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ABREVIATURAS 

BR: Biopsia renal. 

CR1: Receptor de complemento 1. 

DAMPS: Danger Associated Molecular Patterns (patrones moleculares 

asociados a daño). 

DAF: Factor acelerador del decaimiento. 

ERC: Enfermedad renal crónica. 

FBS: Fetal bovium serum. 

FH: Factor H. 

FRI: Función retrasada del injerto. 

HR: Hazard ratio. 

I/R: Isquemia reperfusión. 

IRA: Insuficiencia renal agudo. 

KDPI: Kidney Donor Profile Index. 

MAC: Complejo de ataque de membrana. 

MCP: Proteína cofactor de membrana. 

MASP-1: Mannan-binding lectin Serine Protease 1. 
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MASP-2: Mannan-binding lectin Serine Protease 2. 

MBL: Mannose-binding lectin. 

NHS: Normal human serum. 

PDGF: Platelet derived growth factor. 

TGF-B: Transforming growth factor-beta. 
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RESUMEN DE TESIS 

Los avances realizados en los últimos años en las técnicas de extracción y 

preservación de los órganos trasplantados, así como en la medicación 

inmunosupresora y la evaluación del riesgo inmunológico, han permitido 

mejorar la supervivencia del injerto renal y del receptor a corto plazo. Esta 

mejoría no se ve tan claramente reflejada a medio y largo plazo. 

Probablemente, una de las causas de esto último es la función retrasada del 

injerto, una forma de daño renal agudo, que se presenta en un 20-50% de 

los receptores de donante fallecido y que empeora el pronóstico de los 

riñones trasplantados que la sufren.  

En esta línea, la principal causa de función retrasada del injerto es el daño 

inducido por la isquemia-reperfusión, proceso en parte inherente a la 

técnica del trasplante renal, que puede verse agravado por múltiples 

factores como pueden ser la situación del donante previo a la extracción del 

órgano, la propia intervención quirúrgica o por características del receptor. 

La activación del sistema del complemento es uno de los principales 

mecanismos involucrados en la fisiopatología de este fenómeno. 

El objetivo de la presente tesis es profundizar en el conocimiento del daño 

inducido por la activación del sistema del complemento en el fenómeno de 

isquemia-reperfusión, en el ámbito del trasplante renal.  

Para ello, hemos diseñado tres estudios que abarcan diferentes aspectos 

clínicos y etiopatogénicos del daño por el complemento en la isquemia-

reperfusión. Inicialmente, analizamos el impacto de la función retrasada del 

injerto, en una amplia cohorte de pacientes trasplantados renales. 

Detectamos peor supervivencia del injerto y peor función renal al año del 

trasplante, en aquellos pacientes que presentaron función retrasada del 
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injerto. Por otro lado, analizamos, la dinámica de las concentraciones 

solubles del complejo de ataque de membrana, producto de la activación de 

la vía final del sistema del complemento; también, examinamos el patrón 

histológico de los depósitos del complejo de ataque de membrana, C3d y el 

factor H. Este análisis fue realizado en pacientes trasplantados renales, con 

y sin función retrasada del injerto, seguidos de forma prospectiva. 

Encontramos un aumento relevante tanto de los niveles plasmáticos, como 

de los depósitos histológicos del complejo de ataque de membrana, C3d y 

factor H, en aquellos casos con función retrasada del injerto. Además, 

detectamos que una mayor concentración de niveles plasmáticos de 

complejo de ataque de membrana se relaciona con peor función renal a 1 y 

2 años después del trasplante. 

También desarrollamos un modelo de hipoxia-reoxigenación, utilizando 

células tubulares proximales humanas (HK-2). Este modelo reveló 

activación local de diferentes componentes del sistema del complemento, 

incluido el complejo de ataque de membrana, y los receptores de C5a 

(C5aR1 y C5L2), otro producto final del sistema del complemento, poco 

estudiado en este ámbito. Finalmente, evaluamos la expresión histológica 

de C5aR1 y C5L2, en biopsias de pacientes trasplantados renales con 

función retrasada del injerto y un grupo control. Este análisis nos mostró, 

mayor expresión de C5aR1 en la membrana de las células tubulares y de 

C5L2 en endotelio de capilar peritubular en las biopsias de pacientes con 

función retrasada del injerto, comparado con los controles. 
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THESIS SUMARY 

The advances made during the last years in the extraction and preservation 

of the organs for transplantation, immunosuppressive medication, and the 

evaluation of immunological risk have improved patient and renal allograft 

survival. However, these improvements have had a limited effect on long-

term survival. One of the reasons that negatively influence this long-term 

survival is the appearance of delayed graft function, a form of acute kidney 

damage, which occurs in 20-50% of deceased donor recipients and worsens 

the graft outcomes. 

The leading cause of delayed graft function is the damage induced by 

ischemia-reperfusion, a process inherent to the kidney transplantation 

process. The ischemia-reperfusion injury could be aggravating by different 

variables such as the donor's situation before organ retrieval or recipient 

characteristics. In the pathophysiology of this phenomenon, the activation 

of the complement system is highly relevant. 

This thesis's objective has been to expand our understanding of the damage 

induced by the activation of the complement system during ischemia-

reperfusion injury in kidney transplantation. 

To this end, we designed three studies that evaluated different clinical and 

etiopathogenic aspects of the ischemia-reperfusion phenomenon. We 

initially assessed the impact of delayed graft function in a large cohort of 

kidney transplant patients. The development of delayed graft function was 

associated with worse graft survival and worse kidney function in the first 

year after transplantation. On the other hand, we analyze the dynamics of 

plasma levels of the membrane attack complex's soluble form, the final 

product from complement system activation in kidney transplant patients 

with and without delayed graft function. Additionally, we examined the 
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histological pattern of the deposits of the membrane attack complex, C3d, 

and factor H in kidney biopsies from patients who were experiencing 

delayed graft function and controls with normal biopsies. We detected a 

relevant increase in plasma levels and histological deposits of the 

membrane attack complex, C3d, and factor H, in those patients with 

delayed graft function. A high concentration of membrane attack complex 

levels was related to worse kidney function at one and two years after 

transplantation. 

Finally, we developed a model of hypoxia-reoxygenation with human 

proximal tubular cells (HK-2). We demonstrated local activation of the 

complement system's different components, including the membrane attack 

complex, and the C5a receptors (C5aR1 and C5L2), another product of the 

complement system, scarcely studied in this area. Besides, we observed a 

higher expression of C5aR1 in the tubular cell membrane and C5L2 in the 

peritubular capillary endothelium, in biopsies of patients with delayed graft 

function, compared to controls. 
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1. INTRODUCCIÓN

1.1 Función retrasada del Injerto: Definición, fisiopatología e impacto 

en la supervivencia del injerto renal. 

La función retrasada del injerto (FRI) es una complicación frecuente tras el 

trasplante renal. Diversas series describen una frecuencia entre un 20-50% 

de los trasplantes provenientes de donante fallecido (1). No existe un 

consenso claro sobre los factores de riesgo más relevantes para el 

desarrollo de FRI, sin embargo, algunas variables como el tiempo de 

preservación entre la extracción e implante del órgano (isquemia fría) y 

variables relacionadas con las características del donante (edad, causa de la 

muerte o comorbilidades) suelen relacionarse con la aparición de FRI (1,2).  

Existen diversas características clínicas que permiten definir la FRI. La más 

ampliamente  utilizada y que parece tener mayor relevancia pronóstica, es 

la necesidad de diálisis durante la primera semana del trasplante (2).  

Fisiopatológicamente, la FRI consiste en un daño renal agudo, ocasionado 

por diferentes mecanismos desencadenados por el daño secundario a 

isquemia-reperfusión (I/R). La isquemia inicial ocasiona necrosis en el 

tejido que, a su vez, libera sustancias endógenas capaces de activar el 

sistema inmune innato. Tras la restauración de la perfusión de estos tejidos, 

algunos ligandos endógenos procedentes de células necróticas y 

apoptóticas, denominados patrones moleculares asociados a daño (DAMPs, 

por sus siglas en inglés), activan el sistema inmune e inducen liberación de 

citoquinas que perpetúan la respuesta inflamatoria en el tejido dañado. A 

nivel renal este proceso afecta particularmente al epitelio tubular proximal 

renal (3,4). 
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Respecto al impacto de la FRI en la supervivencia del injerto renal, varias 

publicaciones describen mayor riesgo de pérdida del injerto en pacientes 

con FRI (5). Algunos autores sostienen que el efecto deletéreo en la 

supervivencia del injerto tras presentar  FRI, es más debido a mayor 

frecuencia  de rechazo agudo en estos  pacientes, que  al  daño por I/R (6). 

Los estudios diseñados para valorar la interacción entre la presencia de 

rechazo agudo y FRI han arrojado resultados contradictorios. Algunos 

autores reportaron supervivencia del injerto más corta en aquellos pacientes 

con FRI, independientemente  de la presencia  o no  de rechazo agudo (7

9), mientras que otros solo encontraron impacto negativo de  la  FRI 

cuando se asociaba a rechazo agudo (10,11). La heterogeneidad de esos 

estudios en términos de la época en la que se realizaron, las pautas de 

inmunosupresión utilizadas, algunas actualmente obsoletas, y las 

diferencias en las características de donantes y receptores, respecto a 

nuestra práctica clínica habitual, hace difícil sacar conclusiones al respecto. 

Por lo que son necesarios estudios que evalúen dicha interacción en 

cohortes modernas de trasplante renal.  

En relación a lo anterior, debido al aumento en la demanda de órganos y al 

envejecimiento de los pacientes con enfermedad renal crónica que 

requieren trasplante, se han ampliado los criterios de selección y aceptación 

de donantes y receptores. Como consecuencia, cada vez es mayor el 

número de trasplantes procedentes de donantes añosos y con criterios 

expandidos (12), una población poco representada en la mayoría de 

estudios publicados sobre FRI.  

Esta ampliación de criterios ha hecho más compleja la evaluación del 

binomio donante/receptor en el momento del trasplante. Por este motivo es 
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fundamental contar con herramientas que permitirán una mejor 

caracterización del donante, una evaluación del beneficio que el trasplante 

aportaría al receptor y una mejor categorización de perfiles más 

susceptibles a complicaciones, como la FRI. Una de estas herramientas es 

el KDPI (Kidney Donor Profile Index), desarrollado por el programa de 

distribución de órganos de Estados Unidos. El KDPI, se basa en 10 

variables del donante (edad, raza, antecedente de diabetes mellitus, 

hipertensión, valor de creatinina sérica al momento de la extracción, peso, 

seropositividad para virus de la hepatitis C y causa de muerte), y busca 

cuantificar el riesgo de pérdida del injerto evaluado, al compararlo con 

todos los injertos trasplantados durante el año anterior en Estados Unidos. 

Un valor del 80%, significa que el injerto que se está evaluando, tiene más 

riesgo de pérdida que el 80% de los riñones trasplantados durante el año 

anterior. Por lo tanto, valores más bajos, se relacionan con mayor 

supervivencia del injerto. Este score ha demostrado una capacidad 

predictiva aceptable en términos de pérdida del injerto en nuestro entorno 

(13), sin embargo, la interacción entre KDPI y FRI no ha sido evaluada con 

población no americana. Dicha interacción permitiría identificar grupos de 

riesgo en los cuales aplicar estrategias dirigidas a disminuir la tasa de FRI.  

1.2.  Sistema de complemento. 

El sistema de complemento es uno de los principales componentes del 

sistema inmune innato. Constituye una de las principales barreras de 

defensa contra patógenos externos. Está conformado por más de 30 

proteínas, principalmente de producción hepática, que se encuentran 

solubles en la sangre y otros fluidos corporales. Muchas de estas proteínas 
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están normalmente inactivas, pero en respuesta al reconocimiento de 

componentes moleculares en los microorganismos o tejidos autólogos 

dañados, pueden activarse secuencialmente a través de una cascada 

enzimática. El complemento puede ser activado a través de tres vías (14):  

- La vía clásica involucra los componentes C1, C2 y C4. Se inicia por 

complejos antígeno-anticuerpo unidos a C1, que, a su vez, cuenta 

con tres subcomponentes, C1q, C1r y C1s. La vía activa la 

convertasa C3, llamada C4b2a, que permite la fragmentación de C3 

en dos fragmentos: C3b, que puede unirse covalentemente a la 

superficie de patógenos microbianos y opsonizarlos, y C3a, que 

activa mastocitos, lo que causa la liberación de mediadores 

vasoactivos (14). 

- La vía alternativa involucra a los factores B, D, H e I, que 

interactúan entre sí, y C3b, permitiendo la generación de la 

convertasa C3, llamada C3bBb, que puede activar más C3; ésta es la 

presencia de paredes bacterianas y fúngicas, pero se inhibe por 

ciertas moléculas presentes en la superficie de células normales de 

mamíferos (14) 

- Vía de la lectina de unión a manosa. Esta ruta es activada por la 

unión de lectinas a residuos de manosa en las superficies de 

patógenos (MBL, por sus siglas en inglés). Como consecuencia se 

activan las serín-proteasas asociadas a MBL, MASP-1 y MASP-2, 

que activan C4 y C2 para formar convertasa C3, C4b2a (14). 
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- Finalmente, estas tres vías, confluyen en la generación de C3 

convertasas que van a activar la vía final del complemento, conocida 

como vía lítica. Esta ruta se inicia tras la escisión de C5, y la unión 

de C5b a su diana. C6, C7, C8 y C9 se unen a C5b formando el 

complejo de ataque a la membrana (MAC, por sus siglas en inglés) 

que, cuando se inserta en la membrana externa de algunas bacterias, 

facilita su muerte por lisis (Figura 1).  

Figura 1. Funcionamiento del sistema del complemento. (Reproducido de 

Murphy K et al. 

Science, Nueva York.). 
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1.2.2 Reguladores del sistema del complemento. 

El correcto funcionamiento del sistema del complemento requiere un 

equilibrio entre la activación frente a patógenos externos y el 

reconocimiento de células propias, para evitar el daño autólogo. Para este 

fin, existen un conjunto de proteínas solubles y de membrana que actúan 

como reguladores en diferentes niveles de la vía de activación. Entre las 

proteínas solubles encontramos el factor H, el factor I, la proteína de unión 

a C4(4-BP), el inhibidor de C1, la vitronectina (proteína-S) y la clusterina 

SP-40. En membranas celulares, las principales proteínas reguladoras 

presentes son: la proteína cofactor de membrana (MCP/CD46), el factor de 

aceleración de descomposición (DAF/CD55), el receptor de complemento 

1 (CR1/CD35), la trombomodulina y el CD59 (Tabla 1). 
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Tabla 1. Reguladores del sistema del complemento. 

Regulador Función Localización 

Factor H Se une a C3b; acelera la descomposición de las C3 y 

C5 conversatas de la vía alternativa. Actúa como 

cofactor del factor I. Reconoce marcadores específicos 

de células propias y se une a depósitos iniciales de 

C3b, evitando que se depositen más.  

Plasma 

Factor I Degrada C3b y C4b junto con cofactores. Plasma 

Inhibidor de C1 Inactiva C1r, C1rs, MASP-1 y MASP-2. Plasma 

Proteína de unión 

a C4b(4-BP) 

Se une a C4b, acelera su descomposición, actuando 

como cofactor del Factor I. 

Plasma 

Vitronectina 

(Proteína-S) 

Se une a C5b-7 e inhibe la polimerización de C9. Plasma 

Clusterina (SP-

40) 

Se une a C5b-7 e inhibe la formación de C5b-9. Plasma 

MCP Cofactor del factor I para el clivaje de C3b y C4b. Membrana 

DAF Desestabiliza las C3 y C5 convertasas de la vía clásica 

y alternativa.  

Membrana 

CD-59 Bloquea la unión de C9 y C5b-8 y la formación de 

C5b-9. 

Membrana 

CR1 Acelera la degradación de C3 convertasa y actúa 

como cofactor del Factor I para el clivaje de C3b y 

C4b. 

Membrana 

Trombomodulina Incrementa la actividad de cofactor del factor H. 

Desactivación de C3a y C5a a través del inhibidor de 

la fibrinólisis activado por trombina). 

Membrana 
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1.3 Activación del complemento durante la isquemia-reperfusión. 

La función retrasada del injerto, es la consecuencia del daño producido por 

los eventos que se desencadenan por la isquemia a la que es sometida el 

órgano durante la muerte del donante, la extracción y conservación del 

mismo y posteriormente tras la reperfusión. Ésta induce un proceso que es 

necesario para la correcta recuperación de los tejidos, pero que puede ser 

nocivo (15).  

La isquemia induce un estado anaeróbico secundario a la deprivación del 

oxígeno en los tejidos, lo que puede activar el sistema del complemento por 

diversos mecanismos.  

Por una parte, el descenso del pH como resultado del metabolismo 

anaeróbico, puede alterar la regulación de la vía alternativa, al alterar la 

unión de FH y C3b (16).  

Otro posible mecanismo, es a través de la generación de amoniaco (NH3) 

durante el metabolismo anaeróbico. Éste es capaz de romper el enlace 

tioéster de C3, formando C3(NH3) Bb convertasas, que podrían iniciar la 

vía alternativa. 

Por otro lado, la isquemia induce la expresión de heparinasa y 

metaloproteinasas en las células endoteliales de la pared vascular, lo que 

resulta en clivaje y ruptura del glicocálix (17), lo que impediría la unión de 

varios reguladores del complemento, como el inhibidor de C1, la proteína 

de unión a C4b y el FH.   

Además, durante la isquemia las células tubulares, endoteliales y 

perivasculares, dañadas por la hipoxia, exponen de manera extracelular 

ciertas moléculas citoplasmáticas y nucleares. En conjunto estas moléculas 

se han denominado patrones moleculares asociados al daño (DAMPs) o 
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señales de peligro. Estas DAMPs, son reconocidas por C1q, la manosa 

unida a lectina (MBL), las colectinas, ficolinas y el C3b, lo que llevaría a la 

activación de las 3 vías del complemento.  

Finalmente, la rápida oxigenación que se produce al restablecer el riego 

sanguíneo, durante la reperfusión, produce daño por diversos mecanismos, 

incluido la liberación de radicales libres de oxígeno (18). Además, la suma 

de la desprotección de las superficies celulares, la hipoxia y el medio ácido, 

previamente creado por la isquemia, activan y amplifican la actividad 

destructiva del complemento (19) (Figura 2). 
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Figura 2. Papel del complemento en la patogénesis del daño 

por isquemia-reperfusión, (Reproducido de (20)). 

La lesión de I/R activa el sistema del complemento mediante la liberación 

de ligandos endógenos (DAMP) del tejido con lesión aguda. Esta 

activación produce daño renal directo a través de MAC, así como 

reclutamiento de células inflamatorias y liberación de citoquinas por 

mediación de las anafilatoxinas C3a y C5a. Por otra parte, el endotelio 

activado, los monocitos y el epitelio tubular lesionado secretan factores 

pro-fibrogénicos y activación de fibroblastos locales en respuesta a la 

ligadura de C3aR y C5aR por C3a y C5a, respectivamente. Todos estos 

procesos llevan a una reparación anómala y aparición de fibrosis en el 

tejido afectado. 

Diferentes estudios, en su mayoría utilizando modelos animales, sugieren 

que el complemento tiene un papel relevante en el daño por I/R.  

En modelos porcinos, el bloqueo de la vía de las lectinas o de la vía clásica 

utilizando inhibidores de C1 antes de la reperfusión, protege a los riñones 
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del daño por I/R (21,22). Por otra parte, modelos murinos, utilizando 

inhibidores de C3b(23) con ratones knock-out para MBL, MASP2 e IgM, 

también han mostrado protección contra el daño por I/R, mientras que la 

inhibición de C4, componente de la vía clásica, no mostró esta protección 

(24). Estos resultados podrían indicar un papel relevante de las vías 

alternativa y de la lectina en este proceso. Sin embargo, estudios realizados 

con células tubulares humanas, han descrito activación predominantemente 

por vía clásica, lo que podría indicar diferencias en los mecanismos de 

activación del complemento en respuesta a la isquemia-reperfusión entre 

modelos murinos y humanos (25).  

Independientemente de la vía que lo desencadene, existe clara evidencia 

sobre activación del complemento tras la isquemia y reperfusión en el 

trasplante renal. Diversos estudios describen hallazgos que indicarían 

activación del complemento inicialmente en el donante previo a la 

extracción del órgano y que se verían potenciados tras la reperfusión del 

órgano (19,26 29). 

1.3.1 Complejo de Ataque de Membrana (MAC) y daño por isquemia-
reperfusión. 

El resultado final de la vía de activación del sistema del complemento es la 

formación del complejo de ataque de membrana (MAC). El MAC es un 

complejo macromolecular que se ubica en la membrana de fosfolípidos de 

patógenos y células formando un canal transmembrana, el cual permite la 

entrada de iones y pequeñas moléculas al interior de la célula, ocasionando 

lisis celular. Además del daño celular directo, el MAC también tiene la 

capacidad de inducir respuestas celulares pro-inflamatorias. Esta acción se 
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conoce como actividad sublítica, la cual desencadena diferentes 

mecanismos celulares, como apoptosis, proliferación, producción de matriz 

celular y liberación de citoquinas inflamatorias y sustancias profibróticas 

como el factor de crecimiento transformador  (TGF- , que podrían 

favorecer la aparición de daño crónico tras la lesión aguda inicial (30 32). 

La formación del MAC está controlada por dos vías. Una es a través de 

proteínas que unen al complejo C5b-7, impidiendo su inserción en las 

membranas celulares, entre las que se encuentran la proteína S 

(Vitronectina) y la SP-40 (clusterina) (33). La otra vía involucra proteínas 

que inhiben la incorporación y polimerización de C9 dentro del MAC. 

Entre éstas, la más potente es CD59 (34).  

A pesar de que es uno de los principales mecanismos de defensa contra 

microorganismos, el MAC también tiene un papel importante en múltiples 

enfermedades autoinmunes e inflamatorias (35). En algunos casos, estas 

patologías pueden estar relacionadas con su efecto citotóxico, como suele 

pasar en algunas patologías hematológicas. Sin embargo, en otros casos, la 

participación del MAC, está más relacionada con la habilidad de inducir 

activación celular, cuando está presente en concentraciones sublíticas 

(30,36). A nivel renal, el MAC se ha implicado en la fisiopatología de 

diversas enfermedades, como la glomerulonefritis post-estreptocócica (37), 

nefropatía membranosa (38), glomerulonefritis mebranoproliferativa tipo 

III (39), nefritis lúpica (40), rechazo renal (41) y el daño por isquemia-

reperfusión (15,19,27,42).  

Estudios previos han descrito la relación entre la producción de MAC y 

daño por I/R en patologías humanas. Blogowski et al. (28) estudiaron los 

niveles de MAC en sueros de receptores de donantes en muerte encefálica, 

extraídos 1, 3 y 5 minutos tras la reperfusión. Los investigadores reportaron 



23 

un aumento de MAC 2-3 veces mayor en aquellos pacientes que 

posteriormente presentaron FRI, respecto a aquellos con función temprana 

del injerto. Posteriormente investigadores de la universidad de Leiden, 

cuantificaron los niveles de MAC en 24 receptores de trasplante renal (8 de 

donante vivo, 9 en muerte encefálica y 7 en muerte de causa cardiaca), al 

momento de la reperfusión, 3, 10 y 30 minutos tras la misma. Este estudio 

mostró un aumento significativo de los niveles de MAC en los receptores 

de donante en muerte encefálica y muerte cardiaca, pero no en los 

receptores de donante vivo, lo que indicaría, que este aumento no se 

produce tras tiempos de isquemia cortos. En este mismo estudio, se 

evaluaron depósitos de MAC en biopsias realizadas previo a la 

conservación en frío y 45 minutos tras la reperfusión, sin detectar tinción 

en ninguna de las muestras. Este resultado fue atribuido a toma de muestras 

muy precoz, ya que en modelos murinos se ha descrito aparición de MAC 

tras 12-24 horas de la reperfusión (19). Finalmente, estudios realizados por 

nuestro grupo, que evaluaron los niveles de MAC en suero y los depósitos 

tubulares en biopsias de pacientes con insuficiencia renal aguda (IRA) de 

diferentes etiologías, incluido una muestra de trasplantados renales con 

FRI, demostraron una relación entre la gravedad de la IRA y niveles más 

elevados de MAC en suero, así como con la presencia de depósitos más 

extensos en biopsias (27).   

Como se mencionó previamente, los efectos del MAC pueden ser líticos o 

sublíticos. Sin embargo, en las células nucleadas, el efecto del MAC es 

primordialmente por acción sublítica, debido a que éstas cuentan con 

diferentes mecanismos de defensa. Éstos  incluyen la presencia de bombas 

de iones que contrarrestan el efecto de poro del MAC, la capacidad de 

removerlo de la membrana celular y la presencia de inhibidores homólogos 

como el CD59 (43).  
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Diversos estudios han demostrado una potente capacidad profibrótica e 

inflamatoria del MAC en diferentes células renales. La incubación de 

células epiteliales glomerulares humanas con niveles sublíticos de MAC, se 

relacionó con una gran producción de TGF-  e IL-6 (31,44). Por otra parte, 

esa exposición de concentraciones sublíticas de MAC en células 

endoteliales humanas, se ha relacionado con liberación de sustancias 

profibróticas como el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y el 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) (45). Similares 

resultados se han obtenido de modelos con células tubulares murinas y 

humanas, en las que se ha descrito mayor expresión de vías moléculas 

profibróticas como el colágeno tipo IV(46), fibronectina (47) y TGF-  (48). 

1.3.2 Factor H como regulador en el daño por I/R. 

El factor H es una glicoproteína que circula en concentraciones elevadas en 

el plasma, se expresa constitutivamente en el hígado, pero que también 

puede ser expresado localmente por diferentes células, incluidas las células 

tubulares renales (49). Su actividad es esencial para el control de la vía 

alternativa del complemento. Para su correcto funcionamiento es necesario 

el reconocimiento de marcadores específicos de células autólogas y el 

reconocimiento de fragmentos de C3b/C3d (49) (Figura 3). 



25 

Figura 3. Activación y regulación por factor H de la vía 

alternativa del complemento en el plasma y en superficies 

celulares. (Reproducido de (50)). 

Las mutaciones que producen alteraciones funcionales del FH están 

relacionadas con diversas patologías renales como el síndrome hemolítico 

urémico atípico (51) y la enfermedad por depósitos densos (52). Sin 

embargo, diversos estudios han descrito un aumento patológico de la 

actividad de la vía alternativa en el daño isquémico renal, incluso con un 

funcionamiento completamente normal del FH (23,53). Esto probablemente 

se deba por una parte a que a pesar de encontrarse en altas concentraciones, 

el FH no sería capaz de compensar la hiperactividad de la vía alternativa, 

producida por la pérdida de expresión de otros reguladores en la superficie 
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de las células dañadas (54). Por otro lado, podría haber una disminución en 

la capacidad de identificar células propias, debido a que las células 

afectadas por el daño isquémico podrían expresar en su superficie 

sustancias capaces de alterar la interacción del factor H con los marcadores 

específicos de las células normales (55).  

Estudios murinos han descrito mayor daño por I/R en ausencia de FH, con 

una protección parcial tras su reposición (56,57). Su papel en el daño por 

isquemia reperfusión está poco descrito en humanos. Estudios previos 

realizados por nuestro grupo, evaluaron los depósitos histológicos de factor 

H en biopsias de pacientes con función renal normal, IRA y un subgrupo de 

pacientes trasplantados con FRI. Se detectó la presencia de tinción extensa 

en el epitelio de tubular cortical tanto en controles como en biopsias con 

IRA y FRI. Sin embargo, se objetivó una clara relación entre una mayor 

intensidad de la tinción y la gravedad del daño renal (27).  

1.3.3 Participación de los receptores de C5a (C5aR1 y C5L2) en el 
daño por isquemia-reperfusión. 

Como ya explicamos previamente la activación de las diferentes vías del 

sistema del complemento confluyen en la escisión de C5, de la que surgen 

C5b y C5a, una potente anafilotoxina, que también está involucrada en los 

mecanismos de daño por I/R mediado por el complemento (58 60). C5a y 

su producto de degradación C5adesArg, interactúan con dos receptores 

transmembrana de 7 dominios, el receptor de C5aR/C5aR1 y C5a-like 

receptor 2 (C5L2) (61,62). Ambos receptores se expresan en una gran 

variedad de células, particularmente en la superficie de células del sistema 

inmune como macrófagos, neutrófilos y linfocitos T (63).  
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Aunque los dos receptores comparten características similares, existen 

importantes diferencias entre ellos. Por una parte, aunque la afinidad por 

C5a es similar entre ambos, solo C5L2 es capaz de fijar C5adesArg con 

gran afinidad (64,65). Por otra parte, C5aR1 forma parte de la familia de 

receptores ligados a proteína G, lo que le otorga capacidad de 

internalización y activación de vías intracelulares, mientras que C5L2 

parece carecer de la capacidad de acoplarse a proteína G (66,67). Debido a 

esto, muchos autores defienden la hipótesis de que C5L2 es un receptor 

señuelo para C5a, cuya función consistiría en actuar como modulador de la 

actividad biológica de C5a (64,65,68,69). Sin embargo, se le han atribuido 

tanto efectos inflamatorios como antiinflamatorios en diversas 

enfermedades, esto parece depender del tipo de enfermedad, modelo o 

células en los que se estudie. 

El eje C5a-C5aR1 podría tener un papel crucial en daño por I/R. En estos 

modelos, en su mayoría murinos, la inhibición de C5a o C5aR1 resultó en 

menor daño isquémico (60,70 72). Respecto a C5L2, algunos autores han 

observado menor daño tras I/R en ratones knock-out, tanto para C5aR1 

como para C5L2, aparentemente con una mayor protección y menor grado 

de fibrosis en aquellos ratones que no expresaban C5L2. Los investigadores 

atribuyeron estos resultados a una mayor producción de sustancias 

antiinflamatorias (interleucina-10) y antifibróticas (serina/treonina proteína 

quinasa) (73,74). Sin embargo, existen pocos datos sobre la expresión de 

C5aR1 y C5L2 en humanos. Algunos autores describen la presencia de 

C5aR solo en células tubulares proximales de biopsias renales normales 

(75). En otro estudio, éste realizado en biopsias de trasplantados renales, 

mostró expresión de C5aR1 en la porción ascendente del asa de Henle y en 

la primera parte del túbulo contorneado distal, mientras que C5L2 solo se 

detectó en túbulos distales. Hasta la fecha, este es el único estudio que 
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había valorado la expresión de estos receptores en trasplantados con FRI. 

Los investigadores no encontraron diferencias en la intensidad de tinción 

para ninguno de los dos receptores, entre riñones normales y riñones con 

necrosis tubular aguda.   
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HIPÓTESIS 
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2. HIPÓTESIS

La activación o desregulación del sistema del complemento tiene un 

papel clave en el desarrollo de la función retrasada del injerto, a través 

tanto del daño lítico directo como el daño indirecto por la liberación de 

sustancias inflamatorias y profibróticas, de los componentes de la vía 

lítica o terminal del complemento sobre las células tubulares renales. Por 

ello, el estudio de algunos de los componentes de esta vía y su relación 

con la evolución del injerto renal podría ayudar a conocer mejor este 

proceso y evaluar la utilidad pronostica obtenida de cuantificar la 

expresión de estos durante el fenómeno de isquemia-repefusión.  
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3. OBJETIVOS

Objetivo principal 

Estudiar la implicación etiológica entre la activación del sistema del 

complemento y el desarrollo de la función retrasada del injerto renal y su 

implicación clínica sobre la función renal. 

Objetivos secundarios 

1. Analizar el impacto de la función retrasada del injerto renal en la

supervivencia y la función renal de los órganos trasplantados.

2. Estudiar la dinámica del complejo de ataque de membrana, como

marcador de activación del complemento en trasplantados renales

con función retrasada del injerto.

3. Estudiar la expresión de diferentes componentes del sistema de

complemento y la activación de vías inflamatorias y profibróticas

relacionadas con el mismo en un modelo in vitro de hipoxia-

reoxigenación con células tubulares humanas.

4. Estudiar la expresión de los receptores de la fracción C5a del

complemento en el daño por isquemia-reperfusión.



33 

 MATERIAL Y MÉTODOS 



34 

4. MATERIAL Y MÉTODOS

4.1 Relevance of KDPI value and acute rejection on kidney transplant 

outcomes in recipients with delayed graft function. 

Carlos E Arias-Cabrales, María José Pérez-Sáez, Dolores Redondo-Pachón, Anna Buxeda, 
Carla Burballa, Xavier Duran, Marisa Mir, Marta Crespo, Julio Pascual. 

 Transpl Int. 2020 Sep;33(9):1071-1077. 

doi: 10.1111/tri.13654. Epub 2020 Jun 15 
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4.2 Activation of final complement components after kidney 

transplantation as a marker of delayed graft function severity. 

 Clinical Kidney Journal
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4.3 Role of C5aR1 and C5L2 receptors in ischemia reperfusion injury 

 2021, , 974. 

 https://doi.org/10.3390/jcm10050974 
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5. RESULTADOS GLOBALES

Para evaluar el impacto de la FRI en la supervivencia del injerto renal, 

analizamos 601 trasplantes renales en 570 pacientes, de los cuales 226 

(37%) presentaron FRI. La presencia de FRI se asoció de forma 

independiente con mayor riesgo de pérdida global del injerto (HR 1.75. 

p=0.010) y mayor riesgo de pérdida del injerto censurada por muerte del 

paciente (HR 1.96, p= 0.023). Esta tendencia se mantuvo tras incluir o 

excluir los pacientes que presentaron rechazo agudo. Además, valoramos la 

interacción entre la FRI y las características del donante, recogidas en el 

score KDPI (Kidney Donor Profile Index). Aunque no observamos 

diferencias en el valor de KDPI entre los casos con FRI y no FRI, el 

análisis de supervivencia utilizando la curva de Kaplan-Meier mostró una 

peor supervivencia en los pacientes con FRI y KDPI >85%. 

Posteriormente evaluamos la acción del sistema del complemento a través 

de la determinación de los niveles de la fracción soluble del complejo de 

ataque de membrana (MACs) en un subgrupo de pacientes con FRI. 

Incluimos 59 pacientes en el análisis de los cuales 21 pacientes (35.6%) 

presentaron FRI y 38 (64.4%) función renal inmediata. No se observaron 

diferencias significativas en los niveles basales entre los pacientes con y sin 

FRI (6621±2201 mAU/ml vs 5901±3049 mAU/ml, p=0.30). Los pacientes 

con FRI presentaron un aumento significativo de los niveles de MACs el 

día 7 post trasplante respecto a los valores basales (6621±2202 mAU/L vs 

9625±4142 mAU/L; p=0.006), mientras que los valores de MACs 

permanecieron estables en los pacientes sin FRI (5902±3049 mAU/L vs 

6178±2882mAU/L; p=0.686). El porcentaje de aumento entre el nivel basal 

y el nivel al día 7, mostró una buena capacidad para discriminar entre 

pacientes con y sin FRI, con un área bajo la curva de 0.78 (p<0.001), 



64 

sensibilidad 81% y especificidad 66%, para un punto de corte de 5%. Este 

valor, además, se asoció con una FRI más prolongada (>10 días) y peor 

función renal a los 12 y 24 meses después del trasplante. 

A continuación, evaluamos si este aumento de MAC en plasma se traducía 

a nivel histológico, para ello realizamos un estudio de inmunohistoquímica 

enzimática en tejido renal mediante tinción con MAC, C3b y FH en 12 

biopsias de pacientes con FRI y 4 controles. Las biopsias de pacientes con 

FRI mostraron tinción intensa en un mayor número de túbulos que en los 

controles, tanto para MAC (67% vs 25%; p=0.043) como para FH (73% vs 

25%; p=0.036). Además, observamos que la tinción afectaba a un mayor 

porcentaje del perímetro tubular (tinción positiva en >50% del perímetro 

tubular) de MAC, C3b y FH. No observamos diferencias en intensidad de 

la tinción para C3b entre las biopsias con FRI y los controles.  

En la población con FRI, 3 pacientes (25%) nunca recuperaron función 

renal, todos ellos presentaron un aumento de MACs>5% y tinción intensa y 

difusa para MAC, FH y C3b. Además, 3/5 pacientes con FRI que tenían 

biopsia de control un año tras el trasplante, mostraron mayor grado de 

fibrosis y atrofia tubular respecto a la biopsia inicial, todos tenían tinción 

difusa para MAC y C3b.  

Finalmente, desarrollamos un modelo in vitro de isquemia-reperfusión con 

células tubulares proximales humanas inmortalizadas (HK-2), las cuales 

fueron sometidas a 48 horas de hipoxia y 30 minutos de reoxigenación e 

incubadas con 10% de suero humano normal (NHS, Sigma) o 10% de suero 

bovino fetal (FBS, Biowest) según la condición experimental. Las 

condiciones experimentales incluidas en el estudio fueron: Normoxia + 

10% FBS (N+FBS), Normoxia + 10% NHS (N+NHS), Hipoxia + 10% 

FBS (H+FBS) e Hipoxia + 10% NHS (H+NHS).   
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En este modelo, analizamos la intensidad de inmunofluorescencia de MAC 

y FH en 5 experimentos diferentes. Se objetivó expresión de MAC y FH, 

tanto en las células sometidas a hipoxia como en células normóxicas, sin 

embargo, en estas últimas la expresión fue mínima. Las células sometidas a 

hipoxia y re oxigenadas con NHS (H+NHS) fueron las que presentaron 

valores más altos de intensidad de fluorescencia tanto para MAC como FH, 

seguida de las sometidas a hipoxia+FBS. Posteriormente evaluamos la 

expresión génica de C5aR1 y C5L1, detectando que la expresión génica de 

C5aR1 fue mayor en las células sometidas a hipoxia respecto a las células 

normóxicas (p=0.001 vs N+FBS; p=0.005 vs N+NHS), 

independientemente de la adición de NHS o FBS durante el reoxigenación. 

La activación a nivel génico de C5aR1 en las células sometidas a hipoxia, 

se confirmó al analizar la expresión proteica de C5aR1 mediante 

inmunofluorscencia, la cual también fue mayor en las células sometidas a 

hipoxia, respecto a los controles. Respecto a C5L2, encontramos un 

aumento de la expresión génica en aquellas células expuestas a NHS, 

independientemente de si se habían sometido a hipoxia o normoxia 

previamente. La expresión génica del regulador CD59, así como las de 

KIM-1 (marcador de daño renal), colágeno tipo A-1 y vimentina 

(marcadores de fibrosis) fueron mayores en las células sometidas a hipoxia 

respecto a las que no estuvieron. Esta expresión fue independiente de la 

adición de NHS durante la reoxigenación.  

Finalmente, evaluamos los patrones histológicos de C5aR1 y C5L2 en 

biopsias. Analizamos 12 biopsias de pacientes trasplantados renales con 

diagnóstico de función retrasada del injerto y las comparamos con biopsias 

de 8 controles. Detectamos depósitos de C5aR1 en el lado basal y apical de 

la membrana de las células epiteliales tubulares, tanto de biopsias con FRI 

como en controles, siendo esta tinción difusa en las biopsias de pacientes 
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con FRI (33% vs 12.5%). La tinción se observó tanto en túbulos 

proximales como distales, mientras que, en los casos de tinción mínima-

focal, se observó principalmente en los túbulos distales. La intensidad de la 

tinción C5aR1 fue similar entre los casos con FRI y los controles. Respecto 

a la tinción C5L2, los depósitos se localizaron en el endotelio de los 

capilares peritubulares, sin observarse tinción en células tubulares. De 

forma similar a la tinción para C5aR1, los depósitos se observaron tanto en 

biopsias de pacientes con FRI como en controles, pero solo las biopsias de 

pacientes con FRI presentaron tinción difusa. De los 12 pacientes con 

biopsia y FRI, 4 de ellos nunca recuperaron la función renal, todos ellos 

presentaban tinción difusa para C5aR1 y el 70% para C5L2. 
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6. DISCUSIÓN

Los artículos incluidos en esta tesis se enmarcan dentro de un proyecto que 

tiene como objetivo ampliar el conocimiento del papel del sistema del 

complemento en el desarrollo de función retrasada del injerto renal, una 

forma de daño renal agudo, atribuido a la isquemia-reperfusión, y que 

afecta el pronóstico del trasplante.  

El primer artículo analiza el impacto de la función retrasada del injerto en 

los resultados del trasplante renal, y busca aclarar si este impacto es 

dependiente del daño isquémico. Además, evalúa el impacto de la FRI 

según las características del donante recogidas en el KDPI. El segundo 

artículo se centra en evaluar el grado de activación del complemento en 

pacientes con FRI, tanto a nivel plasmático como histológico, y su posible 

implicación pronóstica. Finalmente, el tercer artículo profundiza en los 

mecanismos celulares de la activación del complemento y el daño por 

isquemia-reperfusión, haciendo énfasis en el papel de los receptores de 

C5a, poco estudiados en este contexto. 

Los avances alcanzados en los diferentes ámbitos del trasplante renal se 

han traducido en un aumento de la supervivencia tanto del injerto como del 

paciente a corto plazo, sin embargo, estos mejores resultados no son tan 

relevantes a largo plazo (76). Una de las posibles explicaciones es la 

aparición de complicaciones como la FRI, que continúa afectando a un 

porcentaje importante de los injertos procedentes de donantes fallecidos 

(5). La frecuencia con la que se presenta la FRI, probablemente, esté 

influenciada por los cambios que se han experimentado durante los últimos 

años en el perfil de los órganos trasplantados en nuestro entorno, los cuales 

provienen de donantes más añosos y con más comorbilidades. Este perfil 
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de morbilidad puede hacer más susceptibles a los riñones trasplantados al 

efecto deletéreo de la FRI.  

En nuestro trabajo, analizamos el impacto de presentar FRI, en una cohorte 

de 600 trasplantados renales, seguidos durante una media de 3 años. 

Registramos una incidencia de FRI del 37%. Los pacientes con FRI 

presentaron peores resultados, en términos de mayor riesgo de pérdida del 

injerto de forma global. Estos peores resultados se verificaron tras censurar 

la pérdida del injerto por la muerte del receptor, y después de ajustar por 

variables relacionadas con el propio proceso del trasplante renal, 

características del receptor y del donante. Y no se vieron modificados tras 

la inclusión o exclusión de aquellos pacientes que presentaron algún 

episodio de rechazo agudo, lo que indicaría un efecto independiente de la 

FRI. Estos datos están sustentados en otros estudios recientes que describen 

un mayor riesgo de pérdida del injerto en aquellos pacientes que 

desarrollan FRI (5,77). En nuestro trabajo, registramos un aumento de 

riesgo de pérdida del injerto algo mayor que el descrito en estudios previos 

(5), lo que probablemente se debe a la diferencia entre las cohortes 

anteriormente analizadas y la nuestra, que incluye donantes de mayor edad 

y con más comorbilidades. Por este motivo, incluimos en nuestro análisis la 

evaluación de combinación entre presentar FRI y el valor de KDPI, lo que 

nos permitió valorar el impacto de la FRI según diferentes perfiles de 

donantes. Nuestros resultados muestran que el impacto negativo de la FRI 

en la supervivencia fue más marcado en los injertos procedentes de 

donantes con valores de KDPI elevados (>85%), mientras que aquellos 

injertos con KDPI más bajos, presentaron prácticamente la misma 

supervivencia que aquellos pacientes que no presentaron FRI. Solo un 

estudio previo al nuestro, realizado en población americana, estudió la 

interacción entre KDPI y FRI. Los autores describieron un aumento en la 
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frecuencia de FRI y un descenso de la supervivencia a medida que 

aumentaba el valor del KDPI (78). Nuestro estudio es el primero que 

evalúa la interacción KDPI/FRI en población europea. 

Los resultados de nuestro trabajo mostraron, además, un impacto negativo 

en la función renal alcanzada al año del trasplante en los pacientes con FRI. 

Esto se vio reflejado tanto en los valores medios de creatinina plasmática 

más elevados al año de trasplante en el grupo con FRI comparado con 

aquellos pacientes sin FRI, como tras realizar un test de regresión lineal 

multivariable, en el que la FRI fue un factor de riesgo independiente de 

presentar peor función renal a los 12 meses del trasplante. Estos resultados 

van en concordancia con los descritos por otros grupos (79,80).  

Nuestro estudio tiene varias limitaciones que deben ser consideradas. Por 

una parte, la naturaleza retrospectiva de los datos llevó a la exclusión de un 

número relevante de pacientes, al no tener toda la información necesaria 

para calcular el KDPI. Por otra parte, la gran mayoría de nuestra cohorte 

era de raza caucásica, lo que dificulta la extrapolación de nuestros 

resultados a otros grupos raciales. Finalmente, el bajo número de eventos 

podría afectar el poder estadístico de los modelos multivariantes, esto ha 

sido corregido con un riguroso ajuste de dichos modelos, que refuerza la 

validez de nuestros resultados. 

Por otra parte, este trabajo tiene fortalezas, como un tamaño muestral 

adecuado para confirmar la hipótesis del estudio, una cohorte con 

características clínicas y demográficas representativas de población de 

pacientes trasplantados renales de nuestro entorno con seguimiento a largo 

plazo. Estas características difieren considerablemente de la mayoría de 

cohortes incluidas en estudios previos, en su gran mayoría realizados en 
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población americana, con políticas de asignación de órganos mucho más 

restrictivas y por lo tanto con resultados diferentes. 

En nuestro segundo artículo, nos planteamos evaluar el grado de activación 

del sistema del complemento en un grupo de pacientes trasplantados con 

FRI, comparándolos con un grupo que presentó función renal temprana. 

Desarrollamos un estudio prospectivo en el que incluimos cerca de 60 

pacientes trasplantados renales de donante fallecido, en los que 

cuantificamos los niveles de la fracción soluble del complejo de ataque de 

membrana, de forma basal y al séptimo día tras la intervención. 

Analizamos también el patrón histológico de MAC, C3b y FH en un 

subgrupo de pacientes con FRI, en los que se había realizado una biopsia 

renal por ese motivo. Descartamos pacientes con evidencia de cualquier 

evento inmunológico relacionado con activación del complemento, como el 

rechazo agudo o antecedentes de enfermedades relacionadas con 

alteraciones del complemento. Al comparar los valores basales y en el 7º 

día de MACs, encontramos una dinámica diferente entre los dos grupos. 

Mientras que en el grupo sin FRI, los niveles de MACs prácticamente no se 

modificaron antes y después del trasplante, en el grupo con FRI se objetivó 

un aumento significativo de los mismos. Este aumento fue un factor de 

riesgo independiente para la aparición de FRI tras ajustar por otras 

variables. Detectamos, además, una relación entre mayor aumento de 

MACs y una duración más prolongada de la FRI, así como una peor 

función renal tras el trasplante, entre aquellos pacientes que presentaron 

FRI y aumento >5% de los niveles de MACs, respecto a aquellos en los que 

el aumento fue menor. Estos hallazgos indicarían una relación entre 

concentraciones más elevadas de MACs y las formas más graves de FRI. 

Por otra parte, también observamos una tinción más intensa y extensa para 

MAC, C3b y FH en las biopsias de pacientes con FRI, respecto a los 
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controles, lo que confirmaría la activación local del complemento durante 

este proceso. Estudios previos realizados por nuestro grupo, también 

detectaron niveles más altos de MAC en los pacientes con FRI y 

describieron una relación entre niveles más altos de MAC al 7º día 

postrasplante y una peor función renal en el momento del alta hospitalaria 

(27). Sin embargo, en el estudio antes mencionado, no se analizó la 

dinámica de los niveles de MAC respecto a los valores basales ni se 

correlacionó con resultados a más largo plazo. Otros estudios disponibles 

en la literatura se centran en la medición de MAC los primeros minutos tras 

la reperfusión del órgano. En uno de ellos se reportó un mayor aumento de 

MAC entre los pacientes que posteriormente desarrollaron FRI (28). Otro 

estudio solo detectó un aumento transitorio de MAC tras la reperfusión en 

trasplante procedente de donante en muerte encefálica o tardía, pero no en 

aquellos de donante vivo (19). El estudio de los depósitos histológicos de 

MAC, C3d y FH, nos ha permitido confirmar que la activación local del 

sistema del complemento está aumentada en los pacientes con FRI. Estos 

hallazgos van en concordancia con los resultados obtenidos previamente 

por nuestro grupo en el trabajo (27). En dicho trabajo (27), se reportó un 

aumento de la expresión de MAC y FH en muestras incluidas en parafina 

de pacientes con daño renal agudo de diversas etiologías (incluido la FRI). 

A diferencia del estudio anterior, en este las tinciones se realizaron en 

tejido fresco congelado, aunque el patrón de localización del MAC fue 

prácticamente el mismo, encontramos una diferente localización del FH, 

mientras que en el estudio previo se objetivó tinción a nivel citoplasmático, 

en nuestro estudio actual se detectó a nivel de la membrana basal tubular, y 

mostró una distribución similar a las tinciones de MAC y C3d. Esta 

diferencia podría indicar una mayor especificidad del anticuerpo en las 

muestras de tejido fresco. Por otra parte, en un pequeño grupo de pacientes 
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con FRI que presentaban biopsia de control al año del trasplante, 

observamos que aquellos que tenían más signos de daño crónico como 

fibrosis intersticial y/o atrofia tubular, habían presentado tinción más 

intensa y extensa para MAC, FH y C3d, en la biopsia realizada por FRI. En 

la literatura actual no hemos encontrado otros estudios que valoren 

conjuntamente la relación entre los niveles plasmáticos de MAC, los 

depósitos de MAC, C3d y FH en pacientes con FRI.  

Nuestro estudio tiene algunas limitaciones a considerar. Por una parte, el 

pequeño tamaño muestral no permite un análisis pormenorizado de los 

resultados y limita la validez externa de los mismos. Por otra parte, no se 

incluyeron trasplantes procedentes de donantes tras muerte cardiaca no 

controlada, por lo que los resultados no se podrían aplicar en este subgrupo 

de trasplantes. Sin embargo, nuestro trabajo tiene fortalezas, como la 

inclusión prospectiva de los pacientes que ha permitido la obtención y 

mantenimiento de las muestras de forma idónea para realizar los estudios 

posteriores, además, de tener información clínica y analítica detallada que 

da fiabilidad a nuestros resultados. Por último, consideramos que este 

trabajo aporta información relevante en un campo de creciente interés en la 

comunidad trasplantadora durante los últimos años, como es el papel del 

complemento en el daño del injerto renal.   

En el último estudio incluido en esta tesis, quisimos profundizar en los 

mecanismos involucrados en la activación del sistema del complemento y 

el posterior daño ocasionado durante el fenómeno de isquemia-reperfusión, 

centrándonos en el estudio de los receptores de C5a, poco evaluados en este 

ámbito. Además, estudiamos la activación de vías inflamatorias y 

profibróticas durante este proceso. Desarrollamos un modelo de isquemia-

reperfusión, utilizando células tubulares humanas proximales 
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inmortalizadas (HK-2), las cuales fueron sometidas a hipoxia durante 48 

horas y posteriormente reoxigenación durante 30 minutos con suero rico en 

complemento (NHS) o suero bovino con complemento inactivado por calor 

(FBS). Este modelo nos permitió evaluar, por una parte, la capacidad de 

estas células de generar localmente fracciones del complemento, y por otra 

de ver el efecto de la sinergia entre isquemia y niveles más altos de 

complemento durante el fenómeno de isquemia-reperfusión. Además, 

realizamos tinción inmunohistoquímica para C5aR1 y C5L2 en biopsias de 

pacientes trasplantados con diagnóstico de FRI y un grupo control de 

biopsias realizados al año del trasplante, en pacientes con función renal 

estable, sin proteinuria ni evidencia de daño histológico.  

Evaluamos la expresión de MAC y FH utilizando tinción específica por 

inmunofluorescencia. Las células sometidas a hipoxia mostraron 

claramente valores más altos de intensidad media de fluorescencia, con 

respecto a las células normóxicas, independiente de la adición de suero con 

complemento, lo que nos permitió confirmar la activación local del 

complemento en las células HK-2 en nuestro modelo.  

De forma similar a la expresión de MAC y FH, observamos mayor 

expresión génica de CD59, KIM-1, Colageno A1 y Vimentina en las 

células sometidas a hipoxia, independientemente de la adición de NHS.  

Estos hallazgos muestran una relación entre la activación del complemento 

inducido por la isquemia-reperfusión y una mayor expresión de genes 

relacionados con daño tubular y vías profibróticas. Estudios previos han 

descrito cambios inflamatorios y fibróticos relacionados con el aumento de 

expresión tanto de MAC como de C5a en el daño por I/R. Abe et al (46), 

describen un aumento de la expresión de colágeno tipo IV tras la 

estimulación con MAC de células tubulares proximales. Por otra parte, 
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Peng et al (81), reportaron  mayor proliferación de fibroblastos y aumento 

de la expresión génica de IL-1, IL-6 y TGF-

tubulares, tras estimulación con C5a, en un modelo murino de isquemia-

reperfusión; en este mismo trabajo, la utilización de un antagonista de 

C5aR1 redujo el daño renal y la fibrosis túbulo-intersticial. Estos cambios 

fibróticos, podrían explicar el peor pronóstico a largo plazo de los injertos 

que sufren función retrasada.  

Posteriormente, analizamos la expresión C5aR1 y C5L2 en nuestro modelo 

y en biopsias de trasplantados renales. Detectamos una mayor expresión 

génica de C5aR1 en las células sometidas a hipoxia. Estos resultados son 

coherentes con los obtenidos en las tinciones de biopsias renales, en las que 

observamos una tinción más extensa para C5aR1 en las biopsias con daño 

isquémico (FRI) comparadas con los controles. Diferentes modelos 

murinos han mostrado una relación clara entre la expresión de C5aR1 y el 

daño por isquemia-reperfusión (58,60,82). A diferencia de los estudios 

previos, nuestro trabajo aporta evidencia de expresión de C5aR1 en un 

modelo con células humanas, información escasa en la literatura actual. 

Únicamente otro trabajo ha valorado la relación entre los depósitos 

histológicos de C5aR1, C5L2 y la FRI, sin encontrar diferencias en la 

intensidad de la tinción de estos pacientes, comparados con los controles 

(83). Sin embargo, en ese trabajo no se valoró la extensión de la tinción, 

que sí mostró diferencias en nuestro estudio. 

Respecto a la expresión de C5L2, observamos que el aumento en la 

expresión, solo se relacionó con la adición de NHS, independientemente de 

la exposición a hipoxia o normoxia. El papel del C5L2 en diversos 

procesos fisiopatológicos, incluido el daño por isquemia-reperfusión no 

está claramente definido. Estudios previos basados en modelos con ratones 
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knock-out para C5L2, han mostrado protección contra el daño por I/R y 

menor aparición de fibrosis respecto a ratones wild-type. Salvo el estudio 

ya mencionado previamente, en el que se evaluó la tinción de C5L2 en 

biopsias de trasplantados renales, no hemos encontrado más datos en la 

literatura que evalúen C5L2 en muestras humanas. A diferencia del estudio 

anterior, nosotros no detectamos tinción a nivel tubular, pero sí a nivel del 

endotelio de capilar peritubular, tanto en biopsias de pacientes con FRI 

como en los controles. Sin embargo, solo las biopsias de pacientes con FRI 

mostraron tinción difusa (>50% de los capilares peritubulares). Nuestro 

trabajo es el primero que describe la presencia de tinción positiva en capilar 

peritubular de pacientes con FRI.  

El daño isquémico renal se ha relacionado con disfunción endotelial y 

aumento de citoquinas inflamatorias en los capilares peritubulares, proceso 

denominado micro vasculopatía intersticial, el cual, podría retrasar la 

recuperación de la función renal tras el daño por isquemia-reperfusión 

(84,85). Por otra parte, la expresión de C5L2 se ha relacionado con 

procesos inflamatorios a nivel endotelial (86). En esta línea, Thorenz et al 

(73), describen la presencia de células inmunológicas que expresaban 

C5aR1 y C5L2 alrededor de los capilares y túbulos renales tras IRI. 

Además, encontraron que la integridad de la red capilar peritubular se 

mantuvo mejor en aquellos los ratones que no expresaban C5aL2.  

Por estos motivos, planteamos la posibilidad de que la expresión de C5L2 

en los capilares peritubulares podría reflejar la activación y el daño 

endotelial inducido por IRI en los pacientes con FRI. Sin embargo, 

consideramos que son necesarios estudios adicionales para confirmar esta 

hipótesis.  
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Nuestro trabajo tiene algunas limitaciones. En primer lugar, la falta de 

estudios funcionales específicos no nos permite establecer un mecanismo 

directo de causa-efecto entre la activación del complemento y la 

estimulación de vías inflamatorias o profibróticas. Sin embargo, creemos 

que el diseño de nuestro modelo de hipoxia-reoxigenación con diferentes 

situaciones experimentales, permite mostrar que existe una relación 

evidente. Por otra parte, la muestra reducida de biopsias renales dificulta la 

exploración de la relación entre diferentes patrones histológicos y la 

evolución posterior de los injertos. Aun así, nuestro trabajo es el primero 

que evalúa conjuntamente la expresión de los receptores de C5a en un 

modelo in vitro con células tubulares humanas y en biopsias renales de 

pacientes trasplantados. Además, hemos diseñado un modelo de hipoxia-

reoxigenación válido para profundizar en los mecanismos del daño por el 

sistema del complemento durante el proceso de isquemia-reperfusión, lo 

que nos ayudará a ampliar los conocimientos en este campo.  



78 

CONCLUSIONES 



79 

7. CONCLUSIONES

El avance en el conocimiento de los mecanismos involucrados en el daño 

del injerto renal es fundamental para desarrollar estrategias terapéuticas 

dirigidas a mitigar dicho daño y así mejorar el pronóstico a largo plazo del 

trasplante renal. 

1.- El daño por isquemia-reperfusión desempeña un papel primordial en la 

aparición de la función retrasada del injerto. Este daño parece afectar de 

forma más marcada a los injertos procedentes de donantes mayores y con 

más comorbilidad, de manera que el desarrollo de estrategias que ayuden a 

disminuir la aparición de esta complicación en este grupo de pacientes es 

fundamental. 

2.- El sistema de complemento está implicado en el daño por I/R. La 

gravedad de la FRI parece estar relacionada con mayor activación del 

complemento. 

3.- La cuantificación de la fracción soluble del complejo de ataque de 

membrana podría ser un marcador fiable para medir la activación del 

complemento en este contexto, lo que permitiría detectar pacientes con 

formas más graves de FRI y que podrían beneficiarse de pautas con 

fármacos inhibidores del complemento.  

4.- La activación del complemento secundaria a la I/R se relaciona con la 

estimulación de vías inflamatorias y profibróticas, lo que podría explicar el 

desarrollo de daño crónico y el peor pronóstico en los pacientes con FRI. 

5.- La interacción de C5a con su receptor C5aR1en las células tubulares 

renales tiene un papel relevante en el daño por I/R. Aunque C5L2 no se 
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expresa en estas células, su expresión en el endotelio de los capilares 

tubulares podría estar relacionada con lesión endotelial por I/R a este nivel.  
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8. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Nuestras líneas de investigación futuras están encaminadas a profundizar 

en el estudio de los mecanismos de lesión inducidos por la activación del 

complemento a nivel renal. 

Para ello, y con objetivo de explorar la utilidad como herramienta 

diagnóstica y pronóstica de la cuantificación de los niveles plasmáticos de 

MAC, valoraremos de forma retrospectiva, la dinámica de estos en 

cohortes de pacientes trasplantados renales con diagnóstico de rechazo 

celular agudo, rechazo humoral agudo y rechazo humoral crónico.  

Además, profundizaremos en el estudio de la utilidad pronóstica de las 

tinciones de C5aR1 y C5L2 en los pacientes con daño renal, tanto de origen 

isquémico como por otras patologías. Para ello ampliaremos la cohorte de 

biopsias de pacientes con función retrasada del injerto, evaluaremos la 

expresión de estos receptores en biopsias de riñones nativos con 

diagnóstico de necrosis tubular aguda o patología glomerular.  

Por último, intentaremos diseñar estudios funcionales en nuestro modelo de 

hipoxia/re-oxigenación utilizando inhibidores de diferentes fracciones del 

complemento, con el objetivo de intentar identificar nuevas dianas 

terapéuticas que ayuden a mitigar el daño por I/R en la célula tubular 

proximal renal. 
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