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MONITOREO INMUNE PRE TRASPLANTEMONITOREO INMUNE PRE TRASPLANTE

•• SelecciSeleccióón del donante compatiblen del donante compatible
Tipaje HLATipaje HLA

CrossmachCrossmach

BBúúsqueda de anticuerpos citotsqueda de anticuerpos citotóóxicosxicos

•• IdentificaciIdentificacióón de riesgo inmunoln de riesgo inmunolóógico gico 
SubpoblaciSubpoblacióónn linfocitarialinfocitaria

CaracterizaciCaracterizacióón inmunoln inmunolóógica del pacientegica del paciente



2. Ensayos funcionales 2. Ensayos funcionales 

EvaluaciEvaluacióón de n de citoquinascitoquinas

Ensayo Ensayo ImmuknowImmuknow

ProliferaciProliferacióón celular: n celular: 

Actividad Actividad citolcitolííticatica: : Perforina, Grandzima

3. Tecnolog3. Tecnologíía a gengenóómicamica

METODOS METODOS para para EVALUAREVALUAR respuesta inmune celular respuesta inmune celular 
del receptor del receptor PRE y POST TRASPLANTEPRE y POST TRASPLANTE

1. 1. FenotipajeFenotipaje de de ccéélulaslulas TT

InmunofenotipajeInmunofenotipaje

DeterminaciDeterminacióón de cn de céélulas T reguladoras:  lulas T reguladoras:  CD25FoxP3CD25FoxP3

NivelesNiveles de CD30de CD30



INMUNOFENOTIPAJE  INMUNOFENOTIPAJE  

• Marcadores de activaciMarcadores de activacióónn:: CD25, CD69, CD71, CD28, CD80, 
CD86,     HLA-DR

• CCéélulas T memorialulas T memoria
Efectores: CD127-, CD62L-, CCR7-
Central: CD27+, CD62L+, CCR7+

• CCéélulas B: lulas B: CD30sCD30s, anticuerpos , anticuerpos antianti HLA (NCI)HLA (NCI)

•• Linfocitos T citotLinfocitos T citotóóxicos (CTL)xicos (CTL)
CD107 en células T CD8+. CD16 en células NK
Perforina intracelular o granzima

Ventajas Ventajas DesventajasDesventajas

Fácil de detectar
Poco volumen de 

muestra

Expresión no específica
Altos niveles basales



LAS CITOQUINAS EN EL TRASPLANTE

Los niveles de síntesis de citoquinas están influenciados por 
polimorfismos asociados a sus genes.

La influencia de estos polimorfismos se ejerce:
• Regulando la expresión génica (transcripción)
• Alterando en la proteína dominios de interacción
• Indirectamente por ser un marcador de una mutación 
funcional

•• Inmunoterapia (terapia gInmunoterapia (terapia géénica)nica)
•• PredisposiciPredisposicióón al rechazon al rechazo
•• DetecciDeteccióón precoz del rechazon precoz del rechazo



Polimorfismos 
asociados a 

Trasp. 
Corazón 

Trasp. 
Hígado 

Trasp. 
Riñón 

Trasp. 
Pulmón 

TNF-α R. Agudo ↑ R. Agudo  ↑ R. Agudo  ↑  

IL-10 (Th2) R. agudo  ↓ 
R. agudo 

HVC 
recurrente ↑ 

R. Agudo ↓  

INF-gamma 
(Th1) R. Agudo ↑ HVC 

recurrente  ↓ R. Agudo ↑ Fibrosis  ↑ 

TGF-β1  HCV 
recurrente ↓ 

R. Crónico, 
Fibrosis renal 
(ciclosporina) 

R. Crónico 
Fibrosis 

 
 

Algunos mediadores inmunolAlgunos mediadores inmunolóógicos en varios tipos de gicos en varios tipos de 
trasplante y su relacitrasplante y su relacióón con el rechazon con el rechazo



Principales polimorfismos asociados a genes de 
las citoquinas

Citoquina Polimorfismo Localización Alelo mayor 
productor 

TGF-β1 Codón 10 Lue/Pro 
Codón 25 Arg/Pro 

Sec. señal 
Sec. señal 

Leu 
Arg 

TNF-α -308 A/G Región promotora A 

IL-10 
-1082 A/G 
- 819 C/T 
- 592 A/C 

Región promotora 
Región promotora 
Región promotora 

 
Haplotipo 

GCC 

INF-gamma CA repeat (STR) Primer intrón Alelo 2 
 

 



CitoquinasCitoquinas

PPaaccienientetess TNFTNFαα ––308 G/A308 G/A
0901 G/A H
0902 G/A H
0903 G/G L
0904 G/G L
0905 G/A H
0906 G/G L
0907 G/G L
0908 G/G L
0909 G/G L

El polimorfismo El polimorfismo --308: 308: AlelosAlelos TNF1 (G/G) y TNF2 (G/A y A/A)TNF1 (G/G) y TNF2 (G/A y A/A)



Citoquina TNFα -308 A/G

Paciente
Tiempo

Transplante
Evolución Genotipo Nivel de 

expresión
0901 1 año R. agudo G/A Alto
0902 3 años R.crónico G/A Alto
0905 15 años Aterosclerosis G/A Alto

0907 13 años No rechazo G/G Bajo

0909 18 años No rechazo G/G Bajo

0904 4 años No rechazo G/G Bajo
0903 6 meses ? G/G Bajo

0906 1.5 años ? G/G Bajo

0908 2 años ? G/G Bajo



ELISPOTELISPOT

Intensidad/tamaño del spot = capacidad relativa de las 
células para secretar IFNγ

CuantificaciCuantificacióón n 
de cde céélulas lulas 

productores de productores de 
IFNIFNγγ

Ventajas Ventajas 
- Sensible 1/105-6 células

ELISA (100/105-6 cél)
- Puede aplicarse para diferentes 
tipos celulares 
- Detecta citoquinas después de 
un breve tiempo de exposición 
- Reproducible

DesventajasDesventajas

- Requiere equipamiento y 
sistemas automatizados



Separación magnética
células CD4+

ATPATP ATPATP ATPATP

Detección
ATP

Luminómetro

Estimulación
Linfocitos c/PHA

Lavar
Incubate 
15-18 h

“In Vitro CMI: Rapid Assay for Measuring Cell-Mediated Immunity”, CRC Press, 2002

ENSAYOS FUNCIONALESENSAYOS FUNCIONALES



KowalkiKowalki R et al. R et al. TransplantationTransplantation, 2006:82:663, 2006:82:663--668668



NUEVAS TECNOLOGNUEVAS TECNOLOGÍÍAS GENAS GENÓÓMICASMICAS



RTRT--PCR EN TIEMPO REAL PCR EN TIEMPO REAL 

Determina los niveles de expresiDetermina los niveles de expresióón de genes asociados con el n de genes asociados con el 
rechazo agudo y crrechazo agudo y cróónico. nico. 

RTRT--PCR en tiempo real o cinPCR en tiempo real o cinééticatica
•• ReducciReduccióón del tiempo de ann del tiempo de anáálisis. lisis. 

•• Disminuye el riesgo de Disminuye el riesgo de 
contaminaciones. contaminaciones. 

Identifican genes cuya 
abundancia relativa de RNA se 
modifica bajo diferentes 
condiciones biológicas. La 
alteración en la expresión es un 
marcador del proceso patológico 
subyacente.



UTILIDAD EN EL DIAGNUTILIDAD EN EL DIAGNÓÓSTICOSTICO

RTRT--PCR en tiempo real PCR en tiempo real 

1. Muthukumar T, Dadhania D, Ding R, et al. Messenger RNA for FOXP3 in the urine of
renal-allograft recipients. N Engl J Med 2005; 353:2342-2351.
2. Matthews K. FOXP3 mRNA in the urine of renal allograft recipients predicts outcome of
acute rejectionNature Clinical Practice Nephrology 2006,2:122-123

Urinary FOXP3 Messenger RNA and Renal-Allograft Rejection

n=83                n=83                
Rechazo agudo: 36Rechazo agudo: 36

NefropatNefropatííaa crcróónica del injerto: 18nica del injerto: 18
Biopsia normal: 29Biopsia normal: 29

Medida Rechazo 
agudo NCI Biopsia 

normal

Radio de RNAm de FoxP3 3,8+0,53,8+0,5 1,3+0,71,3+0,7 1,6+0,4



MicroensayosMicroensayos o o MicroarrayMicroarray

Analiza miles de genes simultáneamente por fluorescencia
Estudia mutaciones de uno o varios genes al mismo tiempo. 
Evalúan la expresión génica en un tejido, la expresión de 
marcadores relacionados con una enfermedad, el 
polimorfismo de genes, etc.
Perfiles de expresión génica (PEG): Análisis alteraciones del 
nivel de expresión de genes en una determinada situación 
patológica o fisiológica e identifica de forma rápida el o los 
genes implicados.
Predecir el riesgo de rechazo 
Desarrollar un Test molecular: GENES DE TOLERANCIA



MICROARRAYMICROARRAY DE DE ADNADN



MICROARRAYMICROARRAY DE DE ADNADN

Cohorte de 17 pacientes con trasplante renal 
Biopsia: 6 y 12 meses. 

Objetivo del estudio: Objetivo del estudio: 
Determinar qué genes expresados en la biopsia a los 6 meses 
poseían valor pronóstico de NCIR al año. 

Resultados: Resultados: 
• 65 (12 000 genes investigados (plataforma GeneChip de      
Affymetrix) clasificaron los pacientes correctamente en NCIR. 
• 10 genes predictores de aparición de NCIR en el 88%
• Altos niveles de ARN mensajero para TGF-β protege para el 
desarrollo de NCI

Scherer A y col. Early prognosis of the development of renal chronic allograft rejection by 
gene expression profiling of human protocol biopsies. Transplantation 2003; 75:1323-1330. 



Estudio Estudio MulticMulticééntricontrico e Internacionale Internacional
(Reino Unido, Alemania, B(Reino Unido, Alemania, Béélgica, Francia, Italia, Canadlgica, Francia, Italia, Canadáá, EUA), EUA)

BUSQUEDA DE MARCADORES DE TOLERANCIA AL 
TRASPANTE

1.1. Conteo de linfocitos  Conteo de linfocitos  
2.2. EnsayoEnsayo ImmuKnowImmuKnow
3.3. NivelesNiveles de CD30sde CD30s
4.4. DeterminaciDeterminacióón de n de AcAc contra el donantecontra el donante
5.5. Determination de Determination de ccéélulaslulas T T regreg circulantescirculantes
6.6. Ensayo ELISPO: IFN Ensayo ELISPO: IFN γγ
7.7. Estudio de expresiEstudio de expresióón gn géénica y rechazo: nica y rechazo: MicroarrayMicroarray

Europe research on transplantation tolerance: indices of
tolerance reprogramming the immune system for the 
establishment of tolerance (RISET) and transplantation research
integration in Europe (TRIE)   K. Wood, M. Goldman



PacientePaciente CondiciCondicióónn
FunciFuncióón n 

renalrenal CreatininaCreatinina

Tolerantes 

Bajo   
Respondedores 

Estable 

Menos estables  

Rechazo crónico 

Sin IS Estable >1 año <160 umol/ L

Prednisoma
(10 mg/día)

Estable >1 año <160 umol/ L

ICN Estable >1 año <160 umol/ L

Triple terapia Estable >1 año <160 umol/ L

IS adecuada Nefropatía
Elevada. Depósito de 

complemento, 
infiltracion

Grupo de PacientesGrupo de Pacientes



Ensayos Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Conteo de 
linfocitos NS

Immukow Mod. Mod. Mod-Alta Alta ↓ Alta

ELISPOT 
TNFγ

No 
Prolif. No Prolif Mod

Prolif Prolif Prolif.

Niveles de 
CD30s ↓ ↓↓ ↓↓ ↑↑ ↑↑

Ac contra el 
donante 

específicos
No No No No Si

Celulas Treg
circulantes 

↑ CD4 act
↓ CD25+

↑ CD4 act
↓ CD25+

↓↓ CD4 act
↓↓ CD25+

↓↓ ↓↓ CD4 act
↓↓ CD25+

↓↓ ↓↓ ↓↓

Microarray 15

RESULTADOS RESULTADOS 



COMBINACICOMBINACIÓÓN DE BIOMARCADORES  N DE BIOMARCADORES  
Permite clasificar pacientes en grupos de riesgo

Incluyendo 15 genes significativos Incluyendo 15 genes significativos 

Porcentaje de cPorcentaje de céélulas CD25,lulas CD25,

Conteo de cConteo de céélulas T y B lulas T y B 

Radio de frecuencia de IFNRadio de frecuencia de IFNγγ

CONCLUSIONESCONCLUSIONES

Capacidad diagnóstica de BIOMARCADORES.



FUTURO DE LOS ESTUDIOS GENFUTURO DE LOS ESTUDIOS GENÓÓMICOSMICOS

Buscar BIOMARCADORES MOLECULARES que indiquen Buscar BIOMARCADORES MOLECULARES que indiquen 
TOLERANCIA al trasplanteTOLERANCIA al trasplante

•• Aumentar la Aumentar la sobrevidasobrevida del trasplante.del trasplante.
•• Reducir los problemas asociados al rechazo crReducir los problemas asociados al rechazo cróónico.nico.
•• Minimizar la inmunosupresiMinimizar la inmunosupresióón y hacerla n y hacerla 

individualizada.individualizada.

Ensayos de laboratorios: Ensayos de laboratorios: TestTest de vigilanciade vigilancia

CUANTITATIVOS, ESPECCUANTITATIVOS, ESPECÍÍFICOS; REPRODUCIBLES Y VIABLES.FICOS; REPRODUCIBLES Y VIABLES.
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