combines the monitoring of serum BAFF levels and B and T cell subpopulations in order to study 

their association with the development of antibody-mediated rejection in kidney transplant patients. 

Another relevant aspect is the well-established role of BAFF in the development of autoimmune 

diseases. It is known that elevated levels of serum BAFF in patients with autoimmune diseases 

correlate with the severity of the disease [39–42], as well as with levels of pathogenic autoantibodies 

[40,43,44]. Therefore, it could be possible to establish an interrelationship between these two different 

processes, the autoimmune response and the alloresponse in transplantation. BAFF could be an 

important player in the pathogenesis of both processes, promoting the production of autoantibodies 

and anti-HLA antibodies, respectively, and with that the outbreak of the autoimmune and rejection 

processes. 

In order to avoid both mentioned situations, tolerance mechanisms are essential and B cells play 

an important role on them. Several B cell features have been associated with the occurrence of 

operational tolerance in kidney transplant recipients. Among these features, it should be highlighted 

that tolerant patients display a redistribution of B cell subsets, with a decrease in memory cells and 

an increase in transitional and naïve B cells, as well as a gene expression pattern dominated by B cell 

related genes, that can allow us to discriminate acute kidney allograft rejection from stable graft 

function [45–47]. In the present study, and in agreement with other publications [48], we observed 

that kidney transplant patients who suffered antibody-mediated rejection, opposite to tolerant 

patients, presented lower levels of pretransplant transitional and naïve B cells and higher levels of 

memory B cells. Therefore, antibody-mediated rejection patients showed reduced levels of 

transitional B cells, which are described as regulatory cells [49], and increased levels of switched 

memory B cells that present a strong antigen-presenting capacity and are mainly involved in 

antibody production. This aspect can be facilitated by the presence of high levels of serum BAFF in 

this type of patient, which contributes to the survival and differentiation of mature B cells. The 

promotion of a mature B cell reaction is also dependent on T–B cell cooperation and, accordingly, our 

data point for a balance toward a more mature phenotype in CD4+ T cells. 

However, there are some limitations in our study. Despite being similar figures of patients with 

antibody-mediated rejection to those described in literature, the inclusion of more patients would be 

needed. In the same way, analysis of samples at multiple time points between transplantation and 

the appearance of the clinical event could be necessary in order to determine a better knowledge of 

the dynamics of B cell subpopulations.  

In conclusion, in this study we established together the role of BAFF and B cell subsets before 

and after transplantation in the development of antibody-mediated rejection, proposing that higher 

BAFF levels as well as an increase in the memory B cell repertoire contribute to the pathogenesis of 

antibody-mediated graft damage and could be considered as an independent non-invasive 

biomarker for predicting and diagnosis of rejection. 

4. Materials and Methods  
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4.1. Patients 

The study was conducted following the rules of Declaration of Helsinki and approved by the 

Regional Ethics Committee in our Institution (reference number: 2014/161; 1 August 2014). A total of 

109 consecutive kidney transplants performed in HUMV from February 2015 to February 2018 were 

recruited for the study after given written consent prior kidney transplantation. KT patients treated 

with rituximab before kidney transplantation were excluded from the study. The main demographic, 

immunological, and clinical parameters are summarized in Table 1 and Supplementary Table S1. The 

patients were prospectively monitored prior KT and subsequently 6 and 12 months after KT. 

Indication graft biopsies were performed due to the presence of a sustained delayed graft function, 

an increase of serum creatinine or proteinuria development. Surveillance biopsies were routinely 

carried out at one-year after transplantation. All the biopsies performed were reclassified according 

to the Banff 2017 criteria. Antibody mediated rejection was diagnosed following the Banff criteria 

[50]. Forty sex–age matched healthy subjects (HS) were tested for immunological parameters as 

control. 

Table 1. Demographic, clinical, and immunological parameters of kidney transplant patients. 

  ESRD (n = 109) 

  n Mean / Median SD / IQR % 

Recipient age (years) 109 55 43–62  

Recipient gender (male %)    57.8 

Etiology of ESRD1:     

     Glomerular 37   33.9 

     Diabetes mellitus 28   25.7 

     PKD 16   14.7 

     Interstitial 9   8.3 

     Vascular 8   7.3 

     Non-filiated 7   6.4 

     Other causes 4   3.7 

Retransplantation 23   21.1 

Hypersensitized (>90%) 7   6.4 

PreTx Anti-HLA Ab 33   30.3 

PreTx DSA 3   2.8 

Donor age (years)  52 44–62  

DGF 26   23.9 

CIT (hours)  17 9–21  

Induction therapy: 78   71.6 

     Thymoglobulin 53   67.9 

     Basiliximab 25   32.1 

Biopsy C4d+ 13   59.1 

Biopsy g+ptc ≥ 2 18   81.8 

Clinical rejection 22   20.2 

Clinical AbMR 11   10.1 

HLA-A Mismatches   1.21 0.63  

HLA-B Mismatches  1.50 0.62  

HLA-C Mismatches  1.37 0.62  

HLA-DRB1 Mismatches  1.32 0.67  

HLA-DQB1 Mismatches  1.04 0.67  

ESRD: end-stage renal disease; PKD: polycystic kidney disease; DGF: delayed graft function; CIT: 

cold ischemia time; AbMR: antibody-mediated rejection; PreTx: pre transplantation. 

Surveillance biopsy was routinely performed at one year after KT in 70 patients after given 

written informed consent. 
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For the prospective analysis at 6 and 12 months after KT, 51 patients without clinical rejection 

during the first 12 months, which did not received any treatment (thymoglobulin, rituximab, 

plasmapheresis, or intravenous immunoglobulin) apart from induction therapies and maintenance 

immunosuppressive treatments, and with a surveillance biopsy that showed the possibility of the 

development of a subclinical AbMR were included. Results from surveillance biopsies showed that 

five of these patients (9.8%) developed a subclinical AbMR. 

4.2. ELISA serum BAFF levels 

The BAFF serum levels were measured by ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

following the manufacturer instructions. The sensitivity for BAFF serum levels was 62.5–4000 pg/mL. 

4.3. Anti-HLA Antibodies and DSA 

The presence of anti-HLA antibodies was tested using LABScreen Single Antigen Class I and II 

(One Lambda Inc., Canoga Park, CA, United States), according to manufacturer ś instructions, and 

analyzed on a Luminex platform (LabScan100, One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA). 

HLA typing was performed for HLA locus A, B, C, DRB1, and BQB1 in all patients using 

sequence-specific oligonucleotide probes (SSOP) and in all donors by low resolution sequence-

specific primers (SSP; One Lambda Inc., Canoga Park, CA, United States). 

DSA was defined as the anti-HLA antibodies of the recipient corresponding with HLA types of 

the donor. 

4.4. Flow Cytometry for B Cell Subsets 

Peripheral blood samples were freshly stained and processed following standard procedures, as 

previously described [51]. The following monoclonal antibodies were: anti-CD27-fluorescein 

isothiocyanate (FITC) clone M-T271, CD138-FITC clone MI15, CD24-phycoerythrin (PE) clone ML5, 

CD268-PE clone 11C1 and IgM-allophycocyanin (APC) clone G20-127 (BD Biosciences, San Diego, 

CA, USA), CD19-phycoerythrin-cyanine 5.5 (PC5.5) clone J3-119 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), 

CD38-PE cyanine 7 (Cy7) clone HIT2, CD5-APC clone UCHT2, CD10-APC Cy7 clone HI10a, CD25-

Pacific Blue clone BC96 and IgD-Brilliant Violet 510 clone IA6-2 (BioLegend, San Diego, CA) and 

CD27-APC Vio770 clone M-T271, CD21-VioBlue clone HB5, and CD20-VioGreen clone LT20 

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), to identify different B cell subsets. The following 

monoclonal antibodies were used to T cell subpopulations identification: anti-CD62L-FITC clone 

DREG56 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), CD45RO-PE clone UCHL1 (BD Biosciences, San Diego, 

CA), CD28-PC5.5 clone L293, CD27-PE Cy7 Vio770 clone 1A4CD27, CCR7-APC clone REA108 

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), CD4-APC Vio770 clone VIT4, and CD3-VioBlue 

clone UCHT1 (Immunostep, Salamanca, Spain). The immunophenotype for B and T cell subsets 

identification were performed as described [52] and are detailed in Supplementary Tables S2 and S3. 

Gating strategy used for the different B and T cell subpopulations selection is described in Figure 9. 

Percentages of the different B and T cell subpopulations before transplantation and at 6 and 12 

months after kidney transplantation in each of the groups are described in Supplementary Tables S4 

and S5. 
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Figure 9. (a). Gating strategy of B cell subpopulations. Lymphocytes were identified by FSC (forward 

scatter) and SSC (side scatter). From lymphocyte population, CD19+ cells were selected, and based on 

them and according to IgD and CD27 markers, naïve (IgD+ CD27-), unswitched memory (IgD+ CD27+), 

and switched memory (IgD- CD27+) B cells were identified. Furthermore, based on CD19+ cells and 

according to IgD and CD38 markers, Bm1 (IgD+ CD38-), Bm2 (IgD+ CD38+), Bm2  ́ (IgD+ CD38high), 

Bm3Bm4 (IgD- CD38high), eBm5 (IgD- CD38+), and Bm5 (IgD- CD38-) cells were identified. Transitional 

type 2 cells were selected using a different gating strategy in order to obtain a pure population. For 

this gating strategy, CD19+ lymphocytes were selected, and from them those cells CD10+, CD20+, 

CD21+, CD5-, CD24+, and CD38+. (b). Gating strategy of CD4+ and CD8+ T cell subpopulations. 

Lymphocytes were identified by FSC (forward scatter) and SSC (side scatter). From lymphocyte 

population, CD3+ cells were selected, and based on them, CD4+ and CD8+ cells. Since CD4+ and CD8+ 

cells, and according to CD62L and CD45RO markers, naïve (CD62L+ CD45RO-), central memory 

(CD62L+ CD45RO+), effector memory (CD62L- CD45RO+), and TEMRA (CD62L- CD45RO-) T cells 

were identified. 

4.5. Statistical Analysis 

Statistical analysis was performed using SPSS v.22.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) and Graph Pad 

Prism software. The distribution of continuous variables was assessed using Kolmogorov–

Smirnov/Shapiro–Wilk tests where indicated. Results were expressed as mean ± standard deviation or 

median + interquartile range (IQR) for continuous variables and percentages for categorical data. 
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Comparisons were based on the chi squared test for categorical data and Mann–Whitney test for 

nonparametric continuous data. Within-group comparison of quantitative variables was undertaken 

using the Wilcoxon matched-pair test. Spearman rank correlation was used to quantify associations 

between continuous variables. Receiver operating characteristic (ROC) analysis and Youden ś index were 

used to determine the optimal cut-point with higher sensitivity and specificity. Rejection free survival was 

tested by the Kaplan–Meier survival test. Cox and multivariate regression analysis was performed to 

assess the independent role of the studied variables in the development of AbMR. Collinearity between 

variables included in the multivariate analysis was also tested. A two-sided p value ≤0.05 was considered 

statistically significant. In the figures * indicates p < 0.05, ** p < 0.01, and *** p < 0.001. 

Supplementary Materials: Supplementary materials can be found at www.mdpi.com/1422-0067/21/3/779/s1. 
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Abstract

Objectives: Induction therapy with rabbit antithymocyte
globulin is frequently used in kidney transplant
recipients and contributes to regulating the humoral
alloantibody response. However, the effect of rabbit
antithymocyte globulin on B-cell subpopulations,
including plasma cells, has not been previously studied
in humans in vivo.
Materials and Methods: We prospectively studied a
cohort of 39 adult kidney transplant recipients. Twenty
patients received rabbit antithymocyte globulin as
induction therapy. Peripheral blood samples were
obtained pretransplant and at 6 and 12 months
posttransplant. T and B cells were acquired by flow
cytometry.
Results: Total lymphocytes and CD3 and CD4 cells
significantly decreased at 6 and 12 months only 
in patients who received rabbit antithymocyte 
globulin. In contrast, the CD19 population did 
not change after rabbit antithymocyte globulin
induction. One-year circulating plasma cells remained
significantly lower than pretransplant levels in
patients who received rabbit antithymocyte globulin.
We observed sig nificant differences in plasma cell
numbers at 12 months after transplant between
patients who received rabbit antithymocyte 
globulin and those patients who did not receive 
it (median of 5 and interquartile range of 3-17 vs
median of 25 and interquartile range of 12-35;
P = .001). 

Conclusions: Rabbit antithymocyte globulin induction
leads to a late reduction in the number of circulating
plasma cells at 1 year after kidney transplant. This
effect can contribute to down-regulation of the
humoral alloantibody response.

Key words: Induction, Lymphocyte subpopulation, Renal
transplantation 

Introduction

Induction therapy with an interleukin 2 receptor
antagonist or a lymphocyte-depleting agent has been
strongly recommended as part of the initial immuno -
suppressive regimen in kidney transplantation to
modulate or deplete T-cell responses while allo antigen
presentation occurs.1,2 Induction drugs contribute to
reducing acute rejection rate and to improving graft
survival compared with placebo or no induction,
especially in high-risk patients.3-5 Among lymphocyte-
depleting agents, rabbit antithymocyte globulin
(rATG) is the most frequently used induction drug in
the United States and the second most frequently used
in Europe and Australia/New Zealand.6-9 Differences
in prescription rates among different countries and
centers point to no definite indications for selecting
rATG instead of other induction agents in a specific
transplant recipient. However, common consensus
and guidelines suggest using rATG at least in
patients with a higher risk of rejection and/or
delayed graft function.1,8,10

In the past decade, the humoral alloimmune
response against the graft has regained importance.
On the one hand, the significant role of donor-specific
antibodies has been recognized in the development of
antibody-mediated rejection (AbMR) that drives
further kidney graft loss.11,12 On the other hand,
several studies have demonstrated a specific B-cell
subpopulation signature in tolerant patients.13-17 In
relation to both aspects, we suspected that rATG
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could influence the humoral side of the alloimmune
response. First, rATG is used to prevent and treat
AbMR and contributes to reducing donor-specific
antibodies and HLA antibodies in kidney and heart
transplant recipients.10,18-21 Second, rATG has become
a cornerstone agent to promote tolerance in both
animal models22-24 and humans.25-27 Although it is
well known that T-cell depletion constitutes the main
mechanism of action of rATG, it also interacts with
different immune and nonimmune cell types, such as
B cells, natural killer cells, and endothelial cells.28,29

Thus, rATG triggers complement-independent
apoptosis of naive, activated, and plasma B cells in
vitro.30 However, the effect of rATG on B-cell
subpopulations, including plasma cells, has not been
previously studied in humans in vivo.31 Our aim was
to analyze changes in B-cell subpopulations in
kidney transplant recipients treated with rATG as
induction therapy.

Materials and Methods

A cohort of 39 consecutive adult kidney transplant
recipients, with procedures performed at the
Marqués de Valdecilla University Hospital from
February 2015 to January 2016, was prospectively
studied during the first 12 months after transplant.
Four patients were excluded due to pretransplant use
of rituximab or because they received rATG
(Thymoglobulin; Genzyme Corporation, Cambridge,
MA, USA) to treat acute rejection. Standard initial
immunosuppression consisted of tacrolimus, myco -
phenolate mofetil, and prednisone. Twenty patients
received rATG as induction therapy due to
simultaneous pancreas-kidney transplant (n = 3),
donation after cardiac death (n = 11), high risk of
delayed graft function (n = 19), and/or hyper -
sensitization (n = 5). Five patients received induction
therapy with basiliximab. Relevant information
about recipient, donor, and transplant characteristics
was extracted from the prospectively maintained
database of renal transplant patients at our center.
One-year estimated glomerular filtration rate (eGFR)
was calculated using the CKD-EPI equation.
Diagnosis of acute rejection was proven with biopsy.
This study was conducted according to the
guidelines of the Declaration of Helsinki and was
approved by the ethics committee of our hospital. All
patients included in the study gave written informed
consent.

Peripheral blood samples in EDTA containers
were obtained pretransplant and at months 6 and 12
after transplant. Flow cytometry was performed
according to standard protocol by using CytoFLEX
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA). Blood cells
were freshly stained with the following monoclonal
antibodies: CD27-FITC clone M-T271, CD138-FITC
clone MI15, CD24-PE clone ML5, CD268-PE clone
7H22-E16, and immunoglobulin M-APC clone 
G20-127 (from BD Biosciences, San Jose, CA, USA);
CD19-PC5.5 clone J3-119 (from Beckman Coulter);
CD38-PC7 clone HIT2, CD5-APC clone UCHT2,
CD10-APC Cy7 clone HI10a, CD25-Pacific Blue clone
BC96, and IgD-Brilliant Violet 510 clone IA6-2 (from
BioLegend, San Diego, CA, USA); and CD27-APC
Cy7 clone M-T271, CD21-VioBlue clone HB5, and
CD20-VioGreen clone REA780 (from Miltenyi,
Bergisch Gladbach, Germany). These were used to
identify different B-cell subsets.

Naïve B cells were defined as CD19+IgD+CD27-
(CD19-positive, immunoglobulin D positive, CD27
negative), different subsets of transitional B cells as
CD19+CD24+CD38+ (CD19, CD24, CD38 positive),
unswitched memory B cells as CD19+IgD+CD27+
(CD19, immunoglobulin D positive, CD19 positive),
switched memory B as CD19+IgD-CD27+ (CD19
positive, immunoglobulin D negative, CD27 positive),
plasmablasts as CD19lowCD20-CD27+CD38high, 
and plasma cells as CD19-CD20-CD27highCD38high

CD138+. 

Statistical analyses

We performed statistical analyses using SPSS version
15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). According to the
Kolmogorov-Smirnov test, all continuous variables
did not show normal distribution. Therefore, non -
parametric tests were used for all continuous
variables. Continuous variables are shown as
medians and interquartile ranges (IQR), whereas
qualitative variables are shown as total number of
observations and percentages.

Results

Main patient characteristics are shown in Table 1.
Median rATG dose was 6.6 mg/kg (IQR, 5.1-8.0
mg/kg). Lymphocyte subpopulation changes are
reported in Table 2 (no rATG group) and Table 3 (rATG
group) and in Figures 1 and 2. Total lymphocytes, CD3
cells, and CD4 cells were significantly decreased at 6
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and 12 months only in the group of patients who
received rATG. In contrast, the CD19 population did
not change at 6 and 12 months after rATG induction.
Of note, 1-year circulating plasma cells remained
significantly lower than pretransplant levels only in
patients who received rATG. Other B-cell sub -
populations (naïve, unswitched/switched memory
B cells, mature) did not change significantly after
rATG induction therapy.

We observed significant differences in plasma cell
numbers at 12 months after transplant between
patients who received rATG and patients who did

not receive it (median and IQR of 5 [3-17] vs 25 
[12-35]; P = .001). In contrast, we observed no
significant differences in plasma cells pretransplant
(median and IQR of 22 [12-84] vs 39 [6-50]; P = .461)
or at 6 months (median and IQR of 21 [8-30] vs 24 [10-
35]; P = .433) between both groups of patients.

Variables related to 1-year levels of peripheral
blood plasma cells in patients treated with rATG
were the number of circulating CD4 cells at 12
months (r = 0.522, P = .022), the number of circulating
CD19 cells (r = 0.691, P = .001), and eGFR at 12
months (r = 0.648, P = .003). However, recipient age
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table 1. Main Patient Characteristics

No rATG rATG P Value 
(n = 15) (n = 20) (Mann-Whitney)

Recipient age, y 53 (44-65) 52 (41-60) .499
Male recipient 60% 60% 1.000
SPK 0% 15% .117
Hypersensitized 0% 25% .036
Donor age, y 53 (48-59) 51 (38-64) .681
DCD 0% 55% .001
cPRA > 20% 0% 25% .036
Mismatches, No. 4 (4-5) 5 (3-5) .882
Retransplant 13.3% 25.0% .393
Cold ischemia time, min 19 (17-21) 12 (8-19) .074
DGF 33.3% 30.0% .833
1-year creatinine, 
mg/dL 1.37 (1.00-1.95) 1.37 (1.04-1.91) .934

1-year eGFR, 
mL/min/1.73 m2 69.4 (38.9-75.8) 56.5 (40.5-81.6) .856

1-year proteinuria, 
mg/day 270 (206-945) 384 (221-846) .784

1-year acute rejection 20.0% 25.0% .727
1-year tacrolimus 100% 95% .380
1-year mycophenolate 93.3% 95.0% .833
1-year mTOR inhibitor 0% 5% .380
1-year prednisone 86.7% 80.0% .605

table 2. Evolution of Peripheral Blood Lymphocyte Subpopulation in Patients
Not Receiving Induction With Rabbit Antithymocyte Globulin (n = 15)

Subpopulation Median (Interquartile Range)
Pretransplant 6 Months 12 Months

Total 
lymphocytes 1515 (1182-1953) 1724 (1243-1994) 1630 (1360-2294)

CD3 1116 (920-1648) 1435 (910-1632) 1254 (1014-1975)
CD4 800 (549-1008) 756 (453-953) 757 (608-892)
CD19 90 (63-229) 91 (41-165) 92 (69-163)
Naïve 8 (2-33) 5 (1-22) 13 (7-30)
Unswitched 
memory B 6 (4-11) 6 (4-15) 7 (5-9)

Switched 
memory B 15 (6-26) 12 (5-19) 18 (9-41)

Mature B 6 (1-14) 2 (1-4)a 4 (2-12)
Plasma cells 39 (6-50) 24 (10-35) 25 (12-35)

Abbreviations: cPRA, calculated panel reactive antibody; DCD, donation after
cardiac death; DGF, delayed graft function; eGFR, estimated glomerular
filtration rate; mTOR, mammalian target of rapamycin; rATG, rabbit
antithymocyte globulin; SPK, simultaneous pancreas-kidney transplant

Data are shown as frequency (qualitative variables) or median and
interquartile range (quantitative variables).

aP = .030 for pretransplant vs 6 months (Wilcoxon test).

table 3. Evolution of Peripheral Blood Lymphocyte Subpopulation in
Patients Receiving Induction With Rabbit Antithymocyte Globulin (n = 20)

Subpopulation Median (Interquartile Range)
Pretransplant 6 Months 12 Months

Total 
lymphocytes 1626 (898-2063) 681 (555-1294)a 943 (530-1457)c

CD3 1322 (707-1627) 524 (412-959)a 617 (343-984)b

CD4 717 (446-931) 161 (95-270)a 180 (130-306)b,c

CD19 97 (51-192) 42 (33-185) 87 (53-152)
Naïve 12 (5-19) 7 (2-23) 8 (4-20)
Unswitched 
memory B 5 (3-28) 5 (2-16) 10 (2-22)

Switched 
memory B 14 (5-25) 12 (3-35) 14 (4-19)

Mature B 3 (2-7) 2 (0.4-8) 5 (3-12)
Plasma cells 22 (12-84) 21 (8-30) 5 (3-17)d,e

aP = .05, pretransplant vs 6 months; bP < .05, pretransplant vs 12 months; 
cP < .05, 6 months vs 12 months; dP = .007, pretransplant vs 12 months; 
eP = .015, 6 months vs 12 months (Wilcoxon test).

Figure 1. Changes in Lymphocyte Subpopulation (Total Lymphocytes and
CD3, CD4, and CD19 Cells) in Peripheral Blood From Patients Treated and
Not Treated With Rabbit Antithymocyte Globulin



(P = .393), sex (P = .196), steroid use (P = .885),
calculated panel reactive antibody > 20% (P = .262),
donation after cardiac death (P = .968), and acute
rejection (P = .219) were not significantly associated
with peripheral blood plasma cell level. After linear
regression analysis, CD19 (0.076, 95% confidence
interval [95% CI], 0.026-0.127; P = .006) and eGFR
(0.167, 95% CI, 0.039-0.295; P = .014) remained
independently related to peripheral blood plasma
cell level at 12 months.

Variables related to levels of 1-year circulating
plasma cells in patients not treated with rATG were
the number of circulating CD4 and CD19 cells at 
12 months (r = 0.763, P = .001 and r = 0.597, P = .024,
respectively). However, eGFR at 12 months (P = .751),
recipient age (P = .082), sex (P = .898), steroid use 
(P = .549), and acute rejection (P = .555) were not
related.

Discussion

Although it is well known that rATG exerts its main
immunosuppressive effects by depleting T cells,
some of these effects are driven through B-cell
depletion and down-regulation of cell surface
expression of some leukocyte adhesion molecules
(previously reviewed28,29). The influence on the 

B-cell population is due to the presence of B cells and
some B-cell surface antigens in the thymic
preparation used for rATG production. In this sense,
Zand and associates reported that CD20-positive B
cells could be found in the pediatric thymus.30

Consequently, rATG preparations have different
antibodies against B-cell populations that can
promote apoptosis in these cells in vitro at clinically
relevant concentrations.30-33 The influence of rATG
on B cells has been demonstrated in animal models.
Préville and associates reported that rATG treatment
induced a partial B-cell depletion in a cynomolgus
monkey model.34 However, this effect has not been
consistently shown in in vivo studies performed in
humans. Although some authors detected some
depletion of B cells or B-cell subsets in humans,
mainly in the initial months,35-37 we and others found
no significant changes in B-cell lymphocytes or in 
B-cell subsets.38,39 Differences in transplant patient
characteristics, rATG dose, sample timing, and batch-
to-batch variations in the quantity of B-cell antigens
in the thymic preparation can partly explain these
differences.30,35-39

Similar findings would be expected regarding
plasma cells. Plasma cell antigens, mainly CD138, are
found in pediatric thymic parenchyma, and plasma
cell apoptosis induced by rATG has been reported in
in vitro studies by some but not all authors.30,33,40,41

Considering this potential role of rATG, we could
have found an early effect of rATG that reduced the
number of circulating plasma cells, but we detected
no significant change in the number of peripheral
blood plasma cells at month 6. In contrast, the main
finding of our study was that rATG induced a late
depletion on circulating plasma cells that was only
detected at month 12. No previous studies have
analyzed the long-term effects of rATG on B-cell
subsets including plasma cells. Potential mechanisms
that explain this finding are not known. On the one
hand, regarding T cells, rATG exerts a late effect that
influences the different T-cell subsets beyond the
period in which rATG can be detected in blood.42

Although not explored, a similar mechanism could
be possible for plasma cells. On the other hand, rATG
modifies the reconstitution of T-cell subpopulations
(as reviewed previously28,29,35); among them, T-
follicular helper cells have a strong influence on the
development and maintenance of human circulating
antigen-induced plasma cells.43,44 Hence, T-follicular
helper cell depletion and T-cell subset changes
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promoted by rATG could favor a late (12 month)
reduction in circulating plasma cells, whereas long-
lived plasma cells were not affected earlier (that 
is, at 6 months). Although this mechanism was not
explored in our study, the positive correlation
between CD4-positive cells and plasma cells that we
found could support this hypothesis.

Kidney transplant induction with rATG contri -
butes to the reduction of acute rejection in the short
and long term compared with placebo or no treatment
and with interleukin 2 receptor monoclonal antibodies
in high-risk patients.4,5,45-48 Because of this, current
guidelines suggest using a lymphocyte-depleting
agent for kidney transplant recipients at high
immunologic risk.1,2 This beneficial effect of rATG is
mainly explained by its potent effect on the T-cell
compartment, but a potential role in B-cell sub -
populations cannot be discarded; for example, rATG
has been used to treat and prevent AbMR.21,49 Because
rATG is preferentially used in patients with high
immunologic risk and the yearly rate of donor-specific
antibody appearance is low, until recently, it has been
difficult to demonstrate that rATG helps to reduce the
development of donor-specific antibodies. Brokhof and
colleagues reported that rATG induc tion is associated
with a lower incidence of de novo donor-specific
antibodies in moderately sensitized renal transplant
recipients.18 Because bone marrow plasma cells are the
origin of donor-specific anti bodies and circulating
plasma cells reflect this population, our finding of
lower peripheral blood plasma cells in patients who
received rATG could explain how it contributes to
controlling donor-specific antibody appearance.

As previously reported, rATG is a key component
of several immunosuppressive regimens designed to
induce tolerance in kidney transplant recipients.25-27

In these therapeutic protocols, rATG is mainly used
because it has potent unspecific immuno suppressive
effects. However, rATG may also promote some
tolerogenic mechanisms. For example, treatment
with rATG induced a significant proliferation of
regulatory T cells.50,51 Because certain B-cell sub -
populations relate to a “tolerant” state, we analyzed
changes in B-cell subsets after rATG induction.
Although we did not find an increase in the number
of näive B cells, the low number of plasma cells that
we found has also been previously related to a
tolerant situation with stable kidney graft function in
the absence of immunosuppression.16 In contrast,
patients who were treated with alemtuzumab as

induction therapy showed a “tolerant” B signature
with higher rate of näive and transitional B cells at
month 6, but this was not shown in plasma cells.52

Although kidney transplant outcomes are similar
with both induction drugs, they have different long-
term effects on B-cell subpopulations.53

Our study has several limitations. First, like in
similar single-center studies,38,39,52 the number of
patients included was low. Second, patients received
rATG due to different indications, mainly because of
high risk for delayed graft function. Interestingly, the
results did not change after exclusion of hyper -
sensitized patients whose plasma cells were not
significantly different at any moment. Last, it would
have been interesting to draw intermediate blood
samples between the transplant procedure and
month 6 to know the initial changes of B-cell subsets
due to rATG. Budget constraints required limiting
the number of samples and patients analyzed.
Conversely, the strengths of our study are its
prospective nature, the complete follow-up of all
patients up to month 12, and the significant number
of B-cell subpopulations studied.

To conclude, we analyzed the effects of rATG
induction on B-cell subpopulations, including
plasma cells, in vivo in humans for the first time. We
disclosed a not previously reported late reduction of
plasma cells induced by rATG. This effect can
contribute to diminishing the development of donor-
specific antibodies and further AbMR and graft loss,
which could also promote tolerance. Although the
underlying mechanisms are not known, T-cell
(specifically CD4-positive) depletion may interfere in
the T-B cell cooperation necessary for long-lived
plasma cell formation.
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Abstract

The definition of anti-HLA antibody profile in highly sensitized patients on a waiting list is cru-

cial when virtual crossmatch is used in organ allocation systems, but also when used to

identify the true deleterious anti-HLA antibodies. Here we propose different levels of risk

based on the results of anti-HLA antibody testing in neat serum (N) and after sera dilution

(DIL) and C1q test in 18 highly sensitized patients. This group was heterogeneous in terms

of anti-HLA antibody titers and their ability to fix complement. After dilution, 15 out of 18

patients (83.3%) showed a reduction of positive bead counts whereas 4 patients showed a

prozone effect and complement fixation was demonstrated. The high dilution of sera and

ascertaining the complement fixation allow the accurate definition of risk anti-HLA antibody

profiles in highly sensitized patients, as demonstrated in 5 of the sensitized patients who

were transplanted.

Introduction

The anti-HLA antibody testing was revolutionized by solid-phase assays (SPA) based on Lumi-

nex, increasing the sensitivity and the ability to detect low levels of anti-HLA antibodies[1].

With Luminex data, unacceptable HLA antigens from potential donors could be assigned and

virtual crossmatch (vXM) was addressed[2]. This is especially interesting in the case of highly-

sensitized patients because vXM has allowed the development of specific programs to reduce

the waiting list for organ transplantation, and an accurate profile of unacceptable HLA anti-

gens should be defined[3].

Despite the improvement of anti-HLA antibody detection by Luminex being well accepted,

several questions have risen with the potential pitfalls[4]. When doubtful HLA antigens are

considered as unacceptable with mean fluorescence intensities (MFI) near the cut-off value,

the knowledge of potential interfering factors should be kept in mind. Two different kinds of

errors could appear; a) false positive results: due to a reaction against denatured HLA antigens

(neo-epitopes generated during the process of coating the beads with HLA antigens), or due to
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Gómez J, Arias M, et al. (2017) Improvement in the

definition of anti-HLA antibody profile in highly

sensitized patients. PLoS ONE 12(2): e0171463.

doi:10.1371/journal.pone.0171463

Editor: Jose C. Crispin, Instituto Nacional de

Ciencias Medicas y Nutricion Salvador Zubiran,

MEXICO

Received: July 13, 2016

Accepted: January 20, 2017

Published: February 3, 2017

Copyright: © 2017 Irure et al. This is an open

access article distributed under the terms of the

Creative Commons Attribution License, which

permits unrestricted use, distribution, and

reproduction in any medium, provided the original

author and source are credited.

Data Availability Statement: All relevant data are

within the paper and its Supporting Information

files.

Funding: This research did not receive any specific

grant from funding agencies in the public,

commercial, or not-for-profit sectors.

Competing Interests: The authors have declared

that no competing interests exist.

Abbreviations: ABMR, antibody-mediated

rejection; C1q, C1q test; CDC, complement-

http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0171463&domain=pdf&date_stamp=2017-02-03
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0171463&domain=pdf&date_stamp=2017-02-03
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0171463&domain=pdf&date_stamp=2017-02-03
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0171463&domain=pdf&date_stamp=2017-02-03
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0171463&domain=pdf&date_stamp=2017-02-03
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1371/journal.pone.0171463&domain=pdf&date_stamp=2017-02-03
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


the lack of consensus about cut-off values to determine positive or negative specificities

explained in part to wide intra- and inter-laboratory variability[5]. A significant example is the

assessment of unexpected anti-HLA antibodies in non-sensitized, non-transfused males using

different cut-off values[6]; on the other hand b) false negative results: due to the potential

interaction of complement with IgG anti-HLA antibodies[7] easily overcome after EDTA or

heat treatment[8], or due to a prozone effect which could be solved after dilution of the sera

[9,10]. Therefore, the overestimation of unacceptable HLA antigens in a patient could lead to

an increased time on the waiting list, and an accurate definition of unacceptable and permitted

HLA antigens should be addressed.

There is an increasing interest in a clear definition of the anti-HLA antibody profile due to

their use in vXM, but also in donor-pair living donors and highly-sensitized programs in order

to allocate an organ with negative vXM results. However, in some undesired situations with

positive complement-dependent crossmatchs, a negative vXM result is found [11]. This discor-

dance could be improved with further study of the IgG anti-HLA antibodies profile.

Sometimes the definition of the anti-HLA antibodies profile is difficult due to low-titer

anti-HLA antibodies that produce variable results in sequential serum studies. Another situa-

tion that must be completely ruled out in highly-sensitized patients is the prozone effect where

high titers of antibodies compete for the antigen and are not detected in SPA. For this reason.

it is crucial to assign these dubious specificities as unacceptable or permitted antigens. In order

to facilitate this assignment, two recent publications have demonstrated different strength of

anti-HLA antibodies[9,10] as an approach to better defining the anti-HLA antibodies profile.

Here we propose an anti-HLA rating based on anti-HLA antibody strength and the ability to

fix the complement in highly-sensitized patients. Such a rating is validated in complement-

dependent cytotoxicity (CDC) and flow cytometry crossmatch (FCXM) against peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs) from blood donors with HLA specificities which are recognized by

the sensitized patients´ sera and is further probed in 5 patients who could be transplanted.

Materials and methods

The work has been conducted according to the principles expressed by the Declaration of Hel-

sinki and approved by the Ethics Comittee of our institution (Comité Ético de Investigación

Clı́nica de Cantabria). The patient on the waiting list signed their informed consent and the

sera collection is registered in ISCIII with number: C.0003580.

Patients and samples

Serum from 18 highly-sensitized patients, with>98% of calculated panel reactive of antibodies

(cPRA) and who did not receive any desensitization treatment with Rituximab or intravenous

immunoglobulins, were studied for anti-HLA class-I antibodies by Single Antigen (LABScreen

Single Antigen Class-I, One Lambda, Canoga Park, CA) at neat (N) and at a 1/160 serum dilu-

tion (DIL) based on a previous report[9] where further dilutions did not find any prozone

effect. For identification of fixing-complement anti-HLA antibodies, the C1q test was per-

formed (C1qScreen, One Lambda). A total number of 1,746 class-I antigens on beads were

evaluated and raw MFI were compared after N, DIL and C1q assays.

The cut-off value was set at 3000 MFI and every single bead with MFI below the cut off

value was considered as negative. The number of beads with a positive result was counted in

each condition (N, DIL and C1q).

The main demographic, clinical and immunological parameters of the highly-sensitized

patients tested are summarized in Table 1.

Improvement in anti-HLA antibody profile
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Five out of the 18 kidney transplant recipients (KTR) could be transplanted with negative

CDC but positive FCXM and they were biopsied because of clinical suspicion of antibody-

mediated rejection (ABMR) or protocol biopsy. Sera at transplantation from these five recipi-

ents were retrospectively studied for anti-HLA antibodies, taking into account the three previ-

ously-mentioned conditions (N, DIL, C1q) and the risk for rejection was scored/caluclated.

Complement-dependent cytotoxicity crossmatch

Crossmatch was performed by CDC. Donors´ lymphocytes were separated from whole blood

by Ficoll gradient. Cells were suspended in phosphate buffer saline (PBS) to achieve a concen-

tration of 2x106/mL. 1ul of patients’ serum was dispensed in the wells of an oiled Terasaki plate.

½ and ¼ serum dilutions were also used. All samples and dilutions were in duplicate. Negative

and positive control samples were dispensed in the same way. Then, 1ul of lymphocytes and 5ul

of rabbit complement (One Lambda) were dispensed in each well. After incubation (90 min-

utes, 22˚C), eosin was added to each well and the plate was read in an inverted microscope.

Flow cytometry crossmatch

PBMC isolated by Ficoll gradient were incubated with pronase during 20 minutes in a 37˚C

water bath. Neat and 1/160 diluted serum was added to pronase-treated PBMC (Sigma

Aldrich, St. Louis, MO) and the mix was incubated during 30 minutes at room temperature.

Anti-CD3 Pacific Blue (clone UCHT-1, Immunostep, Salamanca, SPAIN), CD19 APC (clone

SJ25C1, BD Biosciences, San Jose, CA) and subsequently Fab´-IgG FITC (Dako, Glostrup,

DENMARK) were added and samples were acquired using a FACS-Canto II (BD Biosciences).

Flow cytometry crossmatch for class-I antigens was considered positive in the CD3+ gate

when the ratio: median fluorescence value Serum / median fluorescence value Negative Con-

trol was> 1.5; for class-II antigens, the FCXM was considered positive in CD19+ gate when

the ratio was > 2.0.

HLA typing

Donors were typed for HLA locus A, B and DRB1 by low resolution SSP (Life Technologies,

Brown Deer, WI).

Donor selection

Once a donor HLA-typing was confirmed, the anti-HLA antibody profile was assessed for all

sera. If one serum was eligible for anti-HLA antibody profile testing, subsequent CDC and

FCXM was performed.

Table 1. Demographic and clinical parameters of highly-sensitized patients.

Age (years mean, SDa) (54.6, 12.3)

Gender (Female/Male) (5 / 13)

Renal disease (Glomerular/Interstitial/Systemic/Congenital/Unknown) (10/4/2/1/1)

Transfusions (No / Yes) (8 / 10)

cPRAb 98%

Dialysis (Hemodialysis/Peritoneal) (16 / 2)

Number of previous transplants (0/1/2/3) (2 / 6 / 9 / 1)

aSD: Standard deviation
bcPRA: calculated Panel Reactive of Antibodies

doi:10.1371/journal.pone.0171463.t001

Improvement in anti-HLA antibody profile
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Statistical analysis

The correlation of mean fluorescence intensities among N, DIL and C1q was assessed by the

Spearman test. The number of positive beads was compared by the Wilcoxon test and p<0.05

was considered significant. All the tests were performed using GraphPad software version 5.0

(San Diego, CA).

Results

Correlation of raw MFI data

In order to assess the relationship of raw MFI data of neat sera (N), diluted (DIL) and C1q test

(C1q), the MFI values of 1,746 beads with HLA-class-I antigens were compared (Fig 1). A posi-

tive correlation of raw MFI data between N and DIL serum was observed (r = 0.72; p<0.001),

whereas the correlation between N and C1q raw MFI values was poorer (r = 0.45; p<0.001).

Nevertheless, a better correlation of raw MFI data C1q and DIL serum was observed (r = 0.58;

p<0.001).

Anti-HLA antibody profiles in highly sensitized patients

Serum reactivity was stratified based on the combination of N, DIL and C1q positive-beads. The

results allowed us to discriminate in high or low titer with DIL serum and fixing and non-fixing

antibodies after the C1q test. The persistence of high-titer and fixing-complement antibodies,

positive results in N, DIL and C1q (N/DIL/C1q) (+/+/+) profile identified specificities at a very

high risk in patients and should be considered unacceptable HLA antigens for a potential donor.

The absolute number of beads tested is summarized in Fig 2 and a wider range of risk can be

defined. Theoretically, all C1q positive beads have a high risk of CDC positive result, whereas

other combinations can be stratified in low, moderate and high risk. Interestingly, 310 (36.1%)

N positive-beads had negative results after DIL and C1q tests and could be considered as low

risk specificities. Inversely, a prozone effect was confirmed in 26 (3.1%) N negative-beads, being

positive in both after DIL and C1q tests. The HLA antigens associated with this profile (-/+/+)

should be considered as very high risk and, consequently, as prohibited specificities.

Description of highly-sensitized group

In our cohort of highly sensitized patients, the median of single antigen class-I positive beads

was 51.5 beads in neat serum. After 1/160 dilution of the sera, a significant reduction in the

Fig 1. Correlation of raw MFI values after neat, diluted serum and C1q test. The raw MFI value after neat serum (neat), 1/160 diluted serum (DIL) and

C1q test (C1q) were compared. The linear regression line and 95% confidence intervals in each plot are depicted (The correlation of MFI values was

assessed by Spearman test (***, p<0.001).

doi:10.1371/journal.pone.0171463.g001

Improvement in anti-HLA antibody profile
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median of positive beads was observed, 37.0 beads (Fig 3, p<0.01). In 15 out of 18 highly-sensi-

tized patients (83.3%), a number of unacceptable HLA antigens assigned with N serum with

the Single Antigen test were negative after DIL, suggesting that these antibodies could be con-

sidered as low-titer antibodies. On the contrary, the prozone effect was observed in 7 out of 18

ptients (38.8%) (at least one bead was considered negative in N serum and positive after DIL).

Importantly, the ability to fix the complement was confirmed in 4 patients. The values of raw

MFI of beads in N, DIL and C1q test are summarized in S1 Table. Furthermore, C1q analysis

revealed a significant decrease in the median of the positive beads (24.0) in highly sensitized

patients compared with positive beads after N serum test (Fig 3, p<0.001).

From the beads to the patients

After the definition of profiles based on bead-results (Fig 2), in our cohort, we identified

patients with different profiles based on the results of Single Antigen beads (N/DIL/C1q). In

general, the behavior of most beads individually within a patient lowered the level of sensitiza-

tion. Several examples are shown in S1 Fig. Thus, a highly-sensitized patient, defined only by

testing neat serum with Single Antigen assay, could have a low risk profile when most of the

beads have negative results after dilution and C1q test (+/-/-) (S1 Fig, panel A). The next risk

level could be a patient with moderate risk (+/+/-) when most of the beads are negative in C1q

test, despite confirmation of high titer with positive results after dilution (S1 Fig, panel B). The

third risk level might be when the beads with anti-HLA antibodies are at low titer but are able

to fix the complement (+/-/+), (S1 Fig, panel C). And finally, the most problematic case is a

false negative in neat serum after Single Antigen, confirmed in the dilution (prozone effect)

and which is able to fix the complement by C1q test (-/+/+) (S1 Fig, panel D and S1 Table).

Fig 2. Stratification of the risk regarding positive bead results after neat serum, diluted serum and C1q test. A total number of 1746 beads were

distributed according positive (+) and negative (-) results after neat (N), 1/160 diluted (DIL) serum and C1q test. The combination of the results render 8

profiles with potential different risk. The absolute number of beads are in parentheses and the percentage of total beads in every profile are shown.

doi:10.1371/journal.pone.0171463.g002
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Assessment of the risk for different anti-HLA antibodies profiles in

complement-dependent cytotoxicity and flow cytometry crossmatches

We have tried to assess the risk of different anti-HLA antibody profiles defined in the previous

section. In order to test the low-risk profile (+/-/-), donors with compatible HLA class-I anti-

gens and sera with at least one HLA class-I antigen with (+/-/-) profile were selected. The MFI

of N, DIL and C1q of specific donor-HLA antigens are summarized in Table 2 (profile #1).

Subsequent CDC and FCXM were performed with negative results (in diluted sera). Further-

more, the moderate risk profile (+/+/-) was designed based on the same fashion (profile #2).

Twenty reactions were tested and all CDC were negative, whereas the FCXM rendered a

Fig 3. Number of positive beads after study of neat, diluted serum and C1q in highly-sensitized patients. The number of positive beads in 18 highly

sensitized patients are depicted after Single Antigen anti-HLA class-I test in neat serum (neat, open circles), in 1/160 diluted serum (DIL, open triangles)

and after C1q test (C1q, open diamonds) using the cut off value described in Material and Methods section. Differences of the medians were assessed by

Wilcoxon test, (**, p<0.01; ***.p<0.001).

doi:10.1371/journal.pone.0171463.g003
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Table 2. Assessment of different anti-HLA antibody profiles in highly- sensitized patients.

Profile Donor type Profile (Neat/

DIL/C1q)

HLA antigen with

profile tested

Result Neat

(MFI)

Result Dil

(MFI)

Result C1q

(MFI)

CDC

Result

FXCM Result

(Ratioa Neat)

FXCM Result

(Ratioa Dil)

1 A*02,*03; B*18,

*44

+/-/- A*03:01 Positive

(4272)

Negative

(134)

Negative

(36)

Negative Positive (9.97) Negative (1.14)

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/-/- A*02:03 Positive

(1555)

Negative

(47)

Negative

(41)

Negative Positive (3.12) Negative (0.98)

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/-/- B*27:05 Positive

(1775)

Negative

(491)

Negative

(21)

Negative Positive (4.4) Negative (1.09)

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/-/- B*27:08 Positive

(2276)

Negative

(601)

Negative

(27)

Negative Positive (4.4) Negative (1.09)

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/-/- B*44:03 Positive

(1779)

Negative

(413)

Negative

(20)

Negative Positive (4.4) Negative (1.09)

A*24,*26; B*07,

*51

+/-/- B*07:02 Positive

(3377)

Negative

(1166)

Negative

(22)

Negative Positive (1.51) NP

2 A*03,*29; B*44,

*60

+/+/- A*03:01 Positive

(15047)

Positive

(18039)

Negative

(145)

Negative Positive (1.71) Negative (0.89)

A*03,*29; B*44,

*60

+/+/- A*29:01 Positive

(14410)

Positive

(14298)

Negative

(656)

Negative Positive (1.71) Negative (0.89)

A*03,*29; B*44,

*60

+/+/- A*29:02 Positive

(12296)

Positive

(14566)

Negative

(1067)

Negative Positive (1.71) Negative (0.89)

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- A*02:01 Positive

(14109)

Positive

(18281)

Negative

(163)

Negative Positive (5.99) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- A*02:03 Positive

(15156)

Positive

(18780)

Negative

(219)

Negative Positive (5.99) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- A*02:06 Positive

(13062)

Positive

(18129)

Negative

(339)

Negative Positive (5.99) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- A*24:02 Positive

(14609)

Positive

(12901)

Negative

(306)

Negative Positive (5.99) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- A*24:03 Positive

(10604)

Positive

(13489)

Negative

(432)

Negative Positive (5.99) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- B*27:08 Positive

(5353)

Positive

(1744)

Negative

(455)

Negative Positive (5.99) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- A*02:01 Positive

(3293)

Positive

(7030)

Negative

(47)

Negative Positive (3.34) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- A*02:03 Positive

(2468)

Positive

(5329)

Negative

(55)

Negative Positive (3.34) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- A*02:06 Positive

(2615)

Positive

(6298)

Negative

(39)

Negative Positive (3.34) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- B*27:05 Positive

(4339)

Positive

(2566)

Negative

(33)

Negative Positive (3.34) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/- B*44:02 Positive

(5044)

Positive

(9799)

Negative

(192)

Negative Positive (3.34) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/- A*24:02 Positive

(14608)

Positive

(12901)

Negative

(306)

Negative Positive (10.16) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/- A*24:03 Positive

(10604)

Positive

(13489)

Negative

(432)

Negative Positive (10.16) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/- A*26:01 Positive

(16065)

Positive

(17054)

Negative

(418)

Negative Positive (10.16) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/- B*27:08 Positive

(5353)

Positive

(1744)

Negative

(455)

Negative Positive (10.16) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/- B*51:01 Positive

(15689)

Positive

(16431)

Negative

(645)

Negative Positive (10.16) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/- B*51:02 Positive

(13805)

Positive

(16333)

Negative

(492)

Negative Positive (10.16) NP

(Continued )
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positive result. The high risk (+/-/+) and very high risk profiles (-/+/+) and (+/+/+) were con-

firmed with positive CDC and FCXM results (profile #3, #4 and #5 respectively, Table 2).

Clinical risk-assessment of the presence of anti-HLA antibodies before

kidney transplant recipients with positive FCXM

Five out of the 18 KTR from the study cohort with positive FCXM, but negative CDC, were

transplanted. Graft biopsy was performed in four patients to discard ABMR and a protocol

biopsy was done/carried out in one recipient. All of them presented class-II donor specific

anti-HLA antibodies (DSA) in neat serum. Four of these five patients maintained their high

titers of DSA in DIL serum, confirmed by C1q test (Table 3).

Table 2. (Continued)

Profile Donor type Profile (Neat/

DIL/C1q)

HLA antigen with

profile tested

Result Neat

(MFI)

Result Dil

(MFI)

Result C1q

(MFI)

CDC

Result

FXCM Result

(Ratioa Neat)

FXCM Result

(Ratioa Dil)

3 A*03,*23; B*40,

*60

+/-/+ B*40:01 Positive

(5119)

Positive

(1898)

Positive

(20456)

Positive Positive (2.16) Negative (1.17)

A*03,*23; B*40,

*60

+/-/+ B*40:02 Positive

(4171)

Positive

(1686)

Positive

(20242)

Positive Positive (2.16) Negative (1.17)

A*24,*26; B*07,

*51

+/-/+ A*24:02 Positive

(5570)

Positive

(1034)

Positive

(12202)

Positive Positive (1.7) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/-/+ A*24:03 Positive

(5910)

Positive

(1235)

Positive

(11710)

Positive Positive (1.7) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/-/+ B*07:02 Positive

(4609)

Positive

(1434)

Positive

(21129)

Positive Positive (2.08) NP

4 A*03,*29; B*44,

*60

-/+/+ A*03:01 Negative

(519)

Positive

(9298)

Positive

(11801)

Positive Positive (3.92) Positive (6.26)

A*03,*29; B*44,

*60

-/+/+ A*29:01 Negative

(210)

Positive

(9985)

Positive

(7132)

Positive Positive (3.92) Positive (6.26)

A*03,*29; B*44,

*60

-/+/+ A*29:02 Negative

(231)

Positive

(9917)

Positive

(7341)

Positive Positive (3.92) Positive (6.26)

5 A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/+ B*27:05 Positive

(3654)

Positive

(6624)

Positive

(9842)

Positive Positive (4.88) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/+ B*27:08 Positive

(3457)

Positive

(7032)

Positive

(9857)

Positive Positive (4.88) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/+ B*27:05 Positive

(6007)

Positive

(2074)

Positive

(18050)

Positive Positive (4.86) NP

A*02,*24; B*27,

*44; C*01,*16

+/+/+ B*27:08 Positive

(5101)

Positive

(1899)

Positive

(18113)

Positive Positive (4.86) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/+ A*24:02 Positive

(21360)

Positive

(6193)

Positive

(16041)

Positive Positive (6.27) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/+ A*24:03 Positive

(22749)

Positive

(6798)

Positive

(17821)

Positive Positive (6.27) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/+ A*26:01 Positive

(24048)

Positive

(11671)

Positive

(20357)

Positive Positive (6.27) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/+ B*51:01 Positive

(24914)

Positive

(10332)

Positive

(12486)

Positive Positive (6.27) NP

A*24,*26; B*07,

*51

+/+/+ B*51:02 Positive

(25112)

Positive

(12142)

Positive

(14275)

Positive Positive (6.27) NP

a The ratio was calculated: median fluorescence value Serum / median fluorescence value Negative Control. Positive when ratio >1.5

N: neat serum

DIL: Diluted serum

NP: Not performed

doi:10.1371/journal.pone.0171463.t002
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The biopsy confirmed ABMR in the four patients with a high risk profile (1 patient with

-/+/+ and 3 patients with +/+/+ profiles) DSA prior transplantation, whereas the patient with

low titer and non-fixing complement DSA (+/-/- profile) showed no histological damage in

protocol biopsy, without any impairment of graft function. These data confirm the risk-scale

for anti-HLA antibodies, proposed and summarized in Table 4.

Conclusions

The accurate assessment of anti-HLA antibody is mandatory for every tissue-typing laboratory

which reports anti-HLA antibodies to identify patients who are eligible for highly-sensitized

programs.

There are situations where assigning a positive antigen can be difficult due to low fluores-

cence signal, and further dilution studies should be performed to rule out a prozone effect[12].

The increased sensitivity of the Luminex test in comparison with earlier ELISA tests has the

drawback of using the denatured HLA antigens coated on beads. Besides, the detection of both

fixing and non-fixing complement antibodies have led to an increase in false positive results

and/or low CDC test, routinely performed in tissue typing laboratories.

Despite the positive correlation between raw MFI data from N and DIL sera shown in this

study, a reduction in the number of positive beads was observed after DIL sera in highly-sensi-

tized patients. This demonstrates that in a group of highly-sensitized patients the number of

positive beads could be overestimated, possibly due to low titer of anti-HLA antibodies. How-

ever, to figure out the potential risk of the low titer of anti-HLA antibodies (negative specifici-

ties after DIL) we suggest performing C1q assay. The complement-binding assay is useful in

monitoring kidney transplant recipients at risk for allograft loss[13]. The readout of the possi-

ble combinations proposed here opens different scenarios other than just positive or negative

specificities. We propose a gradual risk of the specificities derived from the results in N/DIL/

C1q sera, summarized in Fig 2 and Table 4.

In order to assess the low risk of the specificities of sera with positive N results, but negative

after DIL and C1q, we performed CDC and FCXM tests with PBMC with reactive HLA speci-

ficities. These sera resulted negative in the CDC, confirming the low risk specificities of the

profile (+/-/-) (Table 2).

Table 4. Summary of risk-scale proposed based on neat, diluted serum and C1q test results.

Neat Diluted C1q Risk Number of reactions tested % of positive CDC % of positive FCXM

- - - Low NP NA NA

+ - - Low 6 0 100*

- + - Moderate NP NA NA

+ + - Moderate 20 0 100**

- - + High NP NA NA

+ - + High 5 100 100***

- + + Very high 3 100 100

+ + + Very high 9 100 100

NP: not performed

NA: not applicable

*5 sera with Negative FCXM after dilution

**3 sera with Negative FCXM after dilution

***2 sera with Negative FCXM after dilution

doi:10.1371/journal.pone.0171463.t004
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In contrast, in our cohort we observed a high rate of highly-sensitized patients (22.2%) with

at least one HLA class-I specificity with prozone effect and complement-fixing antibodies (S1

Table). The detection of this phenomenon is crucial for accurate definition of an anti-HLA

antibody profile. This is especially important to avoid negative vXM results that would render

a final positive CDC crossmatch. The limitation of this observation is based on a single serum

test, but patients on the renal waiting list are frequently monitored and this situation could be

detected in other sera. Recently, the complement interference as a cause of fluctuations of

serum anti-HLA antibody strength has been demonstrated[12,14].

As proof of concept, five patients from our cohort could be transplanted despite their

hypersensitized status. In four of them, ABMR was demonstrated by biopsy and all of them

showed a high risk profile as defined here. On the contrary, the one patient with a low profile

who was transplanted from our cohort did not suffer ABMR or graft loss. Due to the scarce

number of highly-sensitized patients finally transplanted in our institution, where only 5

patients were tested, a larger number of highly-sensitized patients should be monitored to con-

firm these findings.

A limitation of the present study was the use of only class-I coated beads for simplicity. Sim-

ilar results were observed in class-II antigens coated beads (S1 File). However the interpreta-

tion of the anti-HLA antibody profile is more complex, based on reactions against the alpha

and/or beta chains (DQA, DQB, DPA and/or DPB antigens) and consequently the assessment

of the risk profile results are more difficult to demonstrate. Moreover, in our cohort of kidney

transplant recipients, all anti-HLA antibody profiles tested were against class-II antigens with

similar findings (Table 3).

We consider maintaining HLA-antigens with the (+/+/-) antibody profile (moderate risk)

as unacceptable. Non-fixing IgG4 or IgG2 anti-HLA antibodies might sustain this profile,

although in the present study we did not perform specific IgG subclass to confirm it. Irrespec-

tively of the IgG subclass, the IgG class switch cannot be ruled out and the change to a

complement fixing IgG1 or IgG3 would increase the risk of a rejection event. Indeed, the rec-

ommendation from recent guidelines is to assign HLA mismatches from previous transplants

as unacceptable antigens, despite the lack of complement binding antibodies[8].

The highly-sensitized patients spend prolonged periods of time on the waiting list, and the

accurate definition of acceptable HLA antigens with low risk should be a priority in order to

minimize the time waiting for an organ to be able to be allocated.

The better definition of anti-HLA antibody profile after dilution and C1q test could open

up new opportunities in those highly-sensitized patients with a high number of HLA specifici-

ties at low titers and non-complement fixing antibodies but would also allow identification of

the prozone effect with undesirable consequences in organ allocation systems based on vXM.

Supporting information

S1 Table. Highly sensitized patients with prozone beads detected.

(DOC)

S1 Fig. Representative patterns of anti-HLA antibody regarding positive beads after neat,

dilution and C1q test. Tridimentional scatterplots of MFI values after neat serum (z-axis), 1/

160 dilution (y-axis) and C1q (x-axis) test. The colour scale based on MFI from C1q test repre-

sents low level (blue), intermediate levels (red-orange) and high MFI levels (yellow). The risk

profile showed after neat serum, 1/160 dilution and C1q tes (neat/Dil/C1q) are A) low risk pro-

file (+/-/-), B) moderate risk (+/+/-), C) high risk (+/-/+) and D) very high risk (-/+/+). The

Excel macro used (http://www.doka.ch/Excel3Dscatterplot.htm).

(TIFF)
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S1 File. Raw data of Single Antigen beads for class-I and class-II antigens after assessment

of net, diluted serum and C1q test.

(XLSX)
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