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introducción

En pacientes con insuficiencia renal crónica se observan trastornos lipídicos que persisten después del trasplante renal. Estas alteraciones no sólo constituyen un factor de riesgo aterogénico con implicancias en el aumento de la morbi-mortalidad de estos pacientes, sino que contribuyen también a incrementar el desarrollo y progresión de la disfunción del injerto y pérdida del mismo (1). El rasgo característico del rechazo crónico es la ateroesclerosis generalizada con perivasculitis que afecta a todo el árbol arterial del órgano trasplantado (2). En lo que se refiere a la dislipidemia en pacientes con insuficiencia renal crónica terminal se observa un incremento de los triglicérideos (TG) y con menor frecuencia del colesterol (Col) plasmático (3). Los TG aumentan en todas las fracciones lipoproteicas (LP) y el Col lo hace particularmente en las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y las de muy baja densidad (VLDL), al mismo tiempo que disminuye en la fracción lipoproteica de alta densidad (HDL). En la insuficiencia renal crónica se ha observado además, que disminuyen los ácidos grasos polinosaturados (PUFAs) del plasma y aumentan los ácidos (AG) saturados. De manera tal que una terapéutica capaz de reducir y corregir la dislipoproteinemia en los enfermos renales daría resultados beneficiosos disminuyendo las alteraciones que provoca el mencionado trastorno (4).

El trasplante renal no hace desaparecer el dismetabolismo observado en los pacientes con insuficiencia renal aunque modifica el perfil lipídico que presentan los enfermos no trasplantados. En general se reduce la hipertrigliceridemia, se agrava la hipercolesterolemia y se produce intolerancia a la glucosa (5). 

El rechazo del órgano trasplantado se previene y/o se trata con drogas inmunosupresoras tales como la ciclosporina (CsA), un undecapétido cíclico, hidrofóbico, derivado de un metabolito fúngico capaz de atravesar la membrana celular y unirse a las proteínas intracitoplasmáticas de la familia de las ciclofilinas. Este complejo droga-receptor inhibe la actividad fosfatasa de la calcineurina, la que es necesaria para estimular la activación de los genes Ca2-dependientes que sintetizan interleuquinas (IL) 2, IL 3, IL 4, factor estimulador de las colonias de granulocitos y macrófagos, y el factor de necrosis tumoral-(. Esto trae como consecuencia la disminución de la señal para la activación y la expansión clonal de los linfocitos T citotóxicos, e interferón gamma (6). A pesar de que estos efectos son beneficiosos en el sentido que previenen el rechazo agudo y crónico, la CsA posee efectos adversos sistémicos. En seres humanos con trasplante renal los resultados de la hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia son controvertidos. En general, se observa un aumento más acentuado del Col total del plasma y del que se localiza en la fracción de lipoptroteínas de muy baja densidad. Varios autores han observado una correlación directa entre los niveles sanguíneos de CsA y el colesterol total del plasma (7). No obstante, sabiendo que el esteroide per se es hipercolesterolémico, el efecto no puede atribuirse únicamente a la CsA cuando la terapia es combinada. En este sentido se ha observado una reducción de los niveles de Col si se suprimen los corticoides (8). Por otra parte, la monoterapia con CsA en pacientes con enfermedades no renales produce un aumento significativo de los niveles de Col y triglicéridos séricos (9).

 Situaciones similares se producen con el advenimiento de nuevos agentes inmunosupresores como el Sirolimus (SRL), antibiótico macrólido aislado del Streptomyces higroscopicyus, inicialmente utilizado por sus propiedades antimicótica y antitumoral. (10). El SRL, droga liposoluble, atraviesa la membrana celular y se une al receptor citoplasmático inmunofilina. El complejo así formado inhibe la progresión del ciclo celular de fase G1 a S bloqueando e inhibiendo numerosas vías de señales de transducción en células T, así como de células no pertenecientes al sistema inmunológico (fibroblastos, células endoteliales, hepatocitos, células de osteosarcoma y células de músculo liso de la pared vascular). Además, inhibe la proliferación celular estimulada por citoquinas y la maduración celular. Respecto a los lípidos séricos, produce un aumento importante en los niveles de Col y TG. La hipercolesterolemia es más marcada en pacientes tratados con SRL que en los tratados con CsA (11). El impacto de los efectos colaterales que presenta es aún desconocido al igual que los mecanismos que dan por resultado la hiperlipidemia.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto que producen distintos inmunosupresores individualmente, sobre el metabolismo lipídico en ratas sometidas a trasplante renal.

Material y métodos

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar, exocriadas, machos, adultos. Los animales se mantuvieron en ambiente climatizado a 20-24Cº con ciclo de luz/oscuridad de 12 hs. A los mismos se mantuvieron con ayuno de 24 hs previamente al acto quirúrgico, toma de muestras y sacrificio. Se realizó el trasplante renal heterotópico según técnica descripta por Lausada y col. (12) Los receptores se dividieron en distintos lotes (con una N de 10 receptores cada uno) de acuerdo al tratamiento inmunosupresor instaurado desde el primer día postoperatorio hasta el momento del sacrificio a los 30 días del postoperatorio. Lote trasplante control (lote TX): Los receptores no recibieron tratamiento inmunosupresor. Lote ciclosporina A (lote CsA): las ratas fueron tratadas con CsA 15 mg/kg. Lote sirolimus (lote SRL); ls ratas fueron tratadas con SRL 3 mg/kg vía oral. Lote metilprednisona (lote MP): las ratas fueron tratadas con metil-prednisona 1 mg/kg vía oral. Lote de ratas sin trasplantar y sin tratar: Se incluyeron 10 ratas de las mismas características las cuales no fueron sometidas a trasplante así como tampoco fueron tratadas con los inmunosupresores para obtener los datos fisiológicos de la cepa. A este lote lo denominamos: lote control 
Una semana previa al trasplante se obtuvieron muestras de sangre para determinar: Colesterolemia, trigliceridemia, uremia y creatininemia.

Al día 30 del p/o se sacrificaron las ratas para extraer sangre y riñón trasplantado (RT) en los que se realizaron las siguientes determinaciones. Separación de plasma y eritrocitos. Obtención de membranas de eritrocitos. Obtención de microsomas renales. Determinación de la composición de AG de lípidos totales de microsomas renales (utilizando cromatografía gas-líquido). Determinación de lípidos neutros y polares en microsomas renales (utilizando cromatografía en capa fina). Colesterolemia, trigliceridemia, uremia y creatininemia. (utilizando kits enzimáticos comerciales). Microscopía óptica del riñón trasplantado y del riñón propio. 

Resultados

En la tabla 1 se presentan los resultados de urea y creatinina obtenidos al momento del sacrificio. Los valores de creatinina oscilan dentro de los valores fisiológicos de creatininemia de la rata de laboratorio, a pesar del deterioro observado en la histología de los RT en los receptores sin tratamiento inmunosupresor . Sin embargo, la uremia presenta un aumento estadísticamente significativo en todos los lotes estudiados respecto a los valores basales.

En la tabla 2 se detallan los valores obtenidos de lípidos séricos de las ratas controles y de los receptores tratados y no tratados al cabo de 30 días del p/o. Se observa un incremento de la trigliceridemia en todos los lotes, siendo más evidente en el lote tratado con MP. Con respecto al Col total y las distintas LP se observa un aumento significativo del Col total en los receptores tratados con las drogas inmunosupresoras, mientras que la fracción HDL no presenta cambios. Los valores de VLDL se encuentran aumentados de manera altamente significativa en todos los receptores y los de LDL en los lotes tratados con los distintos inmunosupresores.

La composición de AG de lípidos totales de microsomas renales se detalla en las Figura 1. En general, teniendo en cuenta los AG mayoritarios se observa, un aumento de los AG saturados y MUFAs (palmítico, esteárico y oleico) y una disminución de los PUFAs linoleico y araquidónico, que es mas marcada aún en los receptores sin terapia inmunosupresora.

Los porcentajes relativos de PL y Col libre de microsomas renales se detallan en la Figura 2. En general se observó un comportamiento similar, con un aumento del Col libre a expensas de la disminución de los PL, tanto en los receptores sin tratamiento como en los tratados con las distintas drogas inmunosupresoras, al compararlos con datos basales. 

La composición de AG de las membranas de eritrocitos se grafica en la Figura 3. El descenso del 18:1 n-7 que se observa en el lote TX con respecto al control, regresa a sus valores basales con los diferentes tratamientos inmusupresores. El aumento del 22:4 n-6 se observa en todos los lotes. Se puede notar además, un aumento del 18:1 n-9 en los lotes TX y CsA, y del araquidónico en los grupos TX y SRL. Los receptores tratados con CsA mostraron un descenso del 20:4 n-6, con respecto al control. La disminución del 18:2 n-6 se pudo detectar en todos los animales trasplantados. Se produce una disminución del palmitoleico en el lote MP y un incremento del 22:5 n-6 en el lote CsA.

El valor porcentual que surge de la sumatoria de AG de la serie n-3: ((= 22:5n-3 + 22:6n-3) obtenido de la composición de AG totales de membrana de eritrocitos se observa en la Figura 4. Las ratas controles presentan valores similares a los hallados en seres humanos bajo dietas convencionales denominado índice Omega-3 ((=eicosapentaenoico + docosahexaenoico). 

Conclusiones 

Con ambas monoterapias SRL y CsA se observo una marcada disminución de los cambios histopatológicos compatibles con rechazo, no observándose importantes diferencias morfológicas entre ambos tratamientos. Las lesiones histopatológicas compatibles con rechazo del riñón trasplantado fueron similares entre los lotes TX y MP. 

Todos los receptores exhibieron un perfil adverso de lípidos séricos con un incremento altamente significativo de TG y LDL-C acompañado del descenso de HDL-C, respecto al control. Estas diferencias fueron más acentuadas en el lote MP. 

El impacto del dismetabolismo lipídico de los animales trasplantados se extendió a los lípidos totales de los microsomas renales. El aumento de C acompañado del descenso significativo de los PL respecto al lote control, se puso de manifiesto tanto en los RT como en los RP. De manera tal que no es posible discernir si es una modificación provocada por las drogas inmunosupresoras o un síndrome de repercusión sistémica causado por rechazo al injerto. 

La composición de AG de lípidos totales de microsomas renales de las ratas trasplantadas, reveló un aumento de los AG saturados y MUFAs a expensas de una disminución de los PUFAs que se puede corroborar a través del cociente Sat/Insat en todos los lotes. A pesar del impacto de la dislipemia postrasplante que provoca modificaciones en la composición de AG de lípidos totales de membrana de glóbulos rojos, el descenso de los AG de la serie n-3 que se encuentra disminuido significativamente en los receptores no tratados regresa a valores aceptables bajo el tratamiento inmunosupresor. Lo cual demuestra una vez más la importancia del diagnóstico precoz de episodios de rechazo.

El deterioro del perfil de lípidos séricos, y el descenso de los AG de la serie n-3 observado bajo el tratamiento con MP coinciden con la tendencia actual de excluir a los esteroides en los protocolos de inmunosupresión postrasplante.
Gráficos y Tablas

Tabla1: Uremia y creatininemia al momento del sacrificio.

	
	CONTROL

(N=10)
	TX

(N=6)
	CsA

(N=6)
	SRL

(N=8)
	MP

(N=9)

	Creatinina (mg/dl)
	1,10 ( 0,05
	1,05 ( 0,03
	0,83 ( 0,06
	0,85 ( 0,04
	1,19 ( 0,06

	Urea

(mg/dL)
	0,40 ( 0,04
	   0,65 ( 0,02**
	   0,68 ( 0,04**
	    0,66 ( 0,05**
	  0,69 ( 8,0**


Los datos representan la media ( ES. (**) P<0,01 vs control.
Tabla 2. Lípidos séricos evaluados al momento del sacrificio

	
	CONTROL

(N=10)
	TX

(N=6)
	CsA 

(N=9)
	SRL 

(N=8)
	MP 

(N=6)

	TG (g/l) 
	16,7 ( 0,7
	63,4 ( 7,8***
	61,0 ( 3,0***
	56,2 ( 6,2***
	97,0 (1,0***

	CT (mg %)
	34,6 ( 0,2
	  47,6 ( 3,3
	76,0 ( 7,0***
	53,2 ( 4,7***
	64,0 ( 6,0***

	C-HDL (mg %)
	24,9 ( 0,2
	  26,0 ( ,06
	  28,0 ( 3,0
	  27,1 ( 1,8
	22,3 ( 2,3

	C-VLDL (mg %)
	3,3 ( 0,1
	12,7 ( 1,6***
	15,2 ( 1,5***
	11,2 ( 1,3***
	18,4 ( 1,4***

	C-LDL (mg %)
	6,1 ( 0,3
	    8,9 ( 2,5
	17,7 ( 3,6***
	16,6 ( 2,3***
	22,9 ( 5,9***


Los datos representan la media ( ES. TG triglicéridos, CT colesterol total, C-HDL colesterol-HDL, C-VCLDL colesterol-VLDL, C-LDL colesterol-LDL. (***) P<0,001 vs. Control. (&&) P<0,01 y  (&&&) P<0,001 vs TX.
Figura 1: Composición de ácidos grasos de lípidos totales de riñones trasplantados
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Los datos representan la media ( ES. (*) P<0,05 vs control. (&) P<0,05 y (&&) P<0,01 vs TX.
Figura 2: Lípidos totales de microsomas renales
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        Los datos representan la media ( ES. (*) P<0.05 vs control.

Figura 3: Composición de ácidos grasos de membrana de eritrocitos
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Los datos representan la media ( ES. (*) P<0,05 vs Control. (&) P<0.05 vs TX

Figura 4: Sumatoria de ácidos grasos de la serie n-3
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Los datos representan la media ( ES. (***) P<0,001 vs Control. (&&) P<0,01, (&&&) P<0,001 vs TX
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