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RESUMEN

El trasplante renal de donante vivo ha demostrado varias ventajas comparado con el de
donante cadavérico, como el tiempo menor de espera y mejores resultados en los
pacientes trasplantados. En nuestro pais, el nUmero de pacientes en lista de espera
crece anualmente en forma mas acelerada que los drganos disponibles y provoca la
ampliacion de las condiciones de aceptacion de los donantes renales. Las
caracteristicas de los donantes vivos se han modificado por la flexibilizaciéon en los
requisitos necesarios. En la practica clinica actual, la evaluacién de la funcién renal se
realiza por la medicion del aclaramiento de la creatinina o la estimacion de la TFG por
ecuaciones, las cuales presentan serias limitaciones mientras que la cuantificacion de
iothalamato permite lograr una alta especificidad.

El objetivo de esta tesis fue determinar la evolucién del filtrado glomerular en donantes
renales vivos post-nefrectomia mediante la evaluacion del clearance de iothalamato.
Este objetivo se llevé a cabo en una primera instancia con la evaluacion del método
empleado aplicando los protocolos de la Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI).
Se estudio la poblacién de donantes renales vivos del Hospital Privado Universitario de
Cdrdoba a quienes se les haya medido previamente el filtrado glomerular con clearance
de iothalamato. A los mismos, se les realiza una nueva determinacion del clearance
posterior a la nefrectomia junto a la evolucién clinica a largo plazo.

La estabilidad de las muestras de plasma y orina para la determinacion de iothalamato
por HPLC se determiné en 30 dias y varios pardmetros de la metodologia fueron
evaluados: La linealidad del método fue de 0 a 120 pug/mL de iothalamato en plasmay
en unrango de 0 a 1000 pg/mL en orina. La determinacién del Limite de Deteccién (LoD)
fue de 0,3 pg/mL en plasma y de 0,6 pg/mL en orina. El Limite de Cuantificacion del
método (LoQ) fue de 1,0 pg/mL en plasma y de 2,0 ug/mL en orina. La evaluacion de
precision en plasma fue de 0,9 % y de 3,9 % en orina. El Intervalo de referencia del
Clearance de lothalamato determinado por un método cromatografico de alta resolucién
(HPLC), fue de 88,8 — 141,7 mL/min/1,73 m? para el sexo femenino y de 93,7 — 147.3
mL/min/1,73 m? para el masculino. La variabilidad biol6gica intra-individual (CVw)
calculada de la TFG fue de 4,1 % y la variabilidad inter-individual fue de 13,1 % en el
mismo grupo. El valor de referencia de cambio fue de 15,6 %.

En la valoracion del filtrado glomerular en Donantes renales vivos, se incluyeron en el
estudio de valoracién del filtrado glomerular 189 donantes quienes fueron aceptados
entre el aflo 2007 y 2017. Las ecuaciones se proponen como la mejor alternativa para

estimar el FG en poblacién sana. Las caracteristicas étnicas de la poblacién argentina
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(mezcla aborigen-espafiol-italiana) suma otro elemento que debe ser considerado. Se
observo el mayor efecto de subestimacion con TFG mayores a 60 mL/min/1,73m?,
particularmente con MDRD, la cual clasifico erroneamente el 38,6 % de los donantes
post-nefrectomia. La ecuacién CKD-EPI se evidencié una subestimacion en todos los
rangos etarios. Los valores de compensacion observados post-nefrectomia variaron
entre el 62 % y 76 % entre los 3 meses y 10 afios post-nefrectomia. Esto adquiere gran
importancia cuando es necesaria la determinacion precisa de la TFG en el cuidado como
en la seleccién de los donantes renales con criterios expandidos. Las guias KDIGO
afirman la necesidad de determinar la TFG, pero no establece la metodologia mas
adecuada a aplicar. En el estudio se analizaron diferentes factores como posibles
predictores de TFG menores a 60 mL/min/1,73 m? post-nefrectomia. Segin analisis de
regresion logistica, las variables que actuaban como predictoras para el mencionado
criterio, eran la creatinina sérica, IMC, TFG pre-donacién y la edad de los donantes
menor de 50 afios. Si bien se hall6 diferencia en el filtrado glomerular pre-donacion
(p<0,0001), no se encontré diferencia del mismo post-donacion entre los donantes
menores y mayores de 50 afios, en el tiempo promedio de seguimiento de los donantes
(5,8+ 3,1 afios). No se hallaron diferencia en el porcentaje de donantes hipertensos entre
ambos subgrupos previo a la donacién o post-donacién (p=0,06).

El método desarrollado y evaluado para la determinacion de iothalamato por HPLC
propuesto es sencillo, con la sensibilidad, precisidn, exactitud, linealidad y robustez en
muestras biol6gica de plasma y orina. Las ecuaciones de estimacién muestran un bajo
desempefio para el seguimiento a largo plazo del filtrado post-nefrectomia. La TFG por
clearance de iothalamato brinda una medida del filtrado glomerular con mayor exactitud
en la seleccién de donantes renales, inclusive con co-morbilidades, minimizando las
exclusiones erréneas realizadas por las ecuaciones CKD-EPI o MDRD. En casos de no
disponer de un método de medicién de la TFG, la ecuacion CKD-EPI muestra mejor

desempefio que la MDRD en la poblaciéon de estudio.

Palabras claves: Trasplante renal, donantes renales, criterios expandidos,

clearance iothalamato.

22| 158



SUMMARY

Living donor renal transplantation has shown several advantages compared to cadaveric
donor, such as shorter waiting time and better outcomes in transplanted patients. In
Argentina, the number of patients on the waiting list grows annually more acceleratedly
than available organs and causes the acceptance conditions of renal donors to be
expanded. Characteristics of living donors have been modified by flexibilization of the
necessary requirements. In current clinical practice, renal function assessment is
performed by measuring creatinine clearance or eGFR by equations, which have serious
limitations while lothalamate clearance allows for high specificity.

The objective of this thesis was to determine the evolution of glomerular filtration in living
renal donors post-nephrectomy by evaluating the clearance of iothalamate. This
objective was carried out in first instance with the evaluation of the method used by
applying the protocols of the Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI). The
population of living kidney donors of the Hospital Privado Universitario de Cérdoba was
studied who have previously been measured the glomerular filtration with iothalamate
clearance. They are given a new determination of the clearance post-nephrectomy along
with long-term clinical evolution.

The stability of plasma and urine samples for HPLC iothalamate determination was
determined in 30 days and several parameters of the methodology were evaluated: The
linearity of the method was 0 to 120 pg/mL of iothalamate in plasma and 0 to 1000 pg/mL
in urine. The determination of the Detection Limit (LoD) was 0,3 pg/mL in plasma and
urine was 0,6 pg/mL and the Method Quantification Limit (LoQ) was 1,0 pg/mL in plasma
and urine was at a concentration of 2,0 ug/mL. Plasma accuracy assessment was 0,9%
and urine was 3,9 %. The Clearance reference interval of lothalamato determined by a
high-resolution chromatographic method (HPLC) was 88,8 — 141,7 mL/min/1,73 m? for
female and for male was 93,7 — 147,3 mL/min/1,73 m2. The calculated intra-individual
biological variability (CVy) of TFG was 4,1 % and inter-individual variability was 13,1 %
in the same group. The change reference value was 15,6 %.

In the assessment of glomerular filtration rate in Living Kidney Donors, 189 donors who
were accepted between 2007 and 2017 were included in the glomerular filtration
assessment study. eGFR are proposed as the best alternative for estimating FG in
healthy population. Ethnic characteristics of the Argentine population (Aboriginal-
Spanish-Italian mix) adds another element that should be considered. The greatest GFR
underestimation effect greater than 60 mL/min/1.73m? was observed, particularly MDRD,

which misclassified 38.6 % of post-nephrectomy donors. The CKD-EPI equation was
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shown an underestimation in all age ranges. Compensation values observed post-
nephrectomy ranged from 62 % to 76 % between 3 months and 10 post-nephrectomy
years. This is very important when accurate determination of GFR is necessary in care
as the selection of kidney donors with expanded criteria.

KDIGO guidelines affirm the need to determine GFR, but does not establish the most
appropriate methodology to be applied. The study analyzed different factors such as
possible GFR predictors less than 60 mL/min/1.73 m? post-nephrectomy. According to
logistic regression analysis, variables that acted as predictors for this criterion were
serum creatinine, BMI, pre-donation GFR and age of donors under 50 years old. While
there was no difference in pre-donation glomerular filtration (p<0,0001), no difference
was found from the same post-donation among donors under age of 50 years old, in the
average time of follow-up (5,8 + 3,1 years). No difference was found in the percentage
of hypertensive donors between both subgroups prior to donation or post-donation
(p=0,06).

The method developed and evaluated for determination of iothalamate by HPLC is
simple, with sensitivity, accuracy, accuracy, linearity and robustness in biological plasma
and urine samples. Estimation equations shows poor performance for long-term
monitoring of renal filtration post-nephrectomy. The glomerular filtration rate by
iothalamate clearance provides a measure more accurately for selection of renal donors,
including with co-morbidities, minimizing the erroneous exclusion performed by CKD-EPI
or MDRD equations. In the absence of a GFR measurement method, the CKD-EPI

equation shows better performance than MDRD in this population.

Key words: Kidney transplant, kidney donors, expanded criteria, iothalamate

clearance.
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5.1 Enfermedad renal crénica

5.1.1 Definicion

La enfermedad renal cronica (ERC) se define como la presencia de alteraciones en la

estructura o funcién renal, una tasa de filtraciéon glomerular (TFG) <60 mL/min/1,73 m?2,

y/o la presencia de dafio renal, independiente de la causa, por 3 meses o mas (Webster

et al, 2017).

El término insuficiencia renal cronica ha quedado fuera de uso, siendo reemplazado por

enfermedad renal crénica. La prevalencia de la ERC, que se incrementa afio a afio, ha

provocado la necesidad de establecer guias con el fin de unificar el diagnéstico de ERC,

se han desarrollado guias de practica clinica basadas en el estudio de la funcién renal

mediante el célculo de la TFG, la deteccion de albuminuria y el andlisis del sedimento

urinario (Webster et al, 2017).

Los criterios para definir la ERC son:

e Una TFG < 60 ml/min/1,73 m? por si sola define ERC, porque implica una pérdida
mayor de la mitad de la funcién renal, lo que ya se asocia a complicaciones.

e Sila TFG es 2 60 mL/min/1,73 m?, el diagndstico de ERC se establece mediante

evidencias de dafio renal, que puede ser definido por:

— Alteraciones urinarias (albuminuria, hematuria).

— Alteraciones estructurales (imagenes renales anormales).
— Enfermedad renal genética (rifiones poliquisticos).

— Enfermedad renal comprobada histolégicamente.
El requerimiento de un periodo minimo de 3 meses en la definicion de ERC implica que

las alteraciones deben ser persistentes y habitualmente seran progresivas.
5.2 Clasificacion de la enfermedad renal crdnica

La US NKF-KDOQI (National Kidney Foundation-Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative) ha propuesto una clasificacion de la ERC, que se ha difundido rapidamente en

la comunidad nefroldgica internacional (NKF, 2002).
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En el 2012, en las guias KDIGO se realiz6 una actualizacién de la clasificacion, simple
y basada en los estadios de severidad, divide la ERC en 5 etapas, de acuerdo ala TFG
(Tabla 1) (NKF, 2002; Lentine et al, 2017).

Tabla 1. Pronéstico de la enfermedad renal crénica segun las categorias de filtrado

glomerular y de albuminuria

Albuminuria
Categorias, descripcion y rangos
KDIGO 2012
Filtrado glomerular
) o , , Al A2 A3
Categorias, descripcion y rangos (ml/min/1,73 m?)
Normal a
. Moderadamente | Gravemente
ligeramente
elevada elevada
elevada
<30mg/g 30-300 mg/g >300mg/g
Gl 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

KDIGO: Kidney Disease: Improving Global Outcomes. Riesgo de complicaciones especificas
de la enfermedad renal, riesgo de progresién y riesgo cardiovascular: verde, riesgo de
referencia, no hay enfermedad renal si no existen otros marcadores definitorios; amarillo, riesgo
moderado; naranja, riesgo alto; rojo, riesgo muy alto.

Adaptado de Documento de la Sociedad Espafiola de Nefrologia sobre las guias KDIGO para
la evaluacion y el tratamiento de la enfermedad renal cronica (Gorostidi et al, 2014).

5.3 Enfermedad renal cronica en etapa terminal

La ERC en etapa terminal (G5) es la manifestacion mas grave de la enfermedad renal
que lleva al paciente a la necesidad de una terapia como la didlisis peritoneal o la
hemodialisis de forma crénica e inclusive, el trasplante renal. Todas las terapias tienen
un impacto alto dentro de los sistemas de salud. En Argentina, mas de 30000 personas
se realizan dialisis y mas de 5200 pacientes se encuentran en lista de espera para
trasplante renal segun el Instituto Nacional Central Unico Coordinador de Ablacion e
Implante (INCUCAI, 2020).

5.4 Trasplante renal

El trasplante renal es uno de los tratamientos de eleccién para el reemplazo de la funciéon

renal. Se les efectla a los pacientes que padecen una enfermedad renal cronica
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(irreversible) terminal (Estadio G5). Los trasplantes renales pueden realizarse con un
6rgano de donante cadavérico o de un donante vivo no relacionado o relacionado.

El trasplante renal es una intervencién quirdrgica en la que se implanta un rifién
proveniente de un donante cadavérico o un donante vivo, ajustandose a las
disposiciones de la Ley Nacional de Trasplantes de Organos y Tejidos: Ley 24193 (Texto
actualizado por leyes N° 26.066/2005 y N° 26.326/2007).

5.4.1 Donantes cadavéricos

Se consideran como donantes todos aquellos cadaveres debido a muerte cerebral por
traumatismo craneoenceféalico, accidente cerebrovascular, anoxia cerebral o tumores

benignos.

5.4.2 Donantes vivos

El trasplante renal de donante vivo ofrece mejores resultados en comparacion del
trasplante renal de donante cadaver. Existe una escasez de 6rganos cadavéricos. El
trasplante de donante vivo permite disminuir e incluso descartar el tiempo previo en
didlisis de los pacientes ERC terminal que seran trasplantados. El donante vivo permite
ser estudiado mas exhaustivamente para dirimir la aptitud del 6rgano.

El trasplante renal de donante vivo se ha incrementado de forma importante en los
altimos afios (INCUCAI, 2020). El aumento notable en el nimero de trasplantes de
donante vivo en nuestro pais ha sido motivado por varios factores: como lo es la
necesidad de incrementar el nimero de donantes, especialmente en el caso de los
pacientes mas jévenes quienes permanecen con frecuencia relegados en la lista de
espera por el perfil actual del donante cadavérico, los resultados obtenidos con el
trasplante de donante vivo en correlacién a supervivencia tanto de 6rgano como del
paciente (Segev et al, 2010; Axelrod et al, 2018).

Es importante remarcar que, aun teniendo los resultados obtenidos por los trasplantes
de donantes vivos y las campafas en relacion a la donacion renal, los 6rganos son
insuficientes para la lista de espera existente en la actualidad. Se clasifica segun su

relaciéon con el receptor:

5.4.2.1 Relacionado

Es la donacion donde entre el receptor y el donante existe una relacién afectiva e

inclusive puede existir relacion genética (familiares biologicos) y familiares no bioldgicos
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(matrimonio). En nuestro pais, la Ley N° 24.193 en su Articulo 15 prevé la donacion
entre vivos sélo con fines de trasplante y entre personas relacionadas (parientes
consanguineos o por adopcidén hasta 4° grado, conyuge, concubino). La misma Ley
establece que toda situaciéon no contemplada en el mencionado articulo debe ser
resuelta por autoridad judicial, en el marco del procedimiento especial establecido en el

Articulo 56, el cual establece plazos acotados para su resolucidn.

5.4.2.2 No relacionado

Un donante vivo al cual se le han removido tejidos u érganos con fines de trasplante,
quien no se encuentra relacionado genéticamente o emocionalmente con el receptor.
En Argentina, solo se realiza el trasplante de donante vivo no relacionado en el caso de
médula 6sea (Ley N°24.193).

5.4.3 Donantes con criterios expandidos (DCE)

En la actualidad, se aceptan donantes con ciertas patologias asociada e inclusive
donantes de edad avanzadas o afiosos con co-morbilidades (Steiner, 2016b; Ebert et
al, 2017). Son criterios que aun se encuentra en discusion. Sin embargo, estudios
mostraron los resultados favorables de los trasplantes con DCE producto de la calidad
de los 6rganos y la mejora en el seguimiento de los mismos post-nefrectomia. Existen
autores que recomiendan implementacion de biopsias en la rutina para mejorar la
prediccion del riesgo de funcién retrasada del injerto (Balaz et al, 2013).

Las caracteristicas de estos donantes son complejas y su definicion se establecié en el
afio 2002, basado en la edad y en criterios de factores de riesgo como antecedentes de
HTA, concentracién de creatinina sérica plasmatica superior a 1,5 mg/dL o causa de
muerte por accidente cerebro-vascular (Englum et al, 2015; De Paolis et al, 2016).
Estudios muestran la relacion presente entre el aumento de la edad del donante y la
reduccion de la sobrevida del injerto. Es dificil plantear un criterio estandar para
minimizar el riesgo de falla de trasplante para el DCE (Smail et al, 2013; Shinoda et al,
2019). Los donantes mayores de 60 afios se han incrementado dado los criterios
expandidos consecuencia del incremento en las listas de espera para trasplantes
renales (Lam and Garg, 2016). Es evidente, en la actualidad, que los DCE estan
integrados por un amplio grupo de individuos con diferentes edades y con una o varias
patologias asociadas (Gonzalez-Roncero et al, 2012).

En el mundo, las piramides poblacionales se estan invirtiendo segun estudios
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demogréficos, los estratos de la poblacion mayor de 60 afios suponen un 20% del
conjunto total de la poblacion. No obstante, este grupo de personas presenta una alta
incidencia de accidentes cerebrovasculares, la cual puede producir muerte cerebral, con
mayor probabilidad que la presente en la poblacién menor de 60 afios (O.M.S., 2016).
En la poblacibn mas joven, las causas de muerte cerebral mas frecuentes son los
accidentes de transito y los laborales, ambos en disminucién por la aplicacion de
politicas preventivas obligatorias que hoy en dia se aplica en la sociedad moderna. Por
ello, donantes potenciales mayores de 60 afios podrian superar en nimeros a los de

menor edad, si se aplica los criterios de DCE.

5.4.4 Situacion del trasplante renal en Argentina

Actualmente, en Argentina, son muchas las personas que se encuentran a la espera de
un trasplante renal. Los datos fueron obtenidos del Sistema Nacional de Informacién de
Procuracién y Trasplante de la Republica Argentina (SINTRA): En el afio 2019, se
alcanzaron los 5399 pacientes en espera para un trasplante renal y representaban el
57,7 % del total de la lista de espera. En abril de 2020, en lista de espera se encontraban
5234 pacientes y representa el 56,1% (INCUCAI, 2020).

Existen factores sociales, econémicos y culturales que se vinculan con el nimero de
donacion alcanzado. No hay en el mundo pais que genere la suficiente cantidad de
donaciones de 6rganos como para satisfacer las necesidades de sus ciudadanos
(Bacqué et al, 2018).

La suficiencia de érganos para trasplante forma parte una de las principales metas para
el futuro cercano, a través del desarrollo de programas tendientes a incrementar la
deteccidén de posibles donantes y la formacion de los profesionales para la optimizaciéon
de la actividad de procuracion.

En el afio 2018, se aprob6 la denominada Ley Justina o Ley de trasplante de érganos,
tejidos y células (N° 27.447) que regula las actividades relacionadas a la obtenciéon y
utilizacion de dérganos, tejidos y células de origen humano en la Republica Argentina.
Esta Ley establece que los familiares de un posible donante ya no son quienes tienen a
cargo la autorizacion de la donacion, sino que todo ciudadano es posible candidato si
no ha dejado una constancia expresa de su oposicién a la donacion. Existié un impacto
notorio en un incremento de al menos 49% de donantes generales durante el afio 2019
(INCUCAL, 2020).

5.5 Evaluaciéon del Donante renal vivo
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La Ley Nacional 24.193 de Trasplantes de Organos y Tejidos, en su articulo 15°
establece quienes pueden ser donantes vivos de rifion. El médico le informara al
potencial donante los riesgos de la donacion renal. La nefrectomia expone al donante a
todos los riesgos de una cirugia sin ningln beneficio fisico propio. Sin embargo, esta
cirugia tiene un bajo riesgo de vida y de complicaciones (Steiner, 2016a; Lentine et al,
2017; Shinoda et al, 2019). Trabajos demostraron que la supervivencia de estos
pacientes es similar a la poblacién general pero es preciso considerar cada caso en
particular asociado al incremento de riesgos visibles a partir de 15 afios post-donacion
(Maggiore et al, 2017) y entregar la informacidn necesaria para que el donante exprese
su decision voluntaria (Oppenheimer Salinas, 2010; Benlloch et al, 2016).

La evaluacion de un candidato a donante consta de la evaluacién de antecedentes y
exploracion fisica completos, andlisis sistematicos de laboratorio y evaluacion
serologica del virus de Epstein-Barr (VEB), virus del herpes, citomegalovirus (CMV),
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y virus de la hepatitis By C (VHB, VHC). La
evaluacion sisteméatica también debe incluir andlisis de orina y urocultivo, junto con una
recoleccion de orina de 24 horas para determinar la excrecion de proteinas. Una presion
arterial en el limite de la hipertension debe medirse en al menos tres ocasiones
independientes. La angiografia renal estd indicada sélo cuando no se dispone de
tomografia computarizada helicoidal con reconstruccion tridimensional o de angiografia
por RM con reconstruccion.

La evaluacion de la funcionalidad renal de los donantes renales es a través del clearance
plasmatico o renal. En general, el clearance de creatinina es el empleado con este
objetivo por su costo y disponibilidad en todos los centros de salud. La evaluacién de la
TFG es uno de los parametros que se define como criterio para los DCE (Rowe et al,
2015; Habbous et al, 2018).

5.6 Medicion del Filtrado Glomerular

Las funciones renales se pueden clasificar en tres amplios grupos: glomerular, tubular y
endocrino. La medicién de la TFG puede ser tedricamente obtenida por plasma o
clearance urinario por marcadores exogenos. Para la estimacion de la TFG, el marcador
enddgeno mas ampliamente disponible y utilizado es la creatinina plasméatica. Es
necesario sefalar que, en las primeras etapas de insuficiencia renal, creatinina sérica y
el clearance de creatinina, pueden permanecer sin alteraciones a pesar de una caida
de la TFG (Maillard et al, 2010). La creatinina se filtra y se secreta libremente en riflones

con sus niveles en concentraciones en el rango de referencia, a pesar de la caida de la
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TFG, debido al aumento de la secrecion tubular o la reduccion de la generacion de
creatinina. También, se debe mencionar que no existe un amplio conocimiento sobre la
creatinina sérica como un posible reactante negativo de fase aguda. En esta situacion,
la inflamacion podria reducir la generacion de creatinina (Schei et al, 2016). La funcién
tubular es otro aspecto importante del rifién y existen estudios donde se observo que la
albumina puede ser sintetizada por los tibulos proximales en estados de lesion (Ware
et al, 2011). En consecuencia, la tasa de excrecion de albumina urinaria puede reflejar
las funciones glomerulares y tubulares. En la Figura 1, se muestra en lineas discontinuas
ciertas funciones tubulares que podrian modular otras que se consideran de naturaleza
netamente glomerular. Las funciones endocrinas del rifion son diversas, pero las méas
importantes son la produccién de eritropoyetina y la activacion de la vitamina D (Bover
et al, 2015; Kurtz, 2017).
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Figura 1. Flujograma conceptual de las funciones renales
Adaptado de Glomerular filtration rate: when to measure and in which patients?. Nephrology,
dialysis, Transplantation. (Agarwal and Delanaye, 2018).

La evaluacién de la funcionalidad renal se ha centrado principalmente en la estimacion
de la TFG a través de las ecuaciones y la determinacién de la albuminuria. La medicion

de la TFG es una herramienta que brinda informacién sobre el filtrado glomerular sin las
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influencias descriptas anteriormente.

El seguimiento y una buena evaluacion de la funcion renal son esenciales en varias
situaciones clinicas como en la seleccion de candidatos a ser donantes renales (Gentil
Govantes and Pereira Palomo, 2010; Bellini et al, 2019). La tasa de filtracion glomerular
medida (MTFG) usando un marcador exdégeno es considerado el método 6ptimo para
medir funcién renal (Stevens and Levey, 2009). Sin embargo, en ciertas situaciones, su
complejidad y costos limitan la disponibilidad de esta técnica. Alternativamente, las
ecuaciones de estimacion de TFG (eTFG), incluida la ecuacion Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD-4) y la ecuacién de la Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration (Levey et al, 2009), son consideradas alternativas razonables. Pese a
esto, las ecuaciones de eTFG, que han sido disefiadas y validadas en poblaciones con
ERC, proporcionan generalmente una subestimacién del TFG y una elevada variabilidad
en comparacion con mTFG en filtrados altos (Levey et al, 2009; Huang et al, 2016; Levey
and Inker, 2017).

Es fundamental la determinacién precisa de la TFG tanto en el cuidado de pacientes
trasplantados como en la seleccion de los donantes vivos con criterios expandidos
(Gaillard et al, 2016a). Se deben detectar cambios en el filtrado para identificar alguna
disfuncion renal y de esta manera, permitir considerar estrategias para evitar
complicaciones (Levey and Inker, 2017). Diferentes guias establecen la necesidad de
determinar la TFG pero no definen cual seria la metodologia mas adecuada a aplicar en

cada situacion (Gorostidi et al, 2014).

5.7 Clearance de creatinina

5.7.1 Medicién de creatinina

La creatinina es un producto metabdlico no enzimatico entre la creatina y la
fosfocreatina, que normalmente se produce a forma constante por el tejido muscular
esquelético. No se reabsorbe, pero se secreta por el tibulo proximal en un porcentaje
variable. Existen diversas variables que afectan su concentracién plasmética como
modificaciones en la masa muscular, drogas, ejercicio, entre otros (Burtis and Bruns,
2014).

Existen diferentes metodologias para cuantificar la creatinina como la enzimatica o la
reaccién de Jaffé con sus variantes. La cuantificacién de la creatinina mas empleada se
realiza por una reaccion quimica no especifica con el acido picrico en medio alcalino.

Por ello, es una reaccion que presenta varios interferentes biolégicos y sustancias
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exdégenas fundamentalmente a rangos fisioldgicos y bajos, evidentes al ser contrastados
con su método de referencia. la espectrometria de masa por dilucién isotépica o IDMS
(McPherson and Pincus, 2017).

5.7.2 Problemas de la medicién de creatinina

Los niveles plasmaticos de creatinina tienen una importante dependencia de la edad,
raza, género, dieta, masa muscular (significativo en pacientes inmovilizados, postrados,
malnutridos, fisiculturistas y ancianos), en enfermedades musculares y en para o
cuadriplejia, dieta vegetariana, embarazo y eventuales drogas que reducen la secrecion
tubular de la misma (cimetidina, trimetroprima, etc.) o la incrementan (L-arginina). En
caso de enfermedad renal, existe en el intestino una degradacion incrementada de
creatinina sumado a la dieta de estos pacientes que con frecuencia es pobre en
proteinas. Todos estos hechos distorsionan la relacion creatinina y TFG (Huidobro E. et
al, 2018).

La creatinina plasmética como expresion del filtrado glomerular posee sus limitaciones,
ya que una disminucion del filtrado lleva solo a un leve incremento de la creatinina
plasmatica ya que se eleva su secrecion tubular, por lo que un aumento ligero de la
creatinina no implica necesariamente que el filtrado glomerular se encuentre en el rango
de referencia. Sin embargo, valores elevados de creatinina producen una saturacion del
proceso de secrecidén y hacen que se refleje mas en la estimacion del filtrado glomerular
(Delanaye et al, 2017).

En la Figura 2, se muestra la relacion de la creatinina en plasma y la mTFG por el
clearance de iohexol, considerado como referencia, que se asocia con una curva
parabdlica, donde se observa como un deterioro importante de la funcién, no se traduce
en una elevacioén en los valores de la creatinina. Por ello una elevacion en la creatinina
plasmatica, indica ya una importante pérdida del filtrado glomerular. Esta informacién es
muy importante en la practica clinica, donde el médico de atencién primaria suele confiar
mas en los valores de creatinina plasmatica para medir la funcién renal, relegando el
uso del clearance de creatinina.

Ademas, la secrecion y reabsorcion de creatinina por células tubulares renales y el
clearance extrarrenal también influye en los niveles de creatinina bajo condiciones
normales. La secrecion tubular representa aproximadamente el 10% de la excrecién
urinaria total de creatinina, pero este porcentaje aumenta de la misma forma cuando

disminuye el filtrado glomerular (Shemesh et al, 1985; Perrone et al, 1992), alcanzando
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entre el 80 y 100% en pacientes con ERC avanzada (Simon et al, 2011).
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Figura 2. Relacién entre los niveles de creatinina y la mTFG en pacientes con y sin
enfermedad renal

Extraido de Estimated GFR: time for a critical appraisal. (Porrini et al, 2019).

Asi, durante el curso de la ERC, el aumento de la secrecion tubular de creatinina limita
el aumento de su nivel sérico, que llega a enmascarar la reduccion en la TFG.
Adicionalmente, el aclaramiento extrarrenal de la creatinina, que incluye la conversién
de creatinina a creatina y la degradacién de creatina a otros productos, aumenta con la
disminucion de la funcion renal, que ademas contribuye a la sobreestimacion de la TFG
en pacientes con enfermedad renal avanzada. Estos factores explican el por qué la
relacion entre creatinina y la mTFG no es lineal y el por qué un determinado valor de la
creatinina sérica puede estar asociado con un amplio rango de valores de mTFG (Porrini
et al, 2019). Los errores en los métodos utilizados para medir la concentracion de
creatinina también pueden influir en la correlacion entre creatinina y TFG. El método de
Jaffé, puede conducir a una sobreestimacién de los niveles de creatinina debido a
interferencia de cromdgenos no especifica ya mencionados. Los métodos enzimaticos
para determinacion de creatinina que son trazables a la IDMS considerado como
referencia, poseen un bajo coeficiente de variacién. Sin embargo, podemos afirmar que
la eleccion del método para la determinacion de creatinina sérica no afectaria
apreciablemente la relacion entre las dos variables definidas ya que se puede observar

la misma correlacion no lineal entre la concentracion de creatinina y la TFG
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independientemente de si la creatinina fue determinada con el método de referencia
(IDMS) o Jaffé.

5.8 Filtrado glomerular estimado por ecuaciones

Las ecuaciones para la estimacién del filtrado glomerular nacen a partir de buscar una
solucion al problema que condiciona significativamente la sensibilidad del clearance de
creatinina y esta representado por el manejo tubular de la misma ante la presencia de
insuficiencia renal (Pérez Loredo et al, 2017). Esto es debido a que tanto la produccién
de creatinina enddégena como su eliminacion renal, pueden estar influidas por factores
gue no se relacionan con la presencia de algun grado de disfuncién, llevando a una
incorrecta interpretacion de la verdadera TFG del paciente. Otro aspecto relacionado
con la eliminacion, es la recoleccion de todo el volumen urinario durante 24 horas que
impacta directamente en la estimacion y produce subestimacion de la TFG (Huang et
al, 2016; Mombelli et al, 2016).

La evaluacion de la funcién renal estimando la TFG se ha transformado en una
herramienta comun en el seguimiento de los pacientes después de recibir un trasplante
de rifibn como a los donantes renales post-donacion. De igual forma a lo evidenciado
previamente en pacientes con rifiones propios, las ecuaciones generadas a partir de la
creatinina sérica se sucedieron para permitir a aquellos nefrélogos en seguimiento de
sus pacientes trasplantados evaluar modificaciones que adviertan de cambios en su
funcion renal.

Se han desarrollado hasta la fecha, a partir de grandes estudios epidemiolégicos
diferentes formulas predictivas que intentan relacionar matematicamente diferentes
variables para el calculo de la funcién renal, las mas conocidas son la férmula de CKD-
EPIl y la ecuacion del estudio MDRD (Canal et al, 2014).

Desde 1957, alrededor de 70 ecuaciones basadas en creatinina y/o cistatina C han sido
desarrolladas para estimar el filtrado glomerular. No obstante, se debate si estas
formulas pueden reflejar con exactitud el verdadero FG. En la revision de las formulas
de estimacion del FG, Porrini et al (2019) discuten més de 70 estudios que comparan la
eTFG con la mTFG incluyendo mas de 40000 pacientes con enfermedad renal en todos
los estadios, trasplantados, diabéticos tipo 2 y poliquisticos. Los resultados muestran
que la eTFG difiere de la mTFG en un 30% 0 mas; estratificando incorrectamente los
estadios en un 30-60% de los casos. Los errores de estimacion fueron impredecibles y
comparables para las ecuaciones basadas tanto en creatinina plasmética como en la

cistatina C. Por lo tanto, se argumenta que la persistencia de estos errores recae en la
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eleccion de los marcadores (creatinina y/o cistatina C), mas que en los modelos
matematicos de estimacién. Sugieren que la incorporacion de biomarcadores de dafio
renal dentro de las ecuaciones existentes, podria mejorar la precisién y exactitud de la
eTFG, en lugar del desarrollo de nuevas ecuaciones para la misma (Porrini et al, 2019).
La ecuacidn de estimacion de CKD-EPI es un polinomio de resolucion sectorial del log
de la creatinina y transformacion lineal de la edad con variaciones de maximos y
minimos, contemplando ademas raza y género. Su formula fue corregida para una
superficie corporal de 1,73 m2. La ecuaciéon tiene como origen la MDRD vy fue
desarrollada por instituciones universitarias de Estados Unidos. Se desarroll6 con la
revision y una nueva determinacién de creatinina con método estandarizado, de
muestras congeladas de mas de 8000 individuos que habian sido también estudiados
con métodos con caracteristicas analiticas para medir la TFG. Es la mayor cohorte que
haya sido publicada para obtener una ecuacion de estimacion y que luego ha sido
validada en otros 3800 individuos (Levey et al, 2009; Yong et al, 2019).

Cuando se han empleado estas ecuaciones en pacientes con distintos grados de funcién
renal no se ha tenido en cuenta el hecho que las poblaciones incluidas en los estudios
originales estaban muy delimitadas (Ng et al, 2017; Porrini et al, 2019).

La nueva ecuacion CKD-EPI presenta mejor rendimiento respecto a precision y
exactitud pero la utilidad en individuos sanos candidatos a donacién renal no ha sido
estudiada (Lujan et al, 2012; White et al, 2019).

En la actualidad, diversos trabajos como el de Gaillard et al. establecieron que las
ecuaciones para estimar la TFG no sustituyen su medicién directa por métodos con
marcadores exdgenos para evaluar a los candidatos a la donacion renal. A pesar de
esto y debido a la falta de disponibilidad de estas metodologias en los diversos centros
de trasplantes se sugieren el empleo de las ecuaciones como CKD-EPI o FAS (full age
spectrum) (Berns, 2015; Burballa et al, 2018b; Gaillard et al, 2019a).

5.9 Determinacién del filtrado glomerular medido por marcador

exdgeno

El clearance de inulina es el método de referencia aceptado para determinar la TFG. Sin
embargo, este método no es de uso habitual en la practica clinica de rutina debido a su
complejidad. Existen otros métodos con marcadores exdégenos que se utilizan para la
determinacion de la TFG: clearance renal o plasmatico de iothalamato, iohexol, 5Cr-

etilendiaminotetracético (EDTA), °°™Tc- acido dietileno triaminopentacético (DTPA)
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(Delanaye et al, 2016).

Las ventajas de medir la TFG usando estos marcadores radioisotopicos, incluyen el
hecho de que la medicién de la sustancia, incluso en concentraciones muy bajas, es
extremadamente precisa y que, ademas, pueden ser utilizadas cantidades muy
pequefas y no téxicas. Los marcadores exdgenos, al no tener actividad tubular reflejan
exclusivamente el componente de filtraciéon glomerular, permitiendo una evaluaciéon
exacta del mismo, representando asi la verdadera mTFG (Delanaye et al, 2018).
Varios autores recomiendan realizar la evaluacion de la TFG por marcadores exdgenos
en situaciones especificas como la seleccion de candidatos a donantes renales vivos,
el seguimiento de pacientes trasplantados o donantes post-nefrectomia, a pacientes con
drogas nefrotdxicas o ajuste de dosis de las mismas y en situaciones en donde la
determinacion de creatinina es afectada por grandes fuentes de error (Stevens and
Levey, 2009; Soveri et al, 2014; Berglund et al, 2018; Gaillard et al, 2019b). Entre estas
dltimas, podemos mencionar una masa corporal extrema (IMC > 40), el estado
nutricional producto de dietas proteicas o0 con suplementos de creatina, drogas
terapéuticas (cimetidina, fenofibrato, etc), interferentes exégenos y endogenos en la
medicion de creatinina (Burtis and Bruns, 2014).

La literatura expone diferentes circunstancias donde seria recomendable el uso de
MTFG. En este contexto se mencionan la seleccion de candidatos a donantes renales
vivos, donde la aplicacién de eTFG conlleva a subestimar hasta en 21.3% de los casos
para TFG de 90 mL/min/1.73 m? (Lujan et al, 2012). El seguimiento de los pacientes
trasplantados o donantes post-nefrectomia a través de eTFG presenta problemas en las

subestimacion de la misma (van Londen et al, 2018c; Steiner, 2019).

5.9.1 Diferentes técnicas para medir la TFG con marcadores exdégenos

La medicién precisa y exacta de la TFG es asociada al método de referencia como lo
es la determinacion con inulina. En los Ultimos afios, la depuracién de dos radiois6topos
ha sido incorporada como alternativa a la inulina para la medicién de la TFG, estos son
el cromo 51 Acido tetraacético etilendiamina (>!Cr-EDTA) y el tecnecio 99 acido
dietilenetriamina-penta-acético (99Tm-DTPA). Por otro lado, contrastes radioldgicos,
como son el iothalamato, el diatrizoato, el iohexol y mas recientemente, el ioxitalamato,
han demostrado desempefios analiticos comparables con la inulina y son aceptados
como marcadores para medir la TFG (Gaillard et al, 2016b; Tgndel et al, 2017; Berglund
et al, 2018).
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5.9.1.1 Técnicas con marcadores radiomarcados (°'Cr y °°™Tc)

Son técnicas mas practicas respecto a los otros marcadores exdgenos pero varios
trabajos las definen como menos exactas debido a varias causas entre las que podemos
mencionar la reabsorcion del S1Cr-EDTA en los tubulos infraestimando la TFG o en el
caso del ®*"Tc-DTPA que se disocia y se puede unir a proteinas plasmaticas.

El ®°*™Tc se distribuye en las células tubulares corticales, debido a la cesién del complejo
desde su unién a las proteinas en la sangre eferente arterial al fluido peritubular, donde
se disocia y el ®"Tc se une a las células tubulares. Mediante la reabsorcion y la unién
a las células tubulares proximales, el **"Tc filtra por el glomérulo con una excrecion
urinaria lenta y alcanza una concentracion alta en la corteza renal. Si bien, no esta muy
en claro el mecanismo exacto de la captacién del ®°*™Tc, se postula que es captado
directamente por las células tubulares proximales y de la porcion ascendente del asa de
Henle, y/o que se hace por filtraciébn glomerular mas reabsorcién (Tuna et al, 2012). Por
tanto, el ®*"Tc es una posible herramienta para detectar anormalidades focales de la
corteza renal, pero a causa de su excrecion urinaria lenta, es un mal agente para
demostrar irregularidades del sistema colector (Celik et al, 2014). La distribucion del
9MTc puede alterarse en la enfermedad renal severa o en alteraciones del equilibrio
acido-base. Cuando la funcién renal se altera severamente, el higado puede actuar
como una via de eliminacién alternativa. Las razones para este efecto no son conocidas,
pero los resultados pueden tener importancia en la estimacion cuantitativa de la funcion
renal en pacientes con el equilibrio acido-base alterado. La variaciéon de la relacion de
captacién rifion-higado puede producir la sobrestimacion de la actividad del rifién
cuando hay captacion hepatica aumentada. En particular, esto puede llevar a un analisis

incorrecto en casos de enfermedad renal asimétrica (Chao et al, 2018).

5.9.1.2 Técnicas con marcadores exogenos no radiomarcados (inulina,

iothalamato, iohexol, ioxitalamato)

En la actualidad, se ha adoptado el clearance de iohexol e iothalamato como estandares
de referencia para medir la TFG por sus costos y practicidad. El costo econdmico puede
ser mayor en relacion a la determinacion de creatinina, pero deberiamos dimensionar
gue estamos utilizando los métodos de referencia. Ambos clearance han sido
comparados con inulina obteniendo excelentes correlaciones y mostraron muy buena

exactitud como precision. El iohexol e iothalamato son estables a temperatura ambiente
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en comparacién de las sustancias empleadas en métodos isotOpicos. Trabajos
mostraron una reproducibilidad inter-laboratorio cercanos al 5%. Los marcadores no
radiomarcados pueden ser utilizados en el clearance plasmatico como también, en el
urinario, con la necesidad de tiempos de evaluacion (aproximadamente 5 horas) mas
prolongados en los primeros (Stevens and Levey, 2009; Delanaye et al, 2016; Schwartz
et al, 2018).

También son factibles de ser implementados en laboratorios clinicos que se encuentran

en instituciones donde se realizan trasplantes (Agarwal et al, 2009).

5.9.1.3 lothalamato

El iothalamato es uno de los marcadores exdégenos mas comunes administrados como
medio de contraste en radiologia y su forma no radioactiva fue ampliamente adoptada
para evaluar la TFG (Sterner et al, 2015; Levey et al, 2017a).

Existen diferentes técnicas para realizar el clearance de iothalamato. Las variantes se
asocian a la administraciéon del marcador que puede ser en forma de bolo, infusién
constante o inyeccion subcutanea. La correlacion de esta técnica y el clearance de
inulina lograba buenas asociaciones. Por otra parte, la cuantificacion se puede realizar
en diferentes matrices bioldgicas clasificandolo en clearance plasmatico (técnica donde
se cuantifica iothalamato en plasma a diferentes tiempos) o clearance renal (técnica
donde se determina el marcado tanto en plasma como en orina).

Las técnicas para la determinacién de iothalamato son varias, todas basadas en
técnicas de separacion, como HPLC o electroforesis capilar y empleando deteccion
espectrofotométrica o espectrometria de masa.

El clearance de iothalamato mostr6 en diversos trabajos un sesgo positivo en
comparacion con la inulina (Seegmiller et al, 2015; Sterner et al, 2015; Levey et al,
2017a).

5.10 Variabilidad bioldgica del filtrado glomerular

La evaluacion de la funcionalidad renal se realiza a través de la medicién del clearance
de marcadores endégenos y en menor medida los exdgenos, en la seleccion de un
donante para trasplante renal o en el seguimiento del mismo en el tiempo (Aarsand et
al, 2018). Los resultados del FG deben ser evaluados en el contexto del conocimiento
de la variabilidad de los mismos como una informacién esencial en el seguimiento de
los donantes renales post-nefrectomia. Estos resultados se hallan influenciados por la

variabilidad biologica (Ricos et al, 2010) propia del paciente y los errores cometidos en
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las distintas etapas del proceso analitico. Los valores de referencia del cambio obtenidos
a partir de mediciones seriadas individuales tienen en cuenta factores como la
variabilidad biologica, constituyendo una alternativa a los intervalos de referencia
empleados tradicionalmente en la interpretacion de los resultados. La variabilidad
bioldgica consta de dos compontes perfectamente diferenciados, el intra-individual y el
inter-individual (Ricos et al, 2017). La variabilidad biol6gica intra-individual es la
fluctuacion aleatoria en la concentracién alrededor de su punto homeostatico. La
variacion de estos puntos en una poblacion, se conoce como variabilidad bioldgica inter-

individual.(Roraas et al, 2012; Braga and Panteghini, 2016).

5.11 Fundamentacién

El trasplante renal ha demostrado una mejora en la calidad y supervivencia de los
pacientes con ERC, siendo en la actualidad, el tratamiento de eleccion en el paciente
en didlisis ya demostrada en diferentes poblaciones de variada demografia,
comorbilidad y condiciones del donante (Gorostidi et al, 2014; D’Onofrio et al, 2017,
Dabrowska-Bender et al, 2018). El trasplante renal de donante vivo posee varias
ventajas comparado con el de donante cadavérico, debido a que ofrece beneficios tales
como un tiempo menor de espera y mejores resultados para los pacientes trasplantados
(Reese et al, 2015; Lam and Garg, 2016). Lamentablemente, en nuestro pais, el nimero
de pacientes en lista de espera crece anualmente en forma mas acelerada a la cantidad
de drganos disponibles (INCUCAI, 2020) y esto ha provocado, que en los ultimos afos,
se amplien las condiciones de aceptacién de los donantes renales (De Paolis et al, 2016;
Segall et al, 2016) , fundamentado en la limitada disponibilidad de 6rganos cadavéricos
que no equipara el aumento de los pacientes con enfermedad renal cronica en fase
terminal (Levey et al, 2011; Maggiore et al, 2015). Los estudios publicados sobre el
trasplante renal de donante vivo demuestran que es un procedimiento seguro, pero
también se evidencia que la informacién sobre la morbilidad de los donantes a largo
plazo es insuficiente (Mjgen et al, 2014; Lam and Garg, 2016). Fundamentalmente, los
datos relativos a la evolucién de la funcién renal después de la donacién son escasos.
Es recomendable realizar un seguimiento clinico periodico de los donantes para prevenir
o tratar los factores de riesgo y/o las complicaciones clinicas intercurrentes que pudieran
comprometer su salud en general y en especial la funcién renal, hipertension arterial,
diabetes, proteinuria y obesidad (Grams et al, 2016; Ibrahim et al, 2016; Webster et al,
2017). Las caracteristicas de los donantes vivos también se han ido modificando en los

altimos tiempos, por efecto de una mayor necesidad de 6rganos y por la mayor
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flexibilizacion en los requisitos necesarios para la donacion. Consecuentemente, se
distingue una proporcién mayor de donantes afiosos (Fernandez-Rodriguez et al, 2012),
con sobrepeso (Nogueira et al, 2010; Bozkurt and Kilic, 2015) , diabéticos (Chandran et
al, 2014) e hipertensos (Holscher et al, 2019b). Sin embargo, existen escasos trabajos
publicados sobre su evolucién, tomando en consideracion la funcién renal remanente y
con medicién de la TFG por marcador exégeno, a corto y largo plazo de tiempo. El
incremento de la edad del donante en consistencia con el envejecimiento de la
poblacion, ha producido lista de espera de pacientes con mas comorbilidad (Tanrisev et
al, 2015; Segall et al, 2016). Por lo tanto, el desafio que se plantea es lograr alcanzar,
con los 6rganos de los DCE, los resultados conseguidos con los rifiones de donantes
seleccionados con los criterios anteriores, en receptores mas complejos por su edad y
comorbilidades. Posteriormente, se debe analizar la evolucion de los donantes,
focalizando en los efectuados con Organos procedentes de individuos afiosos,
hipertensos, el impacto de factores relativos al receptor y la edad del donante en
conjunto a las complicaciones post-donacion.

Existe una marcada diferencia en las caracteristicas de seguimiento de los pacientes
trasplantados y los individuos que fueron donantes, es por ello que es conveniente
disponer de un registro objetivo y prospectivo de todos los donantes con el fin de analizar
el impacto a largo plazo de la uninefrectomia y detectar las posibles sefiales de alarma
que ayudaran a sustentar o modificar los criterios actuales de valoracion y aceptacion
de los candidatos a donacion y/o el cuidado clinico de los donantes (Mitra et al, 2018;
van Londen et al, 2018b).

En nuestro pais, el trasplante renal con donante vivo ha aumentado como consecuencia
de la escasez de érganos y el aumento de la lista de espera. La flexibilizacién de los
criterios de aceptacion define nuevos tipos de donantes (DCE) con caracteristicas
especificas tal como menores TFG o la presencia de patologias asociadas. Estas TFG
deben ser valoradas con metodologias apropiadas que permitan definirlas con exactitud.
Existen numerosos interrogantes sobre los criterios en la valoracion de los DCE,
acentuados cuando entre las herramientas empleadas para su valoracion se encuentra
la determinacién de la TFG con métodos de alta variabilidad en sus resultados, como lo
es la determinacion de la creatinina y consecuentemente su impacto en las ecuaciones
de estimacioén. El seguimiento del DCE post-donacion establece la necesidad de contar
con un método que permitan resultados fiables y con desempefio analitico definido para
poder establecer medidas adecuadas de medicién de la TFG.

En la practica clinica actual, la evaluacion de la funcién renal se realiza a través de la
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medicion del aclaramiento de marcadores enddgenos tales como la creatinina o la
estimacion de la TFG por ecuaciones, siendo el indicador mas ampliamente usado para
la valoracién no invasiva del filtrado glomerular (van Londen et al, 2018c). La
determinacion exclusiva de la creatinina sérica presenta serias limitaciones cuando
quiere ser utilizada para la toma de decisiones médicas tales como seleccionar un
donante para trasplante renal o el seguimiento del mismo en el tiempo. Los problemas
que condicionan significativamente la sensibilidad del clearance de creatinina estan
relacionados con su manejo tubular ante la presencia de enfermedad renal con
secrecion y sobreestimacion del FG, sumandose a aquellos relacionados con su
produccion enddgena, que puede estar afectada entre otros factores, por la masa
muscular del donante (White et al, 2010; Garg et al, 2019). Estos factores pueden llevar
a una incorrecta interpretacion de la verdadera TFG del donante. En este sentido, la
literatura muestra excelentes rendimientos del clearance de inulina, iothalamato y
métodos radioisotopicos (Scarr et al, 2019). La cuantificacion de iothalamato a través de
técnicas cromatograficas permite lograr una alta especificidad debido a que las corridas
realizadas por HPLC son procesos separativos basados en la migracion diferencial de
los componentes hallados en plasma y orina (Nyssen et al, 2016; Shah et al, 2016) .
Esta metodologia junto a un adecuado procedimiento en la administracion del
iothalamato, podria proveer de un nuevo protocolo para evaluar el FG y aplicables a
individuos candidatos a donacion renal como criterio de selecciéon de los mismos.

Con el fin de disponer de una herramienta en la practica actual para el manejo clinico
del candidato a donante renal vivo y describir con mayor exactitud el FG posterior a la
donacion, principalmente luego de los dos primeros afios donde se presentan mas del
80% de los eventos adversos (Chen et al, 2019), consideramos en realizar este trabajo
de Tesis Doctoral para establecer un protocolo de valoracién del donante renal vivo para
lograr un indicador que permita una verdadera evaluacion del funcionalismo renal
consecuente a alcanzar un estado de salud aceptable posterior a la nefrectomia.

Finalmente, entendemos que el estudio tendra impacto sobre aspectos importantes de
la evaluacion y seleccion de donantes renales vivos, como en su posterior seguimiento
post-trasplante, cuya relevancia recae en la informacion que podria proveer este
estudio, a nivel local y regional, dadas las nuevas caracteristicas de la poblacién actual

de los donantes renales.
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5.12 Hipotesis

La determinacién de la TFG a través de clearance medido por marcadores exdgenos
como el iothalamato, brinda valores del filtrado glomerular de mayor exactitud, los cuales
previos a la nefrectomia, mejoran la selecciéon de donantes renales vivos con criterios
expandidos, evitando la exclusién erronea de candidatos a donantes renales por TFG
bajas e incrementando el nimero de donantes renales y por otro lado, también mejora
el seguimiento de la funcién renal post-nefrectomia a corto y largo plazo mostrando el

verdadero cambio funcional renal remanente del donante.
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OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Determinar la evolucion del filtrado glomerular en donantes renales vivos post-

nefrectomia mediante la evaluacion del clearance de iothalamato.

6.2 Objetivos especificos

6.2.1

6.2.2

Evaluacién del método empleado

Validar la metodologia analitica para la determinacién de iothalamato por un
método cromatografico de alta resolucién (HPLC).

Establecer el intervalo de referencia del clearance de iothalamato determinado
por un método cromatografico de alta resolucion (HPLC), en sujetos donantes
renales vivos considerados como una poblacién sana.

Establecer la variabilidad inter-individual del filtrado glomerular en candidatos a

donacion renal.

Valoracion del filtrado glomerular en donantes renales vivos

Determinar la dindmica del filtrado glomerular hasta su estabilizacién post-
nefrectomia en donantes renales.

Cuantificar el cambio en el filtrado glomerular de sujetos donantes renales previo
a la nefrectomia y post-estabilizacién del mismo.

Establecer la evolucion del filtrado glomerular segin las caracteristicas
demograficas y comorbilidades que pudieran influir en la evolucién de la funcién
renal (hipertension arterial, diabetes, obesidad/sobrepeso y proteinuria) de los
donantes renales vivos a diferentes tiempos post-estabilizacién del filtrado

glomerular posterior a la nefrectomia.
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Las verificaciones analiticas se realizaron segun guias internacionales, EP 6 (Evaluation
of the linearity of quantitative measurement procedures: a statistical), EP 5 (Evaluation
of precision performance of quantitative measurement methods; approved guideline) de
la Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI), las cuales sugieren el empleo de
materiales biolégicos con las caracteristicas clinicas apropiadas y de estabilidad de las
muestras al congelamiento. Los mismos fueron repicados con iothalamato de
meglumina (1-deoxy-1-(methylamino)-D-glucitol 5-acetamido-2,4,6 triiodo-N-
methylisophthalamate) Mallinckrodt Inc, en las concentraciones que los protocolos

requieran o sean adecuadas a los propésitos de las evaluaciones.
7.1 Seleccién de poblacién

Se estudio la poblacién de donantes renales vivos del Hospital Privado Universitario de
Cdrdoba a quienes se les haya medido previamente el filtrado glomerular con clearance
de iothalamato. A los mismos, se les realizé una nueva determinacion del clearance

posterior a la nefrectomia junto al registro de la evolucion clinica a largo plazo.

7.1.1 Criterios de inclusion

¢ Donantes renales unilaterales sometidos a nefrectomia realizada en el Hospital
Privado Universitario de Cérdoba.

¢ Donantes con al menos una medicion de filtrado glomerular por clearance de
iothalamato.

e Edad mayor a 18 afios.

¢ Firma del consentimiento informado para este trabajo. (Anexo I).

7.1.2 Criterios de exclusién

¢ Alérgicos al yodo o al contraste empleado (iothalamato de meglumina).

¢ Evidencia comprobada de infeccion en el momento de realizacion del clearance
de iothalamato.

e Uso de diuréticos, AINEs o trimetropin-sulfametoxasol.

¢ Donantes renales que se encuentren con patologias agudas que afecte el filtrado

glomerular en el momento de realizacion del clearance de iothalamato.

55 | 158



MATERIALES Y METODOS

7.1.3 Registros antropométricos y datos de laboratorio bioquimico

Se registro los datos antropométricos como sexo, edad, peso, talla y tension arterial. Se
determind diferentes analitos tales como creatinina sérica, glucemia, albuminuria y
proteinuria. Las determinaciones bioquimicas se realizaron en un autoanalizador
Modular P® y Cobas 6000 ®. La creatinina se midié con el método del picrato alcalino
(Método cinético compensado. Método estandarizado por diluciéon isotopica —
espectrometria de masa). La determinacién de la glucosa se realizé por el método de
glucosa oxidasa, albuminuria por inmunoturbidimetria y la proteinuria se realiz6 con el
método de Rojo de Pirogalol. Las calibraciones de los test se realizaron con calibradores
comerciales liofilizados para sistemas automatizados: C.f.a.s. ® y C.f.a.s. P.U.C.® del
Laboratorio ROCHE. Todas las determinaciones utilizadas participaron en programas
de control interno y externo de calidad (RIQAS, Reino Unido). La tension arterial (TA)
se midié usando esfigmomandmetro manual en posicién supina y se aplicé el criterio de
clasificacion de hipertension arterial de la Sociedad Argentina de Hipertension Arterial.
Hipertensos: si los valores de la TA sistélica/Diastdlica son mayores a 140 / 90 mm Hg
(S.A.-H.A., 2018).

7.2 Estudios de Seguimiento

Se formaron dos grupos de seguimiento con los mismos criterios de inclusién y exclusion
ya mencionados. En un grupo se establecié la variabilidad inter-individual con
determinacion seriadas de clearance de iothalamato y en el otro grupo, se establecio6 la
dinamica del FG a través de la medicion de clearance de iothalamato en diferentes

puntos post-nefrectomia. (1, 3, 6 y 12 meses).
7.3 Condiciones del paciente y del estudio de clearance de iothalamato

El donante debia cumplir con ciertos requisitos para realizar el estudio en el hospital, a
continuacion, se detalla los mismos:
e Permanecer en ayunas para soélidos 12 horas previas al estudio (a partir de las
21:00 hs del dia anterior).
e Suspender la medicacion habitual la mafiana del estudio, previa consulta con el
médico de cabecera.
e Beber, al comienzo de la mafiana del estudio, al menos un litro de agua, lo mas
rapido posible y ademas, beber 2 litros mas de agua mineral en el Hospital.

e Vaciar la vejiga por ultima vez a las 8:00 horas y retener la miccion hasta que se
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le indicaba un nuevo vaciamiento, una vez que llegaba al hospital.
e Permanecer acostado durante la realizacién del estudio, pudiendo levantarse

solo en el momento de orinar.
7.4 Protocolo del estudio de iothalamato

Posterior a la hidratacion, el donante vacié la vejiga y la orina se eliminé, luego se
procedio a la administracion subcutanea de 1 cm? de iothalamato de meglumina (Conray
60, Mallinckrodt®). Luego de un periodo de 60 minutos se indico el vaciamiento vesical
completo y se tomo la primera muestra de sangre. El donante permanecié en reposo,
continuando con hidratacién oral de 150 cm?® de agua cada 15 minutos. Al cabo de 60
minutos se indicé un nuevo vaciamiento vesical con recoleccion de orina y la segunda
toma muestra de sangre. Las muestras de plasma se recolectaron con heparina de litio
como anticoagulante y las muestras de orinas se obtuvieron en frascos estériles. El

protocolo es mostrado en la Figura 3.

o] Lo of [ lof |

Inyeccién
lothalamato

—p
| 60 min | | 5min| 5 min |
P: muestras de plasma

O: muestras de orina | 45 min (120 min max) I
QO¢c: orina para eliminar

Figura 3. Protocolo para obtencion de las muestras del clearance de iothalamato.
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7.5 Medicion de Clearance de iothalamato

La medicién del filtrado glomerular se realiz6 mediante la determinacion del clearance
renal de iothalamato no radiomarcado determinado por HPLC. El instrumento empleado
fue un HPLC Gilson ® con detector UV/Visible Modelo 189 y la columna Phenomenex®
de C15.20 X 4,5um.

7.6 Analisis estadistico

Las variables continuas se describieron como la media con sus respectivos desvios
estandares. Las variables discretas en porcentajes con sus intervalos de confianza del
95%. Las diferencias de las variables discretas se determinaron utilizando la prueba de
Chi cuadrado con correccion de Yates y de Fischer, mientras que para las variables
continuas se utilizo el test t de Student. El test de normalidad utilizado fue Kolmogorov-
Smirnoff. La homogeneidad de varianza o homocedasticidad fue evaluada con el test
de Barlett. La significacion escogida es de p < 0,05. En cada caso se utilizé el software
de andlisis estadistico Prism v. 4.03, GraphPad Software Inc. (2005) IBM SPSS®
Statistics V. 19.0 IBM Inc. (2010), EP Evaluator Release 8. David G. Rhoads Associates,
Inc. (2007). OriginLab 2019. Versién 9.6. © 1991-2019 OriginLab Corporation y Microsoft

Power Bi. Version 2.7. Microsoft Software. 2019.
7.7 Recaudos éticos

El presente estudio fue aprobado por el Comité Institucional de Etica de Investigacion
en salud (C.I.LE.l.S.) del Hospital Privado Universitario de Cérdoba bajo el codigo de
referencia: HP-4-210. Los pacientes expresaron su consentimiento por escrito para

participar en el estudio (Anexos 1y II).

7.8 Determinacidon de la estabilidad de las muestras de plasmay orina

para la cuantificacién de iothalamato por HPLC

Esta evaluacién se realizé para determinar la estabilidad de las muestras biolégicas
empleadas en la valoracion de la TFG. Las muestras de plasma y orina fueron
procesadas por triplicado durante 45 dias. Se prepararon las concentraciones a los
diferentes niveles a partir de una solucién comercial de iothalamato de meglumina

(Mallinckrodt®) y se calculé la concentracién promedio de iothalamato en cada muestra.

58 | 158



MATERIALES Y METODOS

Se fraccioné en alicuotas y se congelaron a -20°C.
Se consider6 como criterio de estabilidad de las muestras una variacion de la
concentracion de iothalamato menor al 3%, considerando la variabilidad analitica del

método segln ensayos previos.

7.9 Evaluacion y verificacion de la metodologia analitica para la
determinacién de iothalamato por un método cromatografico de

altaresolucién (HPLC)

Se realiz6 un estudio del desempefio metodoldgico a fin de cuantificar el error analitico
aportado por el método y demostrar que cumple con los requisitos necesarios para el
uso previsto, que fueron definidos en su evaluacion previa. Ademas, se cuantificé su
variabilidad para asegurar que no influye significativamente en los resultados que se
obtuvieron en este trabajo.

Como se explicé al inicio de este capitulo, se realizd la verificacion metodoldgica
siguiendo los requerimientos internacionales establecidos por las guias EP 6 (Evaluation
of the Linearity of Quantitative Measurement Procedures: A Statistical), EP 5 (Evaluation
of Precision Performance of Quantitative Measurement Methods; Approved Guideline)
de la Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2000; CLSI, 2004). Posteriormente,
establecidos los paradmetros de imprecision (CV) y veracidad (Sesgo), se calculé el error
total de la metodologia analitica para cada matriz evaluada. La finalidad de la
mencionada evaluacion fue la de asegurar que la variabilidad analitica y de la medicién

no impacten en la magnitud de cambio del filtrado glomerular.

7.9.1 Protocolo EP 6 Evaluation of the Linearity of Quantitative Measurement
Procedures: A Statistical (CLSI)

Las condiciones experimentales requeridas para establecer el intervalo de linealidad
pueden ser diferentes debido a la amplia gama de protocolos existentes, pero de esta
manera, nos encontramos con la necesidad de definir el mas apropiado para este
sistema de analisis en particular. El establecimiento de un rango puede tomar mas
repeticiones y tal vez, un mayor nimero de concentraciones. Se preparé una serie de 8
concentraciones conocidas o relaciones conocidas establecidas por dilucién. En todos
los protocolos, la secuencia de analisis se realiz6 en forma creciente de concentraciones
y los replicados de forma descendentes para evitar un efecto de arrastre (carryover)

(CLSI, 2003). Los conceptos definidos por la CLSI en la guia EP-6A establecen pautas
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de evaluacion del intervalo lineal de métodos analiticos en quimica clinica. Estas pautas
se basan en establecer estadisticamente la existencia de comportamiento lineal de los
datos a través de analisis de regresion polinomial (Kroll et al, 2000; Jhang et al, 2004).
Asi mismo, la CLSI especifica que es importante que cada laboratorio defina sus propios
requerimientos de linealidad en casos de comportamiento de no linealidad. Los
resultados obtenidos deben ser comparados con los requerimientos de calidad y
determinar el grado de cumplimiento del método evaluado. Asimismo, en los métodos
que necesitan ser validados se deben utilizar de 7 a 9 niveles de concentracion medidos
en 2 6 3 replicados por nivel.

El error aleatorio estd homogéneamente distribuido en todo el intervalo. Si la curva
resultante del andlisis de regresion polinomial es lineal o no lineal, esto no afecta la

capacidad del sistema analitico para interpolar datos experimentales.

7.9.1.1 Requisitos de muestras

El experimento del rango de linealidad requiere un volumen suficiente de cada muestra
para preparar diluciones y para llevar a cabo las pruebas para cada una de las 8
concentraciones.

Se recomienda que los niveles de concentracion intermedios igualmente espaciados se
preparen con precision al mezclar proporcionalmente los pools de alta y baja

concentracion del iothalamato (CLSI, 2003).

7.9.1.2 Efectos de la matriz

Las muestras utilizadas para determinar el intervalo lineal del método analitico deben
ser similares a las muestras que serdn utilizadas en pruebas clinicas. Todas las
muestras deben estar libres de interferencias conocidas para la metodologia a evaluar

como la que se puede ver con la ictericia, hemodlisis, o lipemia (CLSI, 2003).

7.9.1.3 Preparacion de la muestra y la asignacion de valores

Se prepararon 8 niveles de concentracion de iothalamato en ambas matrices: plasmay
orina, donde se aplicaron el andlisis de regresién polinomial con un adecuado grado de
confianza. La CLSI recomienda obtener en el estudio de esta tesis, entre 7 a 9 niveles
de concentracién a través de la mezcla de diferentes proporciones de dos muestras con
alto y bajo nivel de mesurando.

Para calcular la concentracion teérica de iothalamato de los diferentes niveles se
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recomienda aplicar la siguiente ecuacion:

Cl«V1i+Cn=Vn
Vi+Vn

Concentracion =

Donde C1: concentracion baja, V1: volumen concentracion baja, Cn: Concentracion alta,

Vn: volumen de la concentracién mas alta.

7.9.1.4 Regresion Polinomial

Los coeficientes de regresion fueron determinados e indicados como bi. En el modelo
de segundo orden, b2 es el coeficiente no lineal; mientras que, en el modelo de tercer
orden, tanto b2 como b3 son los coeficientes de no linealidad. Luego, fue necesario

obtener los errores estandar de las pendientes de los coeficientes de no linealidad, EEi.

Con esta informacién se procede a aplicar un test T para determinar si los coeficientes

son significativamente diferentes de cero. Finalmente, b0 y b1l no son evaluados por

tratarse de coeficientes de linealidad. El test T aplicado para b2 y b3 es el siguiente:

Para poder comparar el T calculado con un T critico, es necesario disponer de los grados
de libertad obtenidos a partir de la siguiente ecuacion:

gl=L=*=R— Rgl

Donde, L es el niumero de niveles medidos, R es el niumero de replicados en cada nivel
y Rgl es el nimero de coeficientes presentes en la ecuacién polinomial.

Si cualquiera de los coeficientes no lineales, b2 en el modelo de segundo orden o b3 y/o
b2 en el modelo de tercer orden son significativos (p<0,05), se considera el conjunto de
datos como no lineales.

Finalmente, dada la situacién en que dos o mas ecuaciones polinomiales ajusten al
conjunto de datos, se deduce que el mejor modelo polinomial de ajuste sera el que tenga
el menor valor de desviacion estandar de la regresion (Sy.x). Este estadistico estima el
grado de variabilidad de las diferencias entre los datos medidos y los obtenidos por
prediccion del modelo. Es por eso que la ecuacion polinomial con la menor Sy.x provee

el mejor ajuste de los datos.
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7.9.1.5 Desviaciéon de la linealidad a cada nivel

La desviacion de la linealidad (DL) a cada concentracion fue calculada a partir de la
siguiente ecuacion:
DL; =p(x;)— (by + by *x;)

Donde los valores de x van de x; y P(x:) era el valor del mejor polinomio no lineal de
ajuste de los datos en el punto x.

DL es la diferencia entre el modelo de segundo orden y el modelo de primer orden
(lineal) a cada nivel de concentracion, o la diferencia entre el modelo de tercer orden y
el modelo lineal. Esta es una medida de la diferencia entre el modelo no lineal y el lineal
a cada concentracion. El DL; se puede expresar en las unidades de concentracion del
mesurando o en porcentual. Este valor necesita ser comparado con valores de DL
definidos como especificaciones de calidad, los cuales también pueden ser expresados
en concentracion o porcentual definidos dentro del rango de medicion evaluado. Esta
situacion puede ser evaluada graficamente representando en el eje Y los valores DLy
en el eje X los niveles de concentracién evaluados (grafica de diferencias o difference
plot).

Otro aspecto a tener en cuenta en este analisis es que los DL; fueron calculados sélo
con los valores definidos para cada nivel de concentracion, dado que los valores entre
los niveles pueden no ajustar con algunos de los polinomios evaluados.

Si cada uno de los DL; fue menor a las especificaciones de calidad establecidas, no
importa que la no linealidad sea estadisticamente significativa, ya que la cantidad de
error no lineal esta dentro de dichas especificaciones. Si alguno de los DL; excedia la
especificacion de calidad, posiblemente existia un problema de no linealidad a ese nivel.
En este caso se aconseja aplicar alguna de las dos posibles soluciones:

i) Encontrar la razén de no linealidad y corregirla. Entre las razones podemos mencionar
la preparacién de la muestra; interferencias; calibracion de los instrumentos; entre otras.
Una vez corregida se realizé nuevamente la evaluacién de la linealidad.

i) Examinar de manera visual el gréfico de diferencias y determinar si la no linealidad
esta en algun extremo o en el medio del rango de medicion. En el caso de que la
desviacion sea evidente en algunos de los extremos, se procede a eliminar este punto

y procesar nuevamente los datos.
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7.9.1.6 Determinacion del limite de deteccion y cuantificaciéon del método

En 1995, IUPAC definio el limite de deteccién (LDD) como el valor verdadero minimo
detectable y afios mas tarde, el término era redefinido por ISO, como la concentracion
neta minima detectable.

Se calcul6 el LDD segun la EP 17 -A2 Evaluation of Detection Capability for Clinical
Laboratory Measurement Procedures (CLSI, 2012). Se realizaron 10 determinaciones
durante 3 dias con 4 soluciones de trabajo diferentes 0; 0,3; 0,6 y 0,9 pg/mL de
iothalamato. Se calculé el limite del blanco (LoB) donde la concentraciéon de iothalamato
presenta una relacion 3/1 entre la sefial y el ruido basal. Si es el caso donde no se
cumple esa relacién, se integraba el pico del cromatograma y se aplicaba la siguiente
formula:

LoB=Mediagianco + Cp SDblanco

Donde SD es la desviacion estandar del blanco. También, se ha asumido que las

concentraciones siguen una distribucién normal con varianza conocida.

1,645
Cp= ———
1- [4(3—1{)

Donde B es el numero total de resultados del blanco y K es el niamero de
concentraciones evaluadas.

El limite de cuantificacién (LoQ) definida como la menor concentracién de analito que
puede ser detectada con un cierto nivel de confianza y se calculd, como sugiere IUPAC,

como 3,3 LoD para cada tipo de muestra biol6gica.

7.9.2 Protocolo EP 5 Evaluation of Precision Performance of Quantitative

Measurement Methods; Approved Guideline

La guia EP5-A2 propone experimentos para evaluar la precision de métodos
cuantitativos en el laboratorio clinico (CLSI, 2004). Esta guia esta enfocada a establecer
los valores de precision para los equipos de medicidn, en este caso un equipo de HPLC,
como a los profesionales que necesitan establecer la magnitud de los parametros
analiticos en comparacion a trabajos previos (Chesher, 2008).

El experimento propuesto permitié evaluar la precision intermedia a fin de cuantificar

esa variabilidad y definir su impacto en la diferencia entre resultados. EI mismo se llevo
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a cabo durante al menos 20 dias operativos y consto de las siguientes etapas:

7.9.2.1 Periodo de familiarizacion del método

El primer paso en la evaluacion de la precisién del método analitico, es el periodo de
familiarizacion con el método. La finalidad es que se detecten todos los posibles errores
operativos que puedan actuar como una fuente de variabilidad de los resultados. En la
situacion particular de este protocolo, el periodo fue minimo porque el método utilizado
fue instituido y puesto a punto en la instituciébn por el autor para el protocolo de

evaluacién de donantes renales.

7.9.2.2 Estimacion preliminar de la precision

Durante el periodo de familiarizacién, como una evaluacion preliminar de la precision,
se realizaron 20 mediciones sucesivas en alicuotas de la misma muestra, en ambas
matrices (plasmay orina). Se realiz6 este experimento sobre dos niveles de iothalamato.
A partir de los resultados obtenidos se calcul6 la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion porcentual del método para cada concentracion de iothalamato.

7.9.2.3 Evaluacion de la precision intermedia del método

Segun la CLSI el experimento de evaluacion de la precision intermedia se debe realizar
en al menos dos niveles de concentracion, uno bajo y uno alto, lo cual permitird evaluar
la constancia de la imprecisién a lo largo del rango de medicion. Ademas, en la eleccion
de los niveles del mesurando se deben tener en consideracion los Puntos de Decision
Médica (PDM) que caen dentro del rango de medicién. Para cada nivel seleccionado,
se deben realizar dos corridas analiticas diarias medidas por duplicado. Este
procedimiento se debe repetir durante al menos 20 dias operativos. Dentro de esta
etapa experimental se debe seguir el siguiente criterio de aceptabilidad de las

mediciones efectuadas:

7.9.2.4 Deteccion de Outliers

Los datos de la precision preliminar fueron utilizados para la identificacion de valores
anOmalos (outliers) en los sucesivos experimentos de evaluacion de precision
intermedia. La CLSI recomienda utilizar un criterio para la deteccion de outliers durante
la realizacion del experimento. Si el valor absoluto de la diferencia entre los duplicados

excede 5,5 veces la desviacion estandar determinada en la etapa preliminar, el par de
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valores debe ser rechazado.
Si se encontraba un outlier, la causa del problema era investigada y la corrida era
repetida. El calculo de la desviacion estandar se lleva a cabo de acuerdo a lo indicado

en las ecuaciones siguientes:

Estadisticos utilizados para el calculo de la imprecision:

a) Estimacion preliminar de la precision

||Z?:1( x; - X)?

5 = |
N

b) Estimacion de repetibilidad. Se deriva de la siguiente férmula:

n—1

?n

||E§:1 E§=1[Xi}'1 — i 2
\ 41
Donde,
I= namero total de dias (generalmente 20).
j = nimero de corrida en el dia (1 6 2).
Xi1= resultado para el duplicado 1, corrida j en el dia i .
Xijz= resultado para el duplicado 2, corrida j en el dia .

d)Estimacién de la precision intermedia

Para el calculo de este pardmetro se requiere estimar los siguientes componentes de

precision:

| _ 2
|E§:1[X='._. - Xz'z.)
\ 21

A=

Donde,
| = nimero total de dias (con dos corridas).
Xi1= resultado promedio de la corrida 1, dia i (promedio de los duplicados).

Xi2= resultado promedio de la corrida 2, dia i (promedio de los duplicados).
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B |
wl I—1
Entonces,
52 —_ BE ‘42
dd — 2
52
SL=A"——
(o 2

Finalmente, ladesviacion estandar que estimalaprecisionintermedia es:

I
— g2 2 2
51"_,\‘|5dd+5rr+5r

La correcta via para estimar la precision intermedia de un método cuantitativo, es a
través de esta formula, ya que no solo pondera la repetibilidad, sino también el resto de
los componentes de la precision (inter-diario e inter-corrida). El coeficiente de variacién
porcentual (CV%) correspondiente a esta estimacion de precision intermedia se calcula

dividiendo ST por la concentracién media del analito evaluado multiplicado por 100.

7.9.2.5 Comparacion de la Repetibilidad y Precisién Intermedia con las

especificaciones de calidad del fabricante

La precision estimada anteriormente debe ser contrastada con especificaciones de
calidad previamente establecidas. Como fue mencionado, en la Evaluacion de Métodos
esta comparacion es realizada con las especificaciones establecidas por el fabricante a
través de la validacion de métodos. El estadistico empleado para tal fin es la prueba del
chi cuadrado. La CLSI especifica que tanto la repetibilidad como la precision intermedia
deben ser evaluadas por separado.

a) Comparacion de la repetibilidad

La prueba chi cuadrado utiliza las varianzas de las estimaciones efectuadas por el
laboratorio y el fabricante. EI nUmero de grados de libertad asociados a debe ser igual

al numero total de corridas.
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Donde
S:Z = varianza de la repetibilidad (S,) estimada por el laboratorio.
o’ = varianza de la repetibilidad (o) estimada por el fabricante.
R

= nUimero total de corridas (grados de libertad para Sy ).

b) Comparacion de la Precision Intermedia
La comparacién en este caso es igual que la efectuada en el punto anterior, solo que el

calculo se modifica.

, Sp*T
£ = 2
ar
Donde
Sfr = varianza de la precision intermedia ( St ) estimada por el laboratorio.
crlE = varianza de la precisién intermedia ( o7 ) estimada por el fabricante.
T = grados de libertad para St, de acuerdo a la siguiente ecuacion:

I =(2ME + MR + MD)?
I
-1

T =

2ME* + MR + « MD?

Donde,
ME=S;?
MR=2A?
MD=4B?

c) Establecer la comparacion

El valor obtenido de X debe ser comparado con el valor de X tabulado en tablas o
critico, considerando los R o T grados de libertad segln corresponda, para un 95% 6 99
% de confianza. Si el valor calculado es menor que el valor critico entonces se concluye
gue no existen diferencias significativas entre los valores de imprecisién establecidos
por el fabricante y los estimados por el laboratorio. Por lo tanto, se considera que el
método cumple con las especificaciones de calidad establecidas por el fabricante y
puede ser incluido a la rutina.
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7.9.3 Establecer el intervalo de referencia del clearance de iothalamato
determinado por un método cromatogréafico de alta resolucién (HPLC),
en sujetos donantes renales vivos considerados como una poblacién

sana

Se procedié a medir el clearance de iothalamato empleando técnicas HPLC. De esta
manera se establecid los intervalos de referencia del FG con esta metodologia de
acuerdo al protocolo de Ensayo EP 28-A3c: Defining, Establishing, and Verifying
Reference Intervals in the Clinical Laboratory; Approved Guideline (CLSI, 2000) en
candidatos a donantes renales.

Se determind la TFG a 280 candidatos a donantes renales que cumplieron con los
criterios de inclusién y exclusion establecidos para la donacion renal en el Hospital
Privado Universitario de Cordoba. El clearance de iothalamato se cuantific6 por HPLC
en plasma y orina recolectada segun el protocolo establecido. Los valores de la TFG
fueron particionados por género y edad. La normalidad se evalud con test de Shapiro-
Wilk.

Los valores aberrantes (outliers) se eliminaron luego de obtener los valores de las TFG
de los candidatos renales. Para la deteccion de valores aberrantes se han descripto
diversos meétodos estadisticos siendo uno de los mas simples y efectivos, una
modificacién del método de Dixon, en el cual se ordena los valores de menor a mayor y
se aplica el siguiente criterio:

Xn es aberrante si X, — Xp-1 > (Xn — X1)/3 y X1 es aberrante si Xz — Xi = (X — X1)/3.

7.9.4 Establecer la variabilidad inter-individual del Filtrado glomerular en

candidatos a donacién renal

En este trabajo se busco establecer la variabilidad bioldgica intra e inter-individual a
través del clearance del iothalamato para obtener el valor de referencia del cambio
(VRC) para el filtrado glomerular en individuos sanos. Se determind el grado de
dispersién entre los valores obtenidos de los donantes renales definido por la
variabilidad biologica. La evaluacion de la variabilidad consistio en el calculo del
coeficiente de variacion de las medias de los valores individuales observados en el
estudio.

Se realizé un estudio donde se incorporaron a 14 voluntarios mayores de edad, carentes
de enfermedades de base. Los sujetos fueron evaluados una vez por semana durante

4 semanas, habiendo sido verificada la ausencia de cambios significativos en su estado
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de salud durante este periodo. Las muestras de sangre y orina fueron recogidas bajo
condiciones estandarizadas en periodo de 2 horas y 2 extracciones de sangre venosa
recolectada en tubos con heparinato de litio como anticoagulante y la orina tras la
medicion del volumen, en tubos conico estériles. La determinacion de iothalamato se
realizé por HPLC por duplicado. Se realiz6 el calculo de la variabilidad intra-individual e

inter-individual determinando las varianzas de los voluntarios segun la Tabla 2.

Tabla 2. Célculo para la determinacién de la variabilidad biolégica intra e inter-individual

Muestra1 Muestra2 .. Muestran | Varianza
Sujeto 1 Var. Suj. 1
Sujeto 2 Var. Suj. 2
Sujeto n Var. Suj. n
Varianza % S°wea)

Varianza intra-individual: S’w = 8% yup - 8%

Varianza inter-individual: S$°g = 8% - S wen

El calculo de VRC fue obtenido a partir de mediciones seriadas del clearance de

iothalamato de cada voluntario y calculada como Zx2: « J (V2 + cv?). La varianza intra-
individual (S?w) se calcul6 a partir de la suma de las varianzas de la TFG de cada
voluntario (S%w-»)), a la cual se le sustrajo la variabilidad analitica ponderada del método
aplicado (S2a). Ya con la posibilidad de referenciar estas variables a un valor de una
TFG dada, se determiné los valores de CV,? y CV?y a partir de los cuales, se obtuvo el
VRC. La normalidad de los datos fue determinada por test de Kolmogorov-Smirnov y se
aplicé ANOVA (Figura 4).
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Fig. 1. The 2-level nested ANOVA model illustrating the relationship between the SDy, and the SDyy, as well as the SD,.

Figura 4. Grafica del modelo de ANOVA anidado mostrando la relacion entre las SD analiticas,
intra-individuales e inter-individuales basada en variabilidad bioldgica.

Extraido de Confidence intervals and power calculations for within-person biological variation:
effect of analytical imprecision, number of replicates, number of samples, and number of
individuals (Roraas et al, 2012).

7.9.4.1 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos en suero y plasma presentan una distribucion normal, determinada
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Se aplic6 Anova y como post hoc, el test de
Tukey. Los puntos periféricos (outliers) fueron detectados mediante la superacion de

tres desviaciones estandar con respecto de la media.

7.9.5 Calculo de error total del método

El error total (ET) de una metodologia analitica cuantitativa se define como:

Error Total = |Error Sistematico Total| + Error Aleatorio

ET = |[EST| + EA= |(bX.— X,) + a| + kS

Donde Xc es el nivel de decision médica requerido, b es la pendiente de la recta, a es
la ordenada al origen (obtenida del experimento de comparaciéon de métodos, la recta y
=b Xc + a), St la desviacién estandar total (obtenida en el experimento de precisién, Dia

1), k es el nivel de confianza deseado, tomando el valor de 1,96 para el 95 % de
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confianza.
El error sistematico total, definido en término de sesgo, es considerado igual a cero por

considerarse una metodologia de referencia.
7.10 Valoracion del filtrado glomerular en donantes renales vivos

Se establecid la variacion cuantitativa del filtrado post-nefrectomia a través de los

siguientes puntos:

7.10.1 Determinar la dinamica del filtrado glomerular hasta su estabilizacion

post-nefrectomia en donantes renales

En busqueda de realizar una interpretacion de la correcta valoracion de la TFG, se busco
establecer el periodo minimo de estabilizacién del filtrado glomerular posterior a la
nefrectomia, que conllevo a realizar determinaciones seriadas a los donantes en forma
prospectivas al mes, 3 y 6 meses post-donacion hasta lograr valores sin diferencia
estadisticamente significativa entre los resultados de 2 clearance de iothalamato

consecutivos.

7.10.2 Cuantificar el cambio en el filtrado glomerular de sujetos donantes

renales previo a la nefrectomia y post-estabilizacién del mismo

En este objetivo, se midi6 la diferencia entre el filtrado glomerular determinado en la
seleccién del donante renal vivo y el obtenido, a diferentes tiempos posteriores a la
nefrectomia. Se realiz6 un estudio prospectivo de cohorte con mediciones y
estimaciones repetidas de la TFG en 189 donantes renales, todos mayores de 18 afios
con nefrectomias realizadas entre los afios 2007 y 2016 en el Hospital Privado
Universitario de Cordoba, Argentina. Se incluyeron todos los donantes con al menos
una medicion pre-donacion de la TFG mediante clearance de iothalamato y que fueron
nuevamente estudiados en los afios 2017 y 2018 para una nueva medicion post-
donacion de la TFG. Todos los participantes firmaron un consentimiento informado para
este estudio.

La medicion de la TFG se realizé con iothalamato determinado por HPLC y su valor fue
utilizado como criterio de aceptacion para la donacién. Una nueva medicion se realiz
posterior a la donacion renal a diferentes tiempos respecto a la pre-donacion.

En todas las visitas se recopilaron datos de altura, peso e indice de masa corporal (IMC).

La creatinina sérica (SCr) se midi6 por técnica de Jaffé, con reactivos y calibradores de
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la marca en Roche Modular P ® y COBAS 6000 ® (Roche, Mannheim, Alemania). Todos
los reactivos y calibradores fueron marca ROCHE Diagnostic con materiales
comerciales para los controles internos de RANDOX ® ACUSERA vy el control externo
utilizado fue RIQAS (Reino Unido).

7.10.3 Establecer la evolucién del filtrado glomerular segun las caracteristicas

demograficas de los donantes renales vivos

Se procedié a medir el FG con clearance de iothalamato de toda la muestra poblacional
seleccionada en un tiempo posterior al periodo de estabilizacién. Se analizaron los
valores alcanzados segun diferentes variables tales como edad, sexo y tiempo post-

donacion.

7.10.4 Evaluar la comorbilidad de los donantes renales vivos que pudieran
influir en la evolucion de la funcién renal (hipertension arterial,
diabetes, obesidad/sobrepeso y proteinuria) a diferentes tiempos post-
estabilizacion del filtrado glomerular posterior a la nefrectomia

En este objetivo especifico, se busco evaluar y establecer su prevalencia de estas
variables en donantes renales correlacionandolas con el evento de donacion y el tiempo
transcurrido desde la misma. Se analizo el riesgo a través de regresion logistica y la
incidencia post-nefrectomia de co-morbilidades como hipertension arterial, obesidad y
albuminuria/proteinuria. La hipertension arterial se defini6 como tensién superior a
130/80 mm Hg segun lo establecido en el consenso argentino de hipertensién arterial
(S.A.H.A., 2018). Los donantes fueron estratificados segun el IMC siguiendo la
clasificacion de obesidad de la Organizacién Mundial de la Salud, en grado | ( IMC entre
30 y 34,9 kg/m?), grado Il (IMC entre 35y 39,9 kg/m?) y grado Il (IMC de 40 kg/m? o
mas) (O.M.S., 2000). Los criterios de definiciébn de albuminuria/proteinuria se basaron
en consensos internacionales como KDIGO y nacionales como el de la Sociedad
Argentina de Nefrologia (Inserra F, 2013; Gorostidi et al, 2014)
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8.1 Estabilidad de las muestras de plasma y orina utilizadas para la

determinacidon de iothalamato por HPLC

Se procesaron muestras de plasma y orina por triplicado durante 45 dias. Las muestras
se evaluaron a 2 concentraciones tanto en plasma como en orina. Las concentraciones
tedricas preparadas a partir de la soluciéon comercial de iothalamato de meglumina en
plasma fueron 8 y 15 ug/mL mientras que en orina fueron 300 y 600 ug/mL.

Las concentraciones de iothalamato medidas en plasma fueron 8,2 + 0,2y 15,6 + 0,1
Hg/mL mientras que en orina fueron 304,3 + 6,2 y 609,1 + 10,4 pg/mL.

La estabilidad de las muestras de plasma congeladas a — 20°C, con una variacién menor
al 3% interdiaria, fue de 30 dias. Las muestras de orina congeladas a — 20°C, con la
misma variacion, fue de 35 dias. No obstante, la determinacién de la TFG por clearance
de iothalamato implica la cuantificacion en ambas muestras, por ello, la estabilidad para

la determinacion del clearance de iothalamato es de 30 dias.

8.2 Evaluacién la metodologia analitica para la determinacion de
iothalamato por un método cromatografico de alta resolucion
(HPLC)

8.2.1 Protocolo EP 6 Evaluation of the linearity of quantitative measurement

procedures: A statistical (CLSI)

Se evalué 11 puntos por triplicado en 2 corridas analiticas diarias segun protocolo EP
6-A en las diferentes matrices biolégicas, plasma y orina. En la Tabla 3 se muestra el
célculo de la desviacion estandar (SD) y el coeficiente de variacion (CV) de las réplicas
en cada nivel, ademas de la SD y el CV "agrupados" (analogo al SD promedio y CV en
todos los niveles). Se realiz6 la prueba estadistica de Bartlett para verificar si es
razonable la suposicidn que SD es constante a través de los diferentes niveles. La SD
constante fue definida y se aplicd la regresion de Deming para los calculos restantes;
es decir sin ser ponderada. Se ajusté la linea de regresion a los datos obtenidos
ingresando en el eje X los valores asignados de las muestras en plasma y orina. En el
eje Y, se colocaron todos los valores de las mediciones de los replicados (Figura 5). Se
establecid un ajuste polindbmico de los datos, de tipo cuadratica o cibica y se lo comparé
con la regresion lineal. Se calcul6 la desviacién de la linealidad (DL) definida como la

diferencia entre los valores ajustados del mejor polinomio y la regresion lineal. Si
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cualquiera de los DL excede la no linealidad permitida, se establece que los datos son

no lineales. De lo contrario, se concluye que es lineal.

Scatter Hat
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Figura 5. Gréfico de linealidad de iothalamato en plasma

Tabla 3. Concentraciones y coeficientes de la variacion de iothalamato en la linealidad en la

muestra de plasma

Experimental Results
Specimen Mean SD cv Measured Concentrations
1 0,00 0,00 0,0 0 0 0
2 12,07 0,23 1,9 12,2 12,2 11,8
3 24,13 0,31 1,3 23,8 24,2 24,4
4 36,07 0,25 0,7 35,8 36,1 36,3
5 47,93 0,25 0,5 47,7 47,9 48,2
6 60,50 0,70 1,2 60,5 61,2 59,8
7 72,40 0,46 0,6 71,9 72,5 72,8
8 84,40 0,26 0,3 84,5 84,6 84,1
9 96,13 0,40 0,4 96,5 95,7 96,2
10 108,50 1,05 1,0 108,6 109,5 107,4
11 121,07 1,46 1,2 119,5 121,3 122,4
Pooled 0,64 1
Degrees of Fredom 22 20
Bartlett's p 0,017 0,484
Accept equality hypothesis No Yes

Se graficé los residuales de cada medicion de iothalamato en plasma (Figura 6) para
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mostrar la dispersion de los puntos en cada concentracion

Figura 6. Evaluacion de la no linealidad del iothalamato en plasma
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Se grafican los residuales de la regresion a las diferentes concentraciones de iothalamato

El error total permitido (TEa) evaluado y presupuestado para definir la no linealidad del

método fue del 5% para ser considerado como aceptable. La evaluacion de linealidad

fue derivada del valor del sesgo y fue menor o igual en cada una de las concentraciones

(Tabla 4). Se calculé estadisticamente el mejor polinomio siguiendo los lineamientos de

la EP 6 de CLSI, donde se determiné que los coeficientes B2 y B3 estadisticamente no

difirieron de cero. El analisis de la regresion descartd un ajuste polindémico confirmando

la relacion lineal en el rango de concentraciones de 0 a 120 pg/mL de iothalamato (Tabla

5).
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Tabla 4. Resultado del andlisis estadistico de la regresion en muestras de plasma

Statistical Analysis

Assigned Poly- Line
Specimen Value Mean Fit Fit
1 0 0,00 0,00 0,00
2 12 12,07 12,04 12,04
3 24 24,13 24,08 24,08
4 36 36,07 36,15 36,15
5 48 47,93 48,16 48,16
6 60 60,50 60,20 60,20
7 72 72,40 72,24 72,24
8 84 84,40 84,28 84,28
9 96 96,13 96,32 96,32
10 108 108,50 108,36 108,36
11 120 121,07 120,40 120,40

Tabla 5. Resultado del analisis estadistico del ajuste polinomial en plasma

Polynomial Fit Analysis
Coefficients and their T statistics

Std Error of "Best"
Polynomial Constant X X2 X2 Estimate Polynomial

Line -0,002075 1,003 0,9077 Best

0,1(*) 929,9
2rd Order 0,002088 1,001 3,65E-05 0,9127

0,1(*) 274,1 0,8(*)
3rd Order 0,01675 1,002 2,21E-06 2,51E-07 0,9279

0,1(*) 125,8 0,0(*) 0,1(*)

Analysis based on wighted regression. Standard error expressed as multiple of imprecision SD
(*) Statistically equivalent to zero

La metodologia fue evaluada en la matriz de orina segun el protocolo EP 6 de CLSI,
como se menciond anteriormente, estableciendo las 11 concentraciones en un rango de
0 a 1000 pg/mL (Figura 7).
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Figura 7. Grafico de linealidad de iothalamato en orina

En la Tabla 6 se muestra la desviacion estandar (SD) y el coeficiente de variacion (CV)
de las réplicas en cada concentracién de iothalamato, ademas de la SD y el CV
"agrupados”. También se realizd la prueba estadistica de Bartlett para verificar la

homocedasticidad de los grupos de datos.

Tabla 6. Concentraciones y coeficientes de variaciéon de iothalamato en la linealidad en la

muestra de orina

Experimental Results
Specimen Mean SD Ccv Measured Concentrations
0 0,00 0,00 0,0 0 0 0
100 99,533 3,525 3,5 96,5 98,7 103,4
200 198,373 4,613 2,3 195,7 195,72 203,7
300 302,533 3,053 1,0 299,4 302,7 305,5
400 398,400 3,291 0,8 402,1 397,3 395,8
500 497,867 4,394 0,9 494,8 495,9 502,9
600 603,267 4,475 0,7 598,1 605,8 605,9
700 699,667 4,940 0,1 698,1 695,7 705,2
800 796,600 1,559 0,2 795,7 798,4 795,7
900 905,900 1,200 0,1 905,9 904,7 907,1
1000 996,933 2,159 0,2 996,7 994,9 999,2
Pooled 3,386 1,5
Degrees of Fredom 22 20
Bartlett's p 0,004 0,002
Accept equality hypothesis No No
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Los residuales del método aplicado a la matriz orina se muestra en la Figura 8. Y el

analisis estadistico de la mejor regresion se muestra en la Tabla 7.
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Figura 8. No linealidad del iothalamato en orina

Tabla 7. Resultado del analisis estadistico de regresion polinomial en orina

Statistical Analysis

Assigned

Specimen Value
0 0

100 100
200 200
300 300
400 400
500 500
600 600
700 700
800 800
900 900
1000 1000

Mean
0,113
99,533
198,373
302,533
398,400
497,867
603,267
699,667
796,600
905,900
996,933

Poly-
Fit
0,000
100,274
200,434
300,595
400,755
500,916
601,076
701,237
801,397
901,568

1001,718 1001,718

Line
Fit
0,000
100,274
200,434
300,595
400,755
500,916
601,076
701,237
801,397
901,568

Se establecid un ajuste polinomico de los datos, de tipo cuadratica o cubica y se lo

compar6 con la regresion lineal para las muestras de orina (Tabla 8).
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Tabla 8. Resultado del andlisis estadistico del ajuste polinomial en orina

Polynomial Fit Analysis
Coefficients and their T statistics std Error of "Best"
Polynomial Constant X X2 X3 Estimate Polynomial

Line 0,1133 1,002 1,887 Best

6,8 972,2
2rd Order 0,1133 0,9684 5,99E-06 1,902

6,8 134,0 0,7(*)
3rd Order 0,1134 0,9914 2,09E-05 -1,03E-08 1,932

6,7 55,4 0,4(*) 0,3(%)

Analysis based on wighted regression. Standard error expressed as multiple of imprecision SD
(*) Statistically equivalent to zero

8.2.1.1 Determinacion del Limite de Deteccion (LoD) y Cuantificacion del
método (LoQ)

El LoD del método para determinacion de iothalamato por HPLC calculado en plasma
fue de 0,3 pg/mL y en orina fue de 0,6 pg/mL. El LoQ en el método en plasma fue de

1,0 ug/mL y en orina fue a una concentracion de 2,0 ug/mL.

8.2.2 Protocolo EP 5 Evaluation of Precision Performance of Quantitative

Measurement Methods; Approved Guideline

8.2.2.1 Evaluacioén de precision en plasma

Se realiz6 el protocolo para establecer la precision en plasma de la determinacion de
clearance de iothalamato. A continuacién, se muestra la dispersion de los puntos y la
media diaria (--). El protocolo se aplicé a 2 concentraciones de iothalamato: 10 pug/mL
(Figura 9) nivel bajo y 20 ug/mL (Figura 10) nivel alto, determinado en matriz plasma.

. Se registraron 80 datos determinados durante 20 dias y 2 corridas diarias. Se calcul6
la media y diferentes parametros de variabilidad como la repetibilidad. (Tabla 9 y Tabla
10).
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Figura 10. Precisién interdia. Concentracién plasmatica: 20 pg/mL

Tabla 9. Célculos de precision segun EP 5 A2. Nivel bajo. Matriz plasma

Level = LOW

Number of observations
Number of runs
Number of days

Runs per day
Replicates per run

Mean

Repeatability
Between-run
Between-day
Within-laboratory

80
40
20

10,36

SD
0,16
0,05
0,09
0,19

95% ClI
0,13 t0 0,21

0,16 to 0,23

Ccv

1,5%
0,5%
0,9%
1,9%

Allowable
Total SD

5,00

Imprecision is less than allowable total imprecision: 5 ug/mL upto 15 ug/mL then 3 ug/mL.
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Tabla 10. Célculos de precision segun EP 5 A2. Nivel alto. Matriz plasma

Level = HIGH

Number of observations
Number of runs
Number of days

Runs per day
Replicates per run

Mean

Repeatability
Between-run
Between-day
Within-laboratory

80
40
20

20,72

SD
0,20
0,00
0,01
0,20

95% CI
0,16 to 0,25

0,17 t0 0,23

Ccv

0,9%
0,0%
0,1%
0,9%

Allowable
Total SD

3,00

Imprecision is less than allowable total imprecision: 5 ug/mL upto 15 ug/mL then 3 ug/mL.

8.2.2.2 Evaluacioén de precision en orina

Se realizé el protocolo para establecer la precision en orina de la determinacién de
clearance de iothalamato, a continuacion, se muestra la dispersion de los puntos y la
media diaria (--). El protocolo se aplicé a 2 concentraciones de iothalamato: 30,5 pg/mL
(Figura 11) nivel bajo y 335 pg/mL (Figura 12) nivel alto, determinado en matriz plasma.
Se registraron 80 datos determinados durante 20 dias y 2 corridas diarias. Se calculé la
media y diferentes parametros de variabilidad como la repetibilidad. (Tabla 11 y Tabla
12).
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Figura 11. Precisién Interdia. Concentracion urinaria: 30,5 pg/mL
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Figura 12. Precisién interdia. Concentracién urinaria: 335,0 pg/mL

Tabla 11. Calculos de precision segun EP 5 A2. Nivel bajo. Matriz orina

Level = LOW

Number of observations
Number of runs
Number of days

Runs per day
Replicates per run

Mean

Repeatability
Between-run
Between-day
Within-laboratory

80
40

N

30,45

SD
1,55
0,92
0,00
1,80

95% CI
1,27 to 1,99

1,56 to 2,15

Ccv
51%

5,9%

Allowable
Total SD

300,00

Tabla 12. Calculos de precision segun EP 5 A2. Nivel alto. Matriz orina

Level = HIGH

Number of observations
Number of runs
Number of days

Runs per day
Replicates per run

Mean

Repeatability
Between-run
Between-day
Within-laboratory

80
40
20

335,85

SD
11,68
0,00
3,87
12,30

95% CI
9,59 to 14,94

10,56 to 14,74

Ccv
3,5%

3,7%

Allowable
Total SD

300,00
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8.2.3 Evaluacion de la veracidad

El experimento de veracidad se realiz6 en el intervalo de medicién de método donde se
estima alcanzar las concentraciones de iothalamato dado la cantidad del contraste
inyectado. Se evaluaron 5 replicados de cada concentracién y la concentracibn mas
baja y la mas alta se encontraron en el rango reportable del método. Las soluciones se
prepararon a partir de una solucién de iothalamato Conray 60 ® (lothalamato de
meglumina, Mallinckrodt Inc.) en ambas matrices: plasma (Figura 13) y orina (Figura
14). Se calcul6 el porcentaje de recuperacion definido como la proporciéon entre la media
de los replicados y la concentracion de iothalamato asignada a las 5 muestras. En cada
concentracion de iothalamato en matriz plasma (Tabla 13) y en orina (Tabla 14) se
compararon los valores de las medias con el rango aceptado para la aceptacion del test.
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Figura 13. Grafica de la variacion de la medicion de iothalamato a distintas concentraciones en
plasma

En la gréafica derecha, se muestra el rango del porcentaje de recuperacion del iothalamato en
plasma.

Tabla 13. Célculo de recuperacion de iothalamato en muestra de plasma

Statistical Analysis and Experimental Results

Target (1)
Range Midpoint Measured Values Accuracy
71 66t07.6 71 7.6 6.8 7 6.9 7.3 Pass
14.1 13,210 15,0 14,1 14,3 14,5 13,7 13,9 13,5 Pass
28.2 26,4 to 30,0 28,2 284 27,5 27.9 281 28,3 Pass
56.4 52,8 to 60,0 56,4 55,5 56,4 55,9 56,1 56 Pass

(1) Accuracy passes if all measured values lie within the Target Range. '’ indicates an excluded result.

85 | 158



RESULTADOS
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Figura 14. Gréfica de la variacion de la medicién de iothalamato a distintas concentraciones en
orina

En la grafica derecha, se muestra el rango del porcentaje de recuperacién del iothalamato en
orina.

Tabla 14. Calculo de recuperacion de iothalamato en muestra de orina

Statistical Analysis and Experimental Results

Target (1
Range Midpoint Measured Values Accuracy
36,7 34,310 39,0 36,6 359 38,2 7 372 M9 Pass
825 77210 87,8 82,5 80,5 819 839 878 825 Pass
185,7 173,8to 1976 1857 186,9 1795 180 1859 1763 Pass
4178 3910to 4445 4178 4152 4203 3947 4189 4235 Pass

(1) Accuracy passes if all measured values lie within the Target Range. ‘' indicates an excluded result.

8.2.4 Comparaciéon de métodos analiticos

Se realiz6 la calibracién de la técnica de medicion de iothalamato obteniéndose una
pendiente en orina de 0,0015 * 0,0007 y una ordenada al origen de 0,006 + 0,002, r =
0,9919 (p< 0.01). En tanto que, en plasma, los resultados obtenidos fueron de 0,0603 £
0,0007 para la pendiente y una ordenada de 0,0055 + 0,0006. r = 0,9941 (p< 0,001).

Se realiz6 una comparacién entre el filtrado obtenido por el método descripto y el
determinado por cromatografia liquida-espectroscopia de masa en tdandem (LC-MS/MS)
en Mayo Clinic, Rochester, USA. (n=27). La ecuacién obtenida por regresion de
Demming fue (1,073%0,048) X — (2,590+0,098) con r= 0,9893 p<0,0001 (Figura 15).
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Figura 15. Comparacion de métodos entre FG en estudio y el FG de referencia (Mayo Clinic,
USA)
En (A) se muestra la correlacion entre ambos métodos y en (B) se muestra el cromatograma

con deteccion por UV con los 3 picos de marcadores externos: ioversol, iohexol e iothalamato.

La diferencia entre ambos métodos en la medicion de la TFG en el protocolo de

comparacion de método fue de 7,4%.

8.2.5 Intervalo de referencia del clearance de iothalamato determinado por un
método cromatogréafico de alta resolucién (HPLC), en sujetos donantes

renales vivos considerados como una poblacion sana

Los valores de FG no presentaron distribucion normal en mujeres y hombres (p<0,0001).
El valor del FG medido en candidatos a donantes renales fue independiente de la edad,
pero presento diferencias significativas segun el sexo (p<0,001). Se particion6 por sexo
en 127 hombres y 153 mujeres. En el grupo mujeres, la edad presentdé un rango
intercuartilo (RIC) de 19-68 afios mientras que en hombres el RIC fue de 21-74 afios.
El intervalo de referencia establecido para FG en candidatos a donantes renales para
mujeres entre los 19 y 68 afios de edad fue de 88,8 — 141,7 mL/min/1,73 m? y para
hombres entre los 21-74 arios fue de 93,7 — 147.3 mL/min/1,73 m2.

En la Figura 16 y 17 se muestran los histogramas de frecuencia del clearance de

iothalamato en mujeres y hombres respectivamente.
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Figura 16. Histograma de frecuencia del clearance de iothalamato en mujeres
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Figura 17. Histograma de frecuencia del clearance de iothalamato en hombres

El protocolo C28-A2, que define el rango de referencia de un método, emplea un analisis
estadistico para la deteccion de outliers, denominado técnica de Barnett y Lewis (CLSI,
2000). Se aplico test ANOVA y se realizé la particion definiendo el z critico para definir
las subclases a particionar.

En la particién por sexo (Figura 18), se observo un outlier en la categoria hombre y
muestra los Whisker box para hombres y mujeres.
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Figura 18. Whisker box del clearance de iothalamato particionado por sexo

En la Figura 19 se muestran los graficos del analisis de la distribucién de los datos de
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TFG donde muestra el un ajuste gaussiano.
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Figura 19. Histograma del filtrado glomerular de los donantes renales y andlisis de normalidad

de los datos originales y datos transformados.

8.2.6 Error total

El error total del método para determinar iothalamato en plasma y orina, se calcul6
teniendo sélo el parametro del error aleatorio (k*St). Se establecié el coeficiente
estadistico del 95 % (k=1,96). El sesgo en métodos de referencia es definido como cero.
Se evalud el ET a dos concentraciones de iothalamato en muestras de plasma y de
orina. En la Tabla 15 se muestra los célculos de ET en plasma y orina.

Tabla 15. Calculo de Error Total en plasma y orina

Muestra  Conc. (ug/mL) Imprecision (CV%)

10,0 1,9 1,96 11,1
Plasma
20,0 0,9 1,96 1,8
. 30,0 5,9 1,96 11,6
Orina
335,0 3,7 1,96 7,3

8.2.7 Variabilidad inter-individual del filtrado glomerular en candidatos a

donacion renal

La variabilidad bioldgica intra-individual (CVy) calculada de la TFG en los sujetos sanos
(8 hombres y 6 mujeres) fue de 4,1 % con un promedio de edad 41 + 5 afios y la
variabilidad inter-individual fue de 13,1 % en el mismo grupo. Los calculos fueron
obtenidos por varianza intra-individual en cada voluntario y la determinacién de la
variabilidad general a través de la suma de varianzas.

La variacion que se observa en un solo sujeto se definié como variacion individual, la
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cual se la determin6é como la varianza inter-dia intra-sujeto. Se puede observar, en la
Tabla 16, las TFG medidas de los 14 voluntarios a partir de las cuales se obtuvieron los
valores de la variabilidad intra-individual (s?x) e inter-individual (s?g).

El valor de referencia de cambio fue de 15,6 %, donde el CV, fue calculado en 4,2 %,
segun control de calidad interno realizado en el periodo donde se realizé la

determinacion de las TFG para el célculo de la variabilidad biol6gica.

Tabla 16. Aplicacién del test ANOVA para determinar los componentes de la variabilidad

biolégica
TFG 1 TFG 2 TFG 3 TFG 4
MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3 MUESTRA 4 MUESTRA 5 MUESTRA 6 MUESTRA 7 MUESTRA 8
SUJETO 1 103 101 96 96 100 96 82 88
SUJETO 2 124 118 96 92 98 89 95 99
SUJETO 3 82 81 89 87 81 82 85 86
SUJETO 4 127 135 142 140 133 131 134 130
SUJETO 5 103 101 96 96 100 96 111 115
SUJETO 6 115 102 96 92 88 92 95 99
SUJETO 7 82 81 75 68 81 78 85 83
SUJETO 8 107 105 142 140 133 131 137 135
SUJETO 9 107 105 142 140 133 131 134 137
SUJETO 10 103 101 96 96 100 96 98 100
SUJETO 11 107 108 142 140 133 131 137 138
SUJETO 12 103 101 101 96 100 96 94 100
SUJETO 13 125 122 114 92 101 104 111 109
SUJETO 14 82 85 79 80 81 82 83 85
S’t= 25,20 Vit % 24,1
S%a= 4,20
VARIANZA INTRA-INDIVIDUAL S’w 4,10
VARIANZA INTER-INDIVIDUAL S’g 13,1
VRC= 156 %

8.3 Valoracion del filtrado glomerular en donantes renales vivos

Se incluyeron en el estudio de valoracion del filtrado glomerular 236 donantes renales,
quienes fueron aceptados entre el afio 2007 y 2017. Se realizaron otros clearance de
iothalamato con otros fines como evaluacion de la TFG en individuos obesos, cirréticos,
pacientes con TFG alteradas o con ERC, criterios de inicio de dialisis y pacientes con
TFG alteradas para ajustar dosis de farmacos nefrotoxicos como cisplatino y otros
antineoplasicos.

Se procesaron 236 clearance de iothalamato de candidatos a trasplantes renal quienes

fueron aceptados. Un grupo de 47 donantes a quienes inicialmente se les realiz6 la
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uninefrectomia pero que posteriormente no fueron hallados o bien, no aceptaron

participar en este estudio, sus datos basales de la TFG fueron excluidos del trabajo

(Figura 20).

668 Clearance de
iotalamato

346 Evaluacion
candidatos a
donantes

110 Candidatos 236 candidatos
no aceptados aceptados

Ao 2007 - 2017

100 individuos

obesos

47 Donantes 159 donantes 163 Pacientes

no hallados / 3 con TFG
recitados

No aceptaron alterada

~

322 Estudios de
TFG

19 individuos
cirroticos

40 Pacientes
con medicacion
nefrotoxica

Figura 20. Los diferentes objetivos de la determinacion del clearance de iothalamato

A todos los donantes con nefrectomia en el periodo 2007 y 2016, se les realiz6 una

nueva determinacion de la TFG medida por clearance de iothalamato. Los donantes

renales fueron evaluados a diferentes tiempos post-nefrectomia. Entre los afios 2017 y

julio del 2018, se estudiaron los donantes por afio del trasplante. La comunicacién con

los donantes se realiz6 de forma telefénica, a través del servicio de nefrologia, logrando

un porcentaje global del 80,1% de aceptacion de los donantes para ser evaluados

nuevamente y que se calculd, por afo, la proporcién de donantes que se incorporaron

al estudio (Figura 21).

En los primeros 5 afios del estudio, se lograron incorporar un promedio de 72,5% de los

donantes de ese periodo, mientras que, en los afios mas recientes del estudio, el
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promedio fue de 90.0%.
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Figura 21. Porcentaje de donantes incorporados al trabajo por afio

2015

Se realiz6 un histograma con la distribucion de los donantes renales. En lineas

entrecortadas se muestra la distribucion gaussiana de la poblacion estudiada. Se

presentan un rango etario amplio con edad minima de 18 afios y maxima de 69 afios.

Los datos se muestran en la Figura 22.
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Figura 22. Histograma de las edades de los donantes al momento de la donacion
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Se analiz6 y se grafico la distribucion del origen de los donantes renales en la Republica
Argentina. En la Figura 23 se representa, en color azul, la regidon de procedencia del
donante y la dimension del circulo representa, proporcionalmente, la cantidad de
donantes en cada lugar geogréfico. En color verde, se muestran las provincias de las
cuales provienen los donantes y la intensidad del color expresa la cantidad de donantes
gue provienen de la provincia. La procedencia de los donantes no sélo se limita a la
provincia de Cérdoba sino también a otras focalizdndose en la region centro oeste y

noroeste de la Argentina.

/ SAO PAULO
e300 c
~»

DONANTES

[
100 1500

Figura 23. Mapa de la distribucion del origen de los donantes renales

Se debe mencionar que el 58,2% de los donantes proceden de la provincia de Cérdoba
y el 32,3% corresponde a donantes del interior de esta provincia. La Figura 24 muestra
todos los porcentajes que definen el resto de las procedencias de los donantes. Se
divide la provincia de Cérdoba en: Capital y Gran Cérdoba (territorio que se extiende
aproximadamente 65 km hacia el noroeste de la ciudad de Coérdoba y hacia el resto de
los puntos cardinales se extiende unos 15 km) y el Interior de la provincia. Entre las

provincias que alcanzaban porcentajes de donantes en este trabajo entre 3,2 y 7,9%
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son La Rioja, San Luis, Santiago de Estero, Jujuy, San Juan y Catamarca. La Figura 24
muestra también la relacion con la distancia promedio de las diferentes ciudades de

cada provincia y el porcentaje de donantes.
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Figura 24. Porcentajes y distancia promedio de las diferentes procedencias de los
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8.3.1 La dinamica del filtrado glomerular hasta su estabilizacién post-

nefrectomia en donantes renales

Se realizé un estudio prospectivo de una cohorte de 17 donantes renales sometidos a
mediciones repetidas de la TFG mediante clearance renal de iothalamato. Se estudio la
TFG pre-donacion basal) y a diferentes tiempos (1, 3, 6 y 12 meses post-donacién). Se
muestra la dinamica en la Figura 25, donde se establece una diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo basal de TFG en comparacién con el primer
mes (p<0,0001) y también, al evaluar el grupo mes 1 respecto al mes 3 (p<0,03).

Las caracteristicas demogréficas y de la funcién renal de la cohorte definida se muestran

enla Tabla 17 y los valores del clearance de iothalamato en cada punto de tiempo hasta
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su estabilizacion se muestra en Tabla 18.
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Figura 25. Estabilizacion de la TFG determinada con clearance de iothalamato

Tabla 17. Caracteristicas de los donantes en el estudio de estabilizacion

Numero de Donantes (n) 17
Edad (Afios) 46 £ 11
Sexo, femenino (n,%) 11;64,7%
Altura (cm) 166 +8
Peso (Kg) 79,1+124
IMC (Kg/m?) 28,6 + 4,9
Creatinina (mg/dL) 0,72+0,13
Filtrado Glomerular (mL/min/1,73 m") 111,2+8,7
Clearance de Creatinina (mL/min/1,73 m’) 92,6 18,7
CKD-EPI (mL/min/1,73 m") 105,1+11,2
MDRD (mL/min/1,73 m’) 96,7 + 15,4

Tabla 18. Evolucion del filtrado glomerular post-donacion
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Basal 111,2 104,9-117,4 -- -- --

Mes 1 61,2 58,2-66,2 <0,001 44,0 20,6 - 69,6
Mes 3 69,9 63,6-76,3 <0,03 36,1 14,8-62,4
Mes 6 74,6 70,2-79,1 0,06 31,9 11,9-58,4
Mes 12 76,9 73,9-79,8 0,54 29,9 10,6 - 56,4

Los valores fueron expresados en mL/min/1,73 m2.

El FG se recupera al tercer mes post-donacion con una tendencia a estabilizarse durante

el primer afio post-nefrectomia.

8.3.2 Variacion del filtrado glomerular de sujetos donantes renales previo a

la nefrectomia y post-estabilizacién del mismo

En el afio 2017 fueron evaluados nuevamente los donantes renales cuya nefrectomia

se realiz6 entre los afios 2007 y 2017. Se calculé la mediana y los percentiles 25"-75t"

de cada afio de la TFG realizada previa a la donacion renal. En la Figura 26, se muestra

las series de datos de las TFG de los donantes en color celeste y la serie de las TFG

post-donacion en azul, cada uno con los respectivos minimos y maximos. En las series

pre-donacion no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellas.

FILTRADO GLOMERULAR(mL/min/1,73 m?)

150

125

100

75

50

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

TIEMPO (Afios)

Figura 26. Variacion de la tasa de filtrado glomerular segun afios de la nefrectomia

Las caracteristicas demogréficas, antropométricas y la funcionalidad renal de la cohorte

estudiada se muestran en la Tabla 19. Se estudié en un subgrupo de donantes la
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dindmica de la estabilizaciéon de filtrado glomerular post-nefrectomia. Se observé una

estabilizacion del mismo a partir de los 3 meses post-nefrectomia

Tabla 19. Caracteristicas demogréficas y parametros de funcion renal en la cohorte de
donantes estudiados
PRE-DONACION

VARIABLE
Numero de Donantes (n) 189
Edad (Afios) 42 +13
Sexo, femenino (n,%) 115;60,3
Altura (cm) 167 + 11
Peso (Kg) 74,0+ 18,3
BMI 26,4 5,8
Creatinina (mg/dL) 0,76 £ 0,16
mTFG (mL/min/1,73 m?) 114 +10,8
Clearance de Creatinina (mL/min/1,73 m?) 104,0 + 26,8
CKD-EPI (mL/min/1,73 m?) 109,5+ 14,6
MDRD (mL/min/1,73 m?) 102,9+22,3

BMI: Body mass Index. indice de masa corporal. mTFG: measured Glomerular Filtration Rate. Tasa de filtrado
glomerular medido. CKD-EPI: Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration. MDRD: Modification of diet in renal
disease

En la Tabla 20 se muestran los valores demogréficos y el funcionalismo renal. Se
establecieron 2 grupos considerando el tiempo de evaluacién del TFG post-donacion.
Grupo 1 (n=107) con un tiempo de evaluaciéon entre los 3 meses post-estabilizacion
hasta los 5 afios y grupo 2 (n=82) con un tiempo entre 5y 10 afios post-donacion. Se
observd una diferencia estadisticamente significativa en todos los parametros pre y
post-donacién tanto en el grupo 1y grupo 2, a excepcion de peso y altura. Los grupos
estudiados no mostraron diferencias en la evolucion de la creatinina a largo plazo
respecto al corto plazo (grupo hasta 5 afios y mas de 5 afios, p=0,47). El valor de
compensacion renal de ambos grupos fue del 61,9 % (52,0 — 71,1) % y 75,6 % (64,9 —
84,4) % para los grupos 1y 2, respectivamente.

Se compararon ambos grupos post-donacién donde se observé una diferencia

estadisticamente significativa solamente en la TFG medida (p<0,001).
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En la Figura 27 se muestran las correlaciones entre las TFG estimadas por las
ecuaciones MDRD y CKD-EPI en relacion con las medidas por clearance de iothalamato
previas a la nefrectomia. Se definié como referencia el valor de 90 mL/min/1.73 m2. Se
analizaron las regresiones para ambas formulas, la ecuacién resultante para MDRD fue
y = 0,6608*X + 26,52, r: 0,53 p<0,001 y la ecuacién para CKD-EPI fue y = 0,4702*X +
54,69, r: 0,58 p<0,001.
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Figura 27. Correlacion de las ecuaciones para estimar la TFG (MDRD y CKD-EPI) previo a la

uninefrectomia
Las estimaciones de la TFG comparadas con clearance de iothalamato. en ( --- ) se indica el
valor de TFG 90 mL/min/1,73 m?.

La Figura 28 muestra el TFG estimado por las ecuaciones MDRD y CKD-EPI respecto
a la TFG medida por clearance de iothalamato post-nefrectomia, estableciéndose dos
valores de FR: 60 ml/min y 90 ml/min considerados de referencia.

Se determiné el porcentaje de donantes cuya TFG post-nefrectomia determinada por
cada ecuacion. La misma subestimo su valor al ser comparada con la mTFG de
referencia 60 y 90 mL/min/1,73 m?. La ecuacién MDRD subestimo las TFG del 3,2 % y

38,6 % de los donantes comparados con la mTFG mayor a 90 y 60 mL/min/1,73m?2,
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mientras que la CKD-EPI mostré que el 2,6 y 13,8 % de las eTFG subestimaban

evaluando a mTFG superiores a 90 y 60 mL/min/1,73m?, respectivamente.

POST-NEFRECTOMIA
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Figura 28. Correlacion de las ecuaciones para estimar la TFG (MDRD y CKD-EPI) posterior a la
uninefrectomia

Las ecuaciones comparadas con clearance de iothalamato. en ( ----) se indica el valor de TFG
90 ml/min/1,73 m?y en ( .... ) se indica el valor de TFG 60 ml/min/1,73 m2. en lineas horizontales
se grafica el area donde se hallan las TFG subestimadas en relaciéon a 60 mL/min/1,73 m?y en
lineas verticales, las TFG subestimadas en relacion a 90 mL/min/1,73 m?.

Se determiné el rendimiento diagnéstico utilizando el area bajo la curva ROC para cada
eTFG en la evaluacién post-nefrectomia de los donantes: MDRD (ABC= 0,66 IC:0,59-
0,73), sensibilidad: 98,7%, especificidad: 63,3% y CKD-EPI (ABC =0,79 IC: 0,73-0,85)
sensibilidad: 96,9%, especificidad: 76,4% considerando como referencia la TFG de 60
mL/min/1,73m?. En la Figura 29 se muestra las curvas ROC de CKD-EPI y MDRD con
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las cuales se obtuvieron el desempefio diagnéstico anteriormente mencionado.

20—

CKD_EP!I

PREE TR TN [N TR N TN AN TR TN TN [N SN TN N AN TR T M |

0 20 40 60 80 100
100-Especificidad

Figura 29. Representacion gréafica de las curvas ROC de CKD-EPI vs MDRD

En el Figura 30 se muestra la concordancia de la TFG estimada pre y post-donacién
mediante el test de Bland Altman. Las graficas permiten visualizar la dispersiéon de cada
ecuacion para la eTFG respecto al clearance de referencia (iothalamato) La ecuacion
MDRD mostré un sesgo previo de donaciéon de -15,0 (-24,0; -0,2) mL/min/1,73 m? y
posterior a la donacién de -20,5 (-30,4; -8,5) mL/min/1,73 m?. La ecuacion CKD-EPI
mostré un sesgo de -6,1 (-14,0; 2,4) mL/min/1,73 m?y -3,4 (-12,1; 8,6) mL/min/1,73 m?,

en TFG previos y posterior a la nefrectomia.
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Figura 30. Bland-Altman de ambas ecuaciones de estimacion de la TFG

En (A) se muestra la ecuacion MDRD pre-donacion y en (B) MDRD post-donacién renal. En (C)
CKD-EPI pre-donacion y en (D) CKD-EPI post-donacion. La medicion de la TFG se determiné
utilizando el clearance de iothalamato.

En el Figura 31 se muestran las TFG de los donantes pre y post-nefrectomia segun los
diferentes grupos etarios (I). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las TFG intra grupo (antes y después de la nefrectomia) y entre los
diferentes grupos etarios considerando los TFG previos entre si y los TFG post-
nefrectomia. Se dividio la cohorte en hombres (II) y mujeres (ll1), realizando la misma
estructura de andlisis que en la cohorte completa. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las TFG en las mismas condiciones en las que se

comparé la muestra completa.
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Figura 31. Filtrado glomerular medido por clearance de iothalamato por rango etario
Se dividi6 a la cohorte en 5 subgrupos y en cada uno se muestran las TFG previas (A) y posterior
(B) a la nefrectomia. En () se observa toda la cohorte de donantes renales. En (Il) y se muestra

el subgrupo de hombres y mujeres, respectivamente.
Se grafico la distribucion de las estimaciones de la TFG (MDRD y CKD-EPI) previa y

posterior a la donacién en relacion a las mediciones de la TFG en un mapa de contorno

y se observé el desempefio de las mismas segun el rango de edades de los donantes
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renales como potencial funcion del filtrado medido, estimado y la edad del donante
(Figura 32).
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Figura 32. Gréafica de contorno y mapa de color mostrando la eTFG previa y posterior a la
nefrectomia

MDRD en la grafica A y B mientras CKD-EPI en C y D. se graficé edad de los donantes y TFG
medida por clearance de iothalamato. En la escala de colores se muestra la grafica de contorno
de la funcién matematica de las eTFG representadas segun escala de colores.

Se analiz6 la cohorte estudiada estratificAndola segun su IMC previo y posterior a la
nefrectomia. Las variaciones observadas entre las categorias del IMC de los donantes
post-donacién fueron siempre hacia la categoria superior en relacion al IMC a excepcion
de un donante, quien fue reclasificado de “sobrepeso” a la categoria “normal”. Las
diferencias de los porcentajes de los donantes en cada categoria pre y post-donacion
fueron estadisticamente no significativas (Tabla 21).
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Tabla 21. Estratificacion y evolucion de los donantes segun IMC

JTFG TFG pos
BMI (Kg/m?) n (mL/min/1,73m?) (mL/min/1,73
Normal 18,5-24,9 66 34,9% 117,1+15,5 40 21,2% 75,1+9,5 -13,8% 1
Sobrepeso 25-29,9 76 40,2% 112,6+17,2 85 45,0% 77,7127 4,8% 29
Obesidad >30 47 24,9% 125,7+21,6 64 33,9% 82,3+11,6 9,0% 20

En el andlisis de regresion logistica para valorar los factores evaluados como predictores
para valores de TFG post nefrectomia menores a 60 mL/min/1.73 m? en la cohorte
estudiada (variable independiente: mTFG), la edad, IMC, TFG pre-donacién, creatinina
sérica, albuminuria, proteinuria, tension arterial y afios post-donacion (< 5 afios) se
asociaban independientemente para TFG disminuidas.

Se estudié la variabilidad de la mTFG pre-donacién y post-nefrectomia entre los
donantes quienes eran oriundos de diferentes lugares de Argentina. Se establecio que
no existia diferencia estadisticamente significativa entre los donantes categorizados en
4 categorias segun la distancia al Hospital Privado Universitario de Cérdoba, centro de
trasplante (Tabla 22). Las mTFG pre-donacién categorizadas como las TFG post-
donacién no mostraron diferencia entre si, aun con diferentes distancias al hospital.

(Previa nefrectomia p=0,09 y post-nefrectomia p=0,10).

Tabla 22. Distancia promedio en kilémetros desde el lugar de procedencia al centro de

trasplante (Ciudad de Cérdoba)

mTFG (mL/min/m?)

Pre-Donacion

N2 de Donantes
(%)

Distancia (Km)

Post-Donacion

Hasta 65 49 (25,9) 110,2 + 18,2 68,11+8,1
66-300 72 (38,1) 105,3 £ 16,7 67,9+6,8
301-700 39 (20,6) 108,6 £20,1 69,8 £ 8,3
Mas de 700 29 (15,3) 114,8 £15,7 71,7+7,6

La ecuacion resultante, segun lo muestra la Tabla 23, relaciona cuatro variables como
son: creatinina sérica, IMC, TFG pre-donacion, edad de los donantes menor de 50 afios.
No obstante, el R cuadrado de Nagelkerke es de 0,429 mientras que el de Cox y Snell
fue de 0,307 y un porcentaje global correctamente clasificado de 77,8%, el cual indica

el nimero de casos gque el modelo es capaz de predecir correctamente.
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Tabla 23. Variables de la ecuacion logistica binaria

Variables en la ecuaciéon

B E.T. | Wald gl Sig. Exp(B)

Paso CrS -6,086 | 1,244 | 23,945 1 ,000 ,002
1# Constante | 3,591 | ,871 | 16,988 1 ,000 36,284

Paso IOT_PRE -,050 | ,011 | 19,697 1 ,000 ,951

2b CrS -8,884 | 1,549 | 32,902 1 ,000 ,000
Constante | 11,159 | 2,014 | 30,703 1 ,000 70205,341

Paso IOT_PRE -,039 | ,012 | 10,810 1 ,001 ,962
3¢ EDAD_cod | 1,231 | ,426 | 8,330 1 ,004 3,424

CrS -8,511 | 1,558 | 29,837 1 ,000 ,000
Constante | 9,267 | 2,091 | 19,649 1 ,000 10581,958

Paso IOT_PRE -,039 | ,012 | 10,634 1 ,001 ,962
4 BMI ,089 | ,040 | 4,796 1 ,029 1,093
EDAD_cod | 1,195 | ,435 | 7,525 1 ,006 3,302

CrS -9,010 | 1,609 | 31,353 1 ,000 ,000
Constante | 7,291 | 2,246 | 10,538 1 ,001 1466,510

Variables introducidas: a. Paso 1: CrS.(Creatinina sérica). b. Paso 2: IOT_PRE.( TFG pre-
donacion). c. Paso 3: EDAD_cod. (Edad de los donantes, Menor 50 afios). d. Paso 4: BMI.

(indice de masa corporal)

En la evaluacion del efecto de la edad de los candidatos a donantes renales, se realizé
un analisis particionando los donantes (n=189) en dos grupos. El primero con donantes
menores de 50 afios y el segundo con donantes mayores de 50 afios. Se estudiaron
varios parametros y comorbilidades segun la edad como lo muestra la Tabla 24. Las
variables se evaluaron de manera previa y posterior a la donacién para cada subgrupo
etario. La hipertension arterial se defini6 como tensién superior a 140/90 mmHg y se
definié que un donante presentaba albuminuria cuando el valor era mayor a 30 mg de
albumina por gramo de creatinina categorizado en A2 en la clasificacién en grados de
la enfermedad renal crénica (Gorostidi et al, 2014).

Asimismo, se evalué un subgrupo de donantes reevaluados en los primeros 5 afios
desde su nefrectomia. Se analiz6 la evoluciéon de la TFG particionando segun la edad
del donante. Los resultados de la comparacion de la mTFG se muestran en Tabla 25.
Se observé una diferencia estadisticamente significativa en la edad, el tiempo medio
desde la nefrectomia y en la mTFG. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en la mTFG post-nefrectomia entre ambos grupos.
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Tabla 24. Estudio sobre la TFG y comorbilidades en los subgrupos etarios estudiados previa y

post-nefrectomia

Donantes (< 50afios) Donantes (> 50afos) (p<(':,05)
n= 131 58
Edad 35 (34-37) 59 (57-60) <0,0001
Tiempo (Afios) 5,8 (5,2-6,3) 5,2 (4,3-6,0) 0,24
mTFG Pre (mL/min/1,73m?) 119,9 (116,1-122,6) | 104,7 (100,9-108,5) | <0,0001
mTFG Pos (mL/min/1,73m?) 72,5 (70,5-74,6) 70,8 (68,9-72,6) 0,317
Diferencia mTFG (mL/min/1,73m?) 46,8 (44,7-48,9) 41,3 (39,2-43,3) <0,002
eTFG CKD-EPI Pre (mL/min/1,73m2) 114,6 (112,4-116,8) 98,2 (95,3-101,2) <0,0001
eTFG CKD-EPI Pos (mL/min/1,73m?) 76,9 (73,4-80,4) 71,1 (65,2-76,9) 0,08
eTFG MDRD Pre (mL/min/1,73m2) 106,1 (102,4-109,7) | 95,4 (89,2-101,6) | <0,003
eTFG MDRD Pos (mL/min/1,73m?) 54,4 (53,2-55,6) 54,2 (49,2-59,1) 0,886
Hipertension Arterial HTA (%) 12,9 (7,7-19,9) 20,9 (11,4-33,6) 0,235
HTA Post-donacién (%) 16,7 (10,8-24,2) 29,8 (18,5-43,2) 0,06
Diabetes (%) 4,4 (1,6-9,5) 6,7 (1,8-16,5) 0,761
Albuminuria (%) 2,1 (0,4-6,3) 2,7 (0,2-10,8) 0,785
Albuminuria Post-donacion (%) 2,3 (0,5-6,6) 3,1 (0,3-11,4) 0,858
Proteinuria (Proteinas/creatinina) 3,2 (2,7-3,7) 4,1 (3,1-5,1) 0,07

'Punto de corte para albuminuria: mayor a 30 mg de albumina/g de creatinina

Tabla 25. Caracteristicas de los donantes previo y post-nefrectomia hasta 5 afios de

seguimiento segun edad

Donantes (< 50afios) Donantes (> 50afios) P (p<0,05)
n= 67 30
Edad 36 (34-38) 58 (56-60) <0,0001
Tiempo (Afios) 3,2 (2,8-3,5) 2,4 (2,0-2,9) <0,02
mTFG Pre (mL/min/1,73m?) 116,3 (111,6-120,9) | 106,3 (101,0-111,6) <0,02
mTFG Pos (mL/min/1,73m?) 70,6 (67,7-73,4) 68,7 (65,2-72,3) 0,451
Diferencia mTFG (mL/min/1,73m?) 45,7 (42,8-48,6) 42,9 (40,3-45,4) 0,225

También, se analizaron los mismos subgrupos etarios en un periodo de seguimiento
entre 5 y 10 afios post-nefrectomia (Tabla 26). El tiempo medio de seguimiento fue de
8,4 £ 1,8 afios para el grupo de donantes menores de 50 afios y de 8,1 £ 1,6 afios para
el grupo de donantes mayores de 50 afios.

Se observo una diferencia estadisticamente significativa en la edad y en la mTFG pre-
donacion y en la diferencia. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en la mTFG post-nefrectomia entre ambos grupos.
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Tabla 26. Caracteristicas de los donantes previo y post-nefrectomia entre 5y 10 afios de

seguimiento segin edad

n=

Edad

Tiempo (Afios)

mTFG Pre (mL/min/1,73m?)

mTFG Pos (mL/min/1,73m?)
Diferencia mTFG (mL/min/1,73m?)

Donantes (< 50afios)

35
8,4
122,6
74,6
48

64
(33-36)
(8,0-8,9)
(118,1-127,1)
(71,8-77,5)
(44,9-51,1)

Donantes (> 50afios)

59
8,1
102,9
71,1
39,6

28
(57-61)
(7,5-8,7)
(97,3-108,6)
(68,7-73,5)
(36,2-42,9)

P (p<0,05)

<0,0001
0,394

<0,0001
0,129

<0,002
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DISCUSION

9.1 Evaluacion del método de iothalamato para determinar la TFG

El diagnéstico y la estratificacion de la ERC requieren herramientas precisas, confiables
y robustas, facilmente aplicables y a bajo costo en grandes grupos poblacionales, dado
que esta patologia estd muy extendida en una poblacién muy diversa. En ese sentido,
es importante disponer de una metodologia como la determinacion de la TFG por
marcadores exégenos, cuando es necesario seleccionar un candidato a donante renal
0 su seguimiento post-nefrectomia, donde la misma presente un desempefio analitico
aceptable para esta finalidad.

El desempefio de la metodologia que se defina debe permitir minimizar su impacto en
los resultados, pero ademas, su estabilidad permitir la comparabilidad de los resultados
previos y posterior a la donacion. Existen diversos métodos de marcadores de filtrado
glomerular medido como el iohexoal, iothalamato, ioversol e inulina (Agarwal et al, 2009;
Stevens and Levey, 2009; Nyssen et al, 2016). Algunos trabajos presentaron una
subestimacion de la TFG cuando son determinados por iohexol sobre iothalamato
(Delanaye et al, 2016; Delanaye et al, 2018).

Los resultados de la evaluacién de la metodologia y el ajuste en el protocolo de
obtencion de las muestras, indican que nuestro método provee resultados precisos y
confiables para concentraciones dentro del rango de linealidad del método. En este
trabajo se evalu6é el método para determinar iothalamato en plasma y orina por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). La metodologia desarrollada y
optimizada fue validada para asegurar que los resultados que produce sean confiables
y precisos, ademas de establecer su aptitud para la finalidad requerida (Lujan et al,
2012).

Se definié el desempefio inicial para establecer el impacto que existe en el resultado de
la medicion de la TFG de los candidatos a donantes renales y su seguimiento post-
nefrectomia en el tiempo. Establecer la variabilidad de la metodologia, mas alla de
disefiar un sistema de control interno, permite minimizar y mantener el coeficiente de
variacion en el tiempo mientras se realiz6 el estudio. Un punto relevante, radica en que
la técnica implementada para determinar la TFG medida por clearance de iothalamato
se ha validado y optimizado para ser realizada por HPLC. Esta técnica se ha masificado
en los dltimos afos y su disponibilidad se ha expandido para muchos de los laboratorios
de analisis clinicos (Shah et al, 2016).

Se logré implementar esta metodologia analitica por cromatografia liquida de alta

eficiencia cuyos resultados del filtrado se definieron como criterio de aceptacion de
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candidatos a ser donantes renales en el Hospital Privado Universitario de Cérdoba.
Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral han surgido nuevos métodos analiticos
basados en el uso de otros detectores, las cuales han demostrado poseer un gran
potencial tanto en separaciones cromatograficas como en la detecciéon como lo es la
espectrometria de Masa o MALDI — TOF. Estas técnicas han sido, mayormente,
aplicadas a clearance determinado solo en plasma obtenido a diferentes tiempos mas
gque en clearance urinarios donde se procesan muestra de plasma y orina en diferentes
tiempos. En estos casos, el clearance plasmatico como el determinado con lohexol
puede incluir sesgo por errores sistematicos en la calibracién del sistema, como por
ejemplo en la falta de calibradores de iohexol externos ademas de tiempos prolongados
de evaluacion en pacientes con la TFG reducidas (Schwartz et al, 2018). El sistema
establecido y propuesto ofrece al mismo tiempo mayor versatilidad, con la posibilidad
de procesamientos seriados y analisis en batch, aumentando asi la frecuencia de
andlisis. Estas, entre otras caracteristicas, fueron consideradas al seleccionar el método
de clearance urinario de iothalamato, utilizado en esta tesis para determinar la TFG.
Algunos trabajos mostraron diferencias entre el clearance de iothalamato y el iohexol,
obteniendo valores més elevados en el primero. Ambos mostraron mediciones similares
del filtrado glomerular respecto al de inulina (Sterner et al, 2015; Schmit et al, 2019).
Entre las explicaciones propuestas para esta diferencia, se incluyen la posible secrecién
tubular de iothalamato, reabsorcion tubular de iohexol o bien la variacidon del volumen
de distribucién entre los dos marcadores. Otros trabajos mostraron que los valores mas
bajos del TFG medidos por iohexol en realidad se deberia a la mayor unién del mismo

con proteinas (Seegmiller et al, 2015; Schwartz et al, 2018; Staples et al, 2019).

9.1.1 Analisis de la evaluacién de la metodologia analitica para la
determinacién de iothalamato por un método cromatogréafico de alta
resolucion (HPLC)

La evaluacion de la metodologia analitica para la determinacion de iothalamato por un
método cromatografico de alta resolucion (HPLC) fue realizada estableciendo diferentes
parametros analiticos como:

Linealidad (EP 6 Evaluation of the linearity of quantitative measurement procedures: A
statistical, CLSI). Este parametro definié un rango de concentraciones y que en suma a
la definicion del LoQ, se establece un rango operativo del método en plasma de 1,0 a
120,0 ug/mL de iothalamato y en orina de 2,0 a 1000,0 pg/mL de iothalamato. El método

muestra una amplia versatilidad respecto a otros métodos estudiados (Nyssen et al,
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2016). Estos rangos permitieron procesar muestras sin la necesidad de diluirlas dado el
amplio rango de la metodologia. Otras técnicas publicadas mostraron rangos similares
al presente trabajo (Agarwal et al, 2009; Molinaro and Ritchie, 2010; lon et al, 2019).
Precision (EP 5 Evaluation of precision performance of quantitative measurement
methods; approved guideline). La precisibn de una metodologia se realizé a 2
concentraciones de iothalamato en ambas matrices bioldgicas. Los valores obtenidos
fueron similares e inclusive inferiores a los publicados en otros trabajos (Kwong et al,
2010; Delanaye et al, 2016; Nyssen et al, 2016).
Veracidad. El estudio de este parametro se efectué en concentraciones de iothalamato
dentro del rango de linealidad definido en el procedimiento anterior. Los porcentajes de
recuperacion fueron aceptables en ambos tipos de muestras; plasma y orina (Bi et al,
2007).
A su vez, se realizo la comparaciéon del método de estudio en la determinacion de la
TFG con la medida por cromatografia liquida-espectroscopia de masa en tandem (LC-
MS/MS) en la Mayo Clinic (USA). Se calculé el desvio en un 7,4% entre ambas
mediciones de TFG.
Se determiné el rango de referencia en individuos sanos para la determinacion de la
TFG por clearance de iothalamato. El intervalo de referencia establecido para FG para
el sexo femenino fue 88,8 — 141,7 mL/min/1,73 m? y para el sexo masculino fue 93,7 —
147,3 mL/min/1,73 m?. Otros trabajos no encontraron diferencias estadisticas entre los
rangos de hombres y mujeres, sin embargo, nosotros hallamos diferencias y realizamos
la particion correspondiente entre género. Segun la evaluacién estadistica, no se
encontré necesidad de particionar la poblacion por edad. Los hallazgos fueron similares
a los encontrados por Poggio et al (2009) que publicé valores por género. Si bien, en el
presente estudio, se encontrd diferencia en el rango de referencia entre hombres y
mujeres, éste no fue mayor al 3,5% que para algunos autores puede ser clinicamente
despreciable (Poggio et al, 2009; Delanaye et al, 2012).
Otro aspecto importante estudiado fue el calculo del error total de la metodologia
utilizada. El error total definido, por los modelos actuales, permite conocer el maximo
desvio provocado por errores aleatorios y sistematicos del método analitico en relacion
del valor considerado como verdadero de una poblacion. Este parametro posibilita
dimensionar el desempefio analitico de la técnica respecto a criterios definidos.
(Krouwer, 2016).
Este método desarrollado ofrece una gran ventaja sobre otros métodos analiticos en

donde a mismos tiempos de andlisis se logré determinar 3 sustancias: iohexol,
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iothalamato e ioversol y el tiempo de corrida de las muestras en este método logré ser
reducido a menos de 5 minutos, lo que permite un tiempo mas rapido de andlisis y alto
rendimiento en la separacion. El limite de cuantificacién del método fue de 0,3 pg/mL en
plasma y 0,6 ug/mL en orina, que es mas sensible que otros métodos por HPLC
reportados (Nyssen et al, 2016; Shah et al, 2016). Asi mismo, el método permite una
simple preparacion de las muestras biolégicas a analizar y resultdé ser econémico

respecto a los reactivos como a los voliumenes utilizados.

9.1.2 Analisis de la variabilidad bioldgica (variabilidad inter-individual) del

filtrado glomerular en candidatos a donacidn renal

La variabilidad biologica debe ser considerada cuando se interpreta un resultado clinico
y aln mas tenida en cuenta, cuando se comparan resultados actuales con previos del
mismo paciente (Variabilidad intra-individual. S2,). Esto significa que, en el mismo
individuo, la TFG debe aumentar o disminuir en al menos 4,1 %, segun lo establecido
en el trabajo, para ser considerado clinicamente relevante. La TFG es influenciada por
varios parametros fisiologicos, como la dieta, la actividad fisica y las variaciones
circadianas. La variacion de la TFG depende tanto de los marcadores como de los
protocolos de medicién y su evaluacion. En un contexto de un grupo o una cohorte,
depende de la variabilidad inter-individual. En el estudio realizado, la variabilidad inter-
individual (S?%) fue de 13,1%. Otro parametro importante es el valor de referencia de
cambio (VRC), el cual tiene la utilidad de ser empleado para mostrar si un cambio entre
dos resultados de la TFG de un paciente, es clinicamente significativo y no debido a
variaciones biolégicas o analiticas de la técnica. El VRC calculado para la TFG fue 15,6
% a partir de la S?, y la variabilidad analitica del método considerando que la misma se
mantiene estable. Si la diferencia entre dos resultados consecutivos de TFG supera el
VRC, implica que la diferencia supera el cambio explicable por la variabilidad intra-
individual y la analitica, en consecuencia, se puede atribuir ese cambio al estado de
salud del individuo. Los valores obtenidos, fundamentalmente la variabilidad intra-
individual, fueron comparable a los publicados en otros trabajos, que muestra un rango
amplio entre los 3,8 al 10 % (Delanaye et al, 2016; Ricos et al, 2017). Nuestros
resultados se contrastan positivamente con los obtenido por el grupo de Rowe et al, de
reino Unido, donde calcularon valores de S?,y S?; para eTFG comparada con clearance
medido con lohexol (Rowe et al, 2019).

Los resultados de las TFG fueron evaluados en el contexto de la variabilidad como

informacién esencial en casos como el seguimiento de pacientes con disfuncién renal o
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donantes renales post-nefrectomia. Estos resultados son influenciados por la
variabilidad biol6gica (VB) propia del paciente. Los valores de referencia del cambio
(VRC) incorporan el componente intra-individual de la VB, constituyendo una alternativa
a los intervalos de referencia empleados tradicionalmente en la interpretacién de
resultados.

Ciertas determinaciones en el laboratorio bioquimico, con un fuerte componente intra-
individual determinado en el calculo del indice de individualidad (Thyagarajan et al,
2016; Coskun et al, 2018), seria mejor evaluadas en un contexto de variabilidad
biolégica. Esta evaluacién permite conocer si existe una diferencia clinicamente
significativa entre dos resultados consecutivos de un individuo que so6lo circunscribirla a
que si el resultado se encuentra fuera o dentro del intervalo de referencia.

Una variacién del resultado en mediciones sucesivas a lo largo del tiempo podria ser
una situacion patologica independientemente que los resultados se hallen dentro o fuera
del intervalo de referencia (Coskun et al, 2019; Li et al, 2020). La relevancia de conocer
el desempefio de la metodologia implica conocer la variabilidad analitica y definir la
variabilidad bioldgica de la TFG. Estas variables poseen impacto en los resultados y en
Su interpretacion como asi, también, el analisis de los antecedentes de la TFG de un

individuo.

9.1.3 Analisis sobre las diferentes situaciones y/o individuos especificos

donde es necesario utilizar la determinacién directa de la TFG

Como se ha mencionado anteriormente, medir la TFG o estimarla y establecer la
relacibn entre ambas, es algo que se ha realizado estableciéndose la diferencia
promedio entre mTFG y eTFG. Este sesgo, es un error sistematico entre las dos
medidas y donde su correccién es relativamente simple a través de adicionar o restar
un valor al eTFG. No obstante, en la medicion de TFG existe otro parametro que
complementa la diferencia entre ambas, es la desviacién estandar de esa diferencia,
que brinda la idea de la dispersién aleatoria de los errores alrededor del sesgo. Esta
dispersion se ve influenciada por exactitud analitica del método de medicion de la TFG
(errores sistematicos y aleatorios analiticos) como la variabilidad biologica propia del
filtrado glomerular. El conocimiento de esta informacion permite, a nivel individual,
estimar la probabilidad, por ejemplo, de que la determinacién de eTFG se halla en un
cierto rango dada la medida de una poblacion. Constar con una metodologia de

medicion directa del filtrado glomerular con un desempefio aceptable y que se pueda
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minimizar sus errores, es importante en varias situaciones.

Se puede mencionar distintas situaciones o individuos especificos donde seria
necesario la utilizacion de un método directo de medicion de la TFG:

Los errores de las ecuaciones de estimaciéon de la TFG pueden conducir a situaciones
que logran poner disminuir la calidad de vida, entonces seria importante conocer la
verdadera TFG. La decision de iniciar dialisis a menudo depende del eTFG <15
mL/min/1,73 m? (Pérez Fontan et al, 2011). En esta situacion, vale la pena medir la TFG;
la utilidad y el costo de una sola medicién de TFG supera con creces el costo de la
didlisis a largo plazo.

La dosificacién de un farmaco potencialmente nefrotéxico o un medicamento que puede
tener otra toxicidad debido a farmacocinética deteriorada. En este contexto, el
conocimiento de la mTFG puede permitir una dosificacion adecuada de las terapias
citotéxicas. Una dosificacion excesiva puede ser toxica y la dosificacion inferior puede
ser asociado con un mayor riesgo de que el farmaco no tenga el efecto esperado (Slater
et al, 2017; Sales and Foresto, 2020).

Los individuos con severas pérdidas de masa muscular, amputados, parapléjicos o con
distrofias musculares pueden alcanzar errores mayores de los esperados en TFG
medidas y estimadas. El rendimiento diagndstico de las ecuaciones, fundamentalmente
aquellas basadas en la creatinina, puede ser especialmente pobre en estas
subpoblaciones.

A pesar de las numerosas inconsistencias de los resultados y debilidades descriptas
para la medicién de la TFG, se sigue aplicando a los fines asistenciales la estimacion
de la TFG a partir de la depuracion de la creatinina, mediante el uso de las féormulas
MDRD o CKD-EPI, esta ultima solo cuando la creatinina esta estandarizada. Para la
mayoria de las situaciones clinicas de los pacientes en estos estadios funcionales, su
uso es indistinto, aunque se sugiere que no sean intercambiables entre diferentes
estimaciones (Seegmiller et al, 2015).

El uso de ecuaciones a partir de la depuracién de la Cistatina C, puede ser ventajoso
en algunas situaciones clinicas como: pacientes internados inestables, pacientes
ancianos con menor masa muscular o dificil de evaluar o bien con cambios rapidos en
la misma, cuando se sospecha la presencia de sustancias que interfieren con la
medicion de creatinina, como cuerpos cetonicos y bilirrubina para el método de Jaffe, o
catecolaminas y proteinas monoclonales para la medicién enzimatica. El habito de
fumar interfiere con la medicion de cistatina C (Ferguson et al, 2015; Bj6rk et al, 2019).

El estudio de la funcionalidad de los rifilones en las diversas situaciones planteadas en
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esta tesis, implica un concepto mucho mas amplio que estudiar el filtrado glomerular.
Ya que la mera medicion, por mas precisa que sea, de la capacidad de filtrar es
simplemente conocer una sola de las funciones que tienen los rifiones. Asi, por ejemplo,
la funcion del tubulo-intersticio renal es también esencial, y en varias de las situaciones
clinicas, puede ser utilizado como predictor de la progresion de la enfermedad renal que
la misma evolucion de la funcién de filtracion.

Por supuesto que la medicion del filtrado glomerular a partir de la creatinina, y mas auln
en los ultimos afos, su estimacion mediante el uso distintas ecuaciones, es una manera
de medir la funcionalidad de los rifiones que se usa en la practica clinica. Sin desconocer
gue existen importantes discordancias entre la eTFG y la mTFG mediante estudios mas
precisos, que su complejidad y costo, por ahora impiden que sean utilizados
masivamente en la practica clinica rutinaria. Estas inconsistencias son mas evidentes
en pacientes que estan inestables, o que tienen serias comorbilidades o en los extremos
de la edad o del tamafio corporal/peso y en algunas etnias. La manera de evaluar mas
adecuadamente la TFG puede cambiar sustancialmente en el futuro, debido
esencialmente a los inconvenientes que tiene el uso de una sustancia enddgena
(Stevens and Levey, 2009; Levey et al, 2017b).

Es muy importante conocer con precision el filtrado glomerular (FG) en los pacientes
con obesidad por diferentes motivos como la deteccidon precoz del dafio renal en la
poblacion de riesgo, clasificarlos en los diferentes estadios de ERC, ajustar la dosis de
los medicamentos que se excretan por via renal en esta poblacién y evitar la progresion
de la enfermedad.

La estimacioén del FG a partir de la creatinina sérica en la poblacién con algin grado de
obesidad, constituye un desafio dado a que los niveles de creatinina dependen en gran
medida de la masa muscular. En los pacientes con obesidad existe una desproporcion
entre la masa magra y grasa, y por esta causa, los valores de creatinina suelen ser
erraticos para estimar el FG en estos individuos.

Las ecuaciones para la estimacion del FG usadas habitualmente en la practica clinica,
como la MDRD vy el Clearance de creatinina no estan validados para ser utilizadas en
esta poblacion. La CKD-EPI, por el contrario, mostré una buena correlacion, ain para
valores extremos de IMC mayores a 40 Kg/m?, sobre todo en valores de FG menores a
60 mL/min/1,73 m2. Pero para aplicar esta ecuacion, necesitamos contar con creatinina
estandarizada.

Otros individuos a tener en cuenta son los pacientes con cirrosis descompensada, que

se relacionan con una produccion alterada de creatinina, como asi también, los
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pacientes con sepsis en unidades de cuidados intensivos.

Se evaluaron individuos con cirrosis, donde la aplicacion de las ecuaciones para estimar
el TFG, no han demostrado ser Utiles en situaciones especiales como el fracaso renal
agudo, la desnutricién, la patologia muscular, la hepatopatia grave y las dietas
especiales. Solo el 60 % de los pacientes cirrdticos con descenso del filtrado glomerular
tienen elevada la creatinina y, sin embargo, las ecuaciones de estimacion del filtrado
glomerular basadas en creatinina pueden sobreestimar el filtrado glomerular (Aoufi-
Rabih and Garcia-Agudo, 2013). Es en esta situacion, en donde la mTFG adquiere
importancia en el diagnéstico de la enfermedad renal crénica en la hepatopatia crénica.
Otra circunstancia a considerar es la evaluacion del donante renal vivo cuya nefrectomia
requiere que la TFG sea cuidadosamente estudiada. Muchos centros de trasplante en
la actualidad miden la TFG con métodos directos con marcadores exdgenos en estos
pacientes en lugar de evaluarlos por ecuaciones de estimacion de la misma. Esto puede
ser muy importante para garantizar la correcta seleccion y el posterior seguimiento del

donante (Agarwal and Delanaye, 2018).
9.2 Evaluacion del filtrado glomerular

En esta tesis se logré formar una cohorte de 189 donantes renales a quienes se les
realizé la nefrectomia entre los afios 2007 y 2017. En el periodo mencionado, se habian
valorado 236 donantes renales, pero 47 (19,9%) de ellos no fueron hallados o no
aceptaron participar de la investigacion. Con el protocolo establecido se valoraron 346
candidatos a donantes renales (110 individuos fueron rechazados) y 332 estudios de
clearance de iothalamato para evaluar la TFG para otros fines. Entre estos ultimos,
podemos mencionar la evaluacion de 100 individuos con obesidad, a quienes se estudio
para evaluar las ecuaciones en estos donantes (Fernandez et al, 2017).

Se logré evaluar un mayor porcentaje de donantes renales de los Ultimos 5 afios
mientras que se logré una cobertura del 70% de donantes re-evaluados en quienes su

nefrectomia se realiz6 entre los 5y 10 afios.

9.2.1 Analisis del tiempo de estabilizacién del filtrado glomerular de

donantes renales desde la nefrectomia

En el estudio, se definié la dindmica del filtrado glomerular hasta su estabilizacién post-
nefrectomia en los donantes renales evaluados. Se conformdé una cohorte de 17

donantes a los cuales se les determiné la TFG medida por clearance de iothalamato. Se

118 | 158



DISCUSION

determiné que no existian diferencias estadisticamente significativas a partir de los 3
meses post-nefrectomia (p<0,03). Lo cual refiere a una estabilizacién entre la perdida
de la funcion de filtracion por la nefrectomia y la compensacion de la masa renal
remanente. Existen varios trabajos que analizaron el efecto de la compensaciéon y, en
definitiva, la estabilizacion de filtrado glomerular. Mostraron que la hipertrofia
compensatoria que se produce ocurre en todos los donantes y el grado de la misma
depende de distintos factores asociados al FG (Lenihan et al, 2015a; Taner et al, 2015;
Burballa et al, 2018a; Okumura and Yamanaga, 2019). El conocimiento del tiempo de
estabilizacion fue necesario para definir el periodo de tiempo a partir del cual se
evaluaron los diferentes parametros en la evaluacion post-nefrectomia de los donantes.
Varios estudios han analizado la recuperacion de la funcion renal post-donacion, en
todos ellos se relaciona el incremento del volumen renal con la compensacion de la TFG
(van Londen et al, 2018a). Diferentes reportes han detallado el proceso a través del cual
el rindn remanente aumenta su TFG tras la donacion (Lenihan et al, 2015a; van Londen
et al, 2018a). En el donante renal vivo, inmediatamente tras la nefrectomia se
incrementa el flujo renal, de manera que, a pesar de una pérdida de la mitad de la masa
renal funcional, la TFG alcanza el 70% de la funcién renal previa. Existen estudios que
evaluaron los factores preexistentes asociados a la recuperacion de la funcién renal,
coincidiendo que una mayor TFG basal predice una mejor funcién renal al afio de la
donacion. La edad del donante influye en la funcién que alcanza el injerto, pero no
pareceria influir en la recuperacion funcional del rifidn remanente en el donante. El grado
de hipertrofia compensadora no es significativamente diferente en los donantes mayores
en comparacién con los mas jévenes (Oppenheimer et al, 2005; Massie et al, 2017,
Burballa et al, 2018b; Habbous et al, 2018).

9.2.2 Analisis de la evaluacion de la TFG por ecuaciones de estimacién

respecto a la TFG medida por marcadores exd6genos

La estimacién de la funcién renal de manera confiable es una necesidad en la practica
clinica, lo que ha impulsado esfuerzos a lo largo de la historia por encontrar mejores
biomarcadores y férmulas de estimacion de la TFG (Gaillard et al, 2016a; Burballa et al,
2018Db). La creatinina se ha consolidado en la historia como el biomarcador endégeno
preferido para estimar la TFG y su medicién se ha ido perfeccionando con el tiempo,
llevando a cuantificaciones progresivamente mas exactas. Finalmente, las diferentes

ecuaciones de estimacion de la TFG presentan limitaciones que impiden su aplicabilidad
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en todas las situaciones.

La ecuacion CKD-EPI se propone como la mejor alternativa para estimar el FG en
poblacién sana o con valores de FG mayores a 60 mL/min/1,73 m?, mostrandose
superior a la ecuacibn MDRD particularmente en esa poblacién. No obstante, su
validacién extensa en distintas poblaciones no ha sido realizada hasta el presente. Los
candidatos a donacion renal ofrecen una oportunidad Unica para dicha evaluacion en
cuanto la mayoria de ellos se encuentran libres de medicacién crénica y retnen las
caracteristicas apropiadas para comprobar el rendimiento de la misma. Las
caracteristicas étnicas de la poblacién argentina (mezcla aborigen-espafiol-italiana)
suma otro elemento que debe ser considerado al momento de aplicar ecuaciones
desarrolladas en otros grupos raciales-étnicos sin calibraciéon para nuestra poblacion
.Con estas prerrogativas y disponiendo de un adecuado método de medicion del FG con
iothalamato no radiomarcado utilizado como referencia, la ecuacion CKD-EPI presento
un rendimiento claramente superior a MDRD en la estimacién del FG de poblacién sana
con una sensibilidad y especificidad muy aceptable para preseleccionar candidatos a
donacion renal (Lujan et al, 2012; Burballa et al, 2018b).

La ecuacién MDRD mostro las limitaciones ya conocidas al emplearse en una poblacion
mayoritariamente de sujetos sin ERC, destacdndose ademas su imprecision y la
infraestimacion sistematica, especialmente para valores de FG superiores a 90
ml/min/1,73 m? (Murata et al, 2011; Mombelli et al, 2016).

Las implicancias de estos resultados en la practica habitual de un centro de trasplantes
renales resultan evidentes. La seleccién de un donante requiere confiabilidad en los
métodos de medicion de la TFG para asegurar que la ablaciéon de la masa renal no
provocara consecuencias futuras en el potencial donante. Por otro lado, el empleo
sistematico de MDRD en esta poblacion podria resultar en una exclusion inadecuada de
sujetos candidatos ante el diagnéstico incorrecto de ERC estadio 1, el que obedeceria
a los problemas inherentes de la ecuacién matematica y no a una verdadera condicion
clinica del sujeto en estudio. Varios estudios demostraron una clara subestimacion en
las TFG de candidatos a donantes renales cuando son evaluados a través de la MDRD
como herramienta de preseleccion para la donacion (Murata et al, 2011; Gaillard et al,
2019a). La comparacion de CKD-EPI frente a MDRD-IDMS pone de manifiesto que la
primera mejora los resultados, en especial para valores de FG altos, manteniendo la
misma exactitud que MDRD-IDMS en FG inferiores a 60 ml/min/1,73 m?, con menor

desviacion, mejorando la imprecision y presentando mayor exactitud dentro del 30% del
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FG medido (Li et al, 2016; Kwapisz et al, 2018; van Londen et al, 2018c).

La donacidn renal es un acto médico seguro cuando la evaluacion del potencial donante
ha seguido los estandares recomendados, dentro de ellos obviamente se encuentra la
evaluacion exhaustiva del FG pre-donacién.

Los estudios previos que han comparado la ecuacion MDRD y CKD-EPI con métodos
de medicion de la TFG para la evaluacion de la funcién renal en la seleccién de
donantes, han hallado resultados disimiles (Mombelli et al, 2016). Las ecuaciones
mostraron subestimaciones respecto a la mTFG y presentaron precision escasa. El
rendimiento de las ecuaciones implicaba porcentajes altos de potenciales donantes que
se rechazarian sin la medicién de filtrado glomerular por técnicas directas. De la misma
forma, se observaron donantes que podrian ser aceptados erréneamente con la
utilizacion de las ecuaciones (Murata et al, 2011; Lujan et al, 2012).

Se considera recomendable el uso de una medicion de la TFG ya que la aproximacion
(correlacién y el porcentaje de error) de la eTFG por ecuaciones a la TFG medida es
escasa (Burballa et al, 2018b). A pesar de su importancia, no existe un consenso sobre
el limite de la TFG permitida para realizar una nefrectomia a un donante y por lo cual,
se evidencia la necesidad de una evaluacion mas exhaustiva de la TFG en la seleccion
de los mismos.

El presente estudio evalué el comportamiento de la funcién renal y el rendimiento de
diferentes métodos de medicion y estimacion de la misma, en una cohorte de donantes
renales. Los valores de compensacion observados post-nefrectomia variaron entre el
62% y 76% entre los 3 meses y 10 afios post-nefrectomia.

En el estudio, también, se evalué el rendimiento de las ecuaciones para la estimacién
de la TFG post-nefrectomia. Luego de su estabilizacion, tanto MDRD como CKD-EPI
subestimaron la TFG post-donacion, particularmente con filtrados entre 60-90
mL/min/1,73m2. Varios estudios han evaluado estas ecuaciones como herramientas
para seleccion de donantes, mientras que pocos estudiaron las mismas, posterior a la
donacion. En este escenario fue donde observamos el mayor efecto de subestimacion,
particularmente con MDRD. El area bajo la curva ROC de la MDRD, para un mTFG<60
mL/min/1,73m?, fue bajo (0,66) demostrando su pobre especificidad diagnéstica que
puede provocar una incorrecta evaluacion de las TFG en los donantes renales post-
nefrectomia.

En el presente estudio se evidencié que las ecuaciones basadas en creatinina no
pueden detectar, con la precision necesaria, la disminucion progresiva de la funcion

renal respecto al mTFG. Los datos obtenidos corroboraron la necesidad de un
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seguimiento con la mayor exactitud, para detectar adecuadamente a los donantes con
insuficiencia renal progresiva. Las ecuaciones de la eTFG, y particularmente la ecuacion
MDRD, denotaron la falta de exactitud en la magnitud en la caida de la funcién en
donantes en relacién a la mTFG. Esencialmente, en casos particulares, donde la MDRD
subestimé la TFG en el 3,2% de los donantes post-nefrectomia en referencia a TFG
mayores a los 90 mL/min/1,73 m?, y ain mas notorio, cuando la mTFG era superior a
60 mL/min/1,73 m?, alcanz6 el 38,6 % de los donantes quienes eran categorizados
inexactamente por las eTFG.

En el presente estudio reportamos sesgos por parte de la MDRD y CKD-EPI
coincidentes con otros trabajos publicados (Mombelli et al, 2016; Peters-Sengers et al,
2017; Porrini et al, 2019). Observandose un incremento del sesgo de MDRD cuando es
aplicada post-nefrectomia (- 19,5 mL/min/1,73 m?). Evaluamos la distribucion de los
valores estimados y medidos de la TFG considerando el rango etario del donante. En
ambas ecuaciones aplicadas a diferentes rangos etarios observamos falta de
concordancia con los valores medidos, tanto en la evaluacion previa como en la
posterior a la donacion.

La ecuacion CKD-EPI mostro una distribucion con mayor concordancia en comparacion
con MDRD respecto a los valores medidos de la TFG, sin embargo, se evidencié una
subestimacion en todos los rangos etarios. La subestimacién y la alta variabilidad de las
ecuaciones, en donde para los mismos valores se observan amplios rangos de valores
estimados respecto a los medidos, ponen en cuestion su aplicabilidad (Heitz et al, 2020).
Esto adquiere gran importancia cuando es necesaria la determinacion precisa de la TFG
en el cuidado de donantes renales como asi también en la seleccidén de los mismos,
particularmente en aquellos con criterios expandidos. La posibilidad de detectar cambios
modestos en el filtrado glomerular es esencial para identificar donantes con riesgo y de
esta manera poder implementar tempestivamente estrategias preventivas y de
monitoreo individualizado. La mayoria de los programas de trasplante evalian la
concentracion de creatinina sérica o estiman la TFG con las ecuaciones que evaluamos
en el presente estudio para el seguimiento a largo plazo de sus donantes, todo ello por
razones de accesibilidad, a pesar de las limitaciones previamente descriptas en
poblacién general y confirmadas en nuestro trabajo al aplicarse en donantes (Levey and
Inker, 2017; Gaillard et al, 2019b; Porrini et al, 2019).

Las guias KDIGO afirman la necesidad de determinar la TFG pero no establece la
metodologia mas adecuada a aplicar (Lentine et al, 2017). Los resultados de nuestra

serie sugieren que, en donantes menores de 40 afios con antecedentes familiares de
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enfermedad renal crénica y/o albuminuria o tension arterial en el limite superior del rango
de referencia, una estrategia de medicidon sobre la estimacién con las ecuaciones

tradicionales estaria recomendada.

9.2.2.1 Efecto de la estimacion de la tasa de filtrado glomerular en los pacientes

con trasplante de rifidn

La evaluacidn de la funcion renal estimando la tasa de filtracion glomerular (TFG) se ha
transformado en una herramienta habitual en el seguimiento de los pacientes después
de un trasplante de rifién. De igual forma a lo evidenciado previamente en donantes, las
ecuaciones generadas a partir de la creatinina sérica se sucedieron para permitir el
seguimiento de los pacientes trasplantados y evaluar las modificaciones del filtrado que
adviertan de cambios en su funcién renal. Sin embargo, las limitaciones en las
poblaciones estudiadas, la falta de estandarizacién de la creatinina sérica y la
heterogeneidad de los estudios efectuados, impedian efectuar alguna recomendacion a
favor de utilizar alguna de esas férmulas en pacientes trasplantados.

Como sefialan sus autores oportunamente, estas ecuaciones disefiadas en principio a
partir de una poblacion de pacientes con enfermedad renal, como fue la MDRD-4 y la
CKD EPI, que permitié evaluar mejor el grupo de pacientes con FG mas altos que el
otorgado por la precedente, requirieron su validacidon en otros grupos etarios y étnicos
(Rigalleau et al, 2007; Levey et al, 2009; Murata et al, 2011).

La evaluacion del FG en los pacientes en situacion de trasplante renal utilizando la
creatinina sérica o ecuaciones derivadas de ella, puede variar considerablemente en
relaciébn a la poblaciéon general y ain en comparacion con aquellos pacientes con
diferentes grados de enfermedad renal crénica (ERC). La condicidon de individuos
trasplantados, las diferencias del estado nutricional de estos pacientes, las limitaciones
de la creatinina como biomarcador en la evaluacién del FG y las drogas que reciben,
son algunos de los factores que determinan estas diferencias (Lentine et al, 2017;
Pasala and Carmody, 2017).

En nuestro estudio, las ecuaciones para determinar las eTFG aplicadas a pacientes
trasplantados, presentaron grandes diferencias al ser comparadas con el clearance de
iothalamato. Como mostraron los datos en la correlacion de las ecuaciones eTFG post-
nefrectomia, existié gran variacion de los FG estimados por MDRD y CKD-EPI respecto
al FG medido. Especialmente, entre los FG entre 60 y 90 mL/min/1,73m?, son los valores
que se podria esperar para donantes posterior a la nefrectomia. Por ello, la utilizacion

de las eTFG implicaria, en varias oportunidades, subestimaciones importantes que
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podrian traducirse en la falta de una intervencién clinica adecuada y que conllevaria al

deterioro de la funcidon renal remante del donante.

9.2.2.2 Efecto de las ecuaciones de estimacién del filtrado glomerular en

individuos con diferentes grados de obesidad

La obesidad en adultos es uno de los factores determinantes que explican el crecimiento
de las principales causas de morbimortalidad en el mundo. Se estima que gran parte de
la carga de enfermedades no transmisibles (ENT) son atribuibles al exceso de peso la
misma es considerada un factor de riesgo para enfermedad renal y, a su vez, para
diabetes, hipertensién y enfermedad cardiovascular, todas asociadas con fallo renal
(Sriperumbuduri et al, 2019).

Se han descriptos cambios hemodinamicos en la filtracion glomerular y alteraciones
anatémicas en sujetos con obesidad; donde la primera manifestacion clinica de lesién
renal es el aumento significativo de albumina en la orina. Las alteraciones
hemodinamicas se deben, principalmente, a la dilatacién de las arteriolas aferentes,
pero también se ha documentado que puede haber vasoconstriccion eferente causada
por la estimulacién del sistema renina-angiotensina (Locke et al, 2017; Sriperumbuduri
et al, 2019; Tonelli et al, 2019).

En el presente trabajo se ha evaluado la TFG en individuos que presenta distintos
grados de obesidad. Existen pocas publicaciones que estudien el rendimiento de las
ecuaciones para predecir el FG en pacientes obesos y alin menos, con candidatos a
donantes o en el seguimiento post-nefrectomia. Existen trabajos que estudiaron sujetos
obesos y diabéticos (Rigalleau et al, 2007; Tonelli et al, 2019), que recomendaban la
utilizacién de ecuaciones para este grupo como la ecuacién cuadratica de la Mayo Clinic
(MCQ). También, es oportuno mencionar que estos estudios no eran especificos para
el grupo mencionado si no que la ecuacion MCQ fue evaluada mayormente en sujetos
diabéticos. A medida que se incrementa el grado de obesidad, las ecuaciones van
perdiendo capacidad de prediccién (Seegmiller et al, 2015).

La formula de mayor rendimiento global para estimar el FG en pacientes con diversos
grados de obesidad fue la combinacién CKD-MCQ. En la obesidad Grado lll, todas las

formulas redujeron su rendimiento (Fernandez et al, 2017).
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9.2.3 Analisis de los factores de riesgo de TFG menores a 60 mL/min/1,73 m?

post-nefrectomia en donantes renales vivos con criterios expandidos

La evaluacién de candidatos a donacién renal es muy importante en tanto que factores
que se evallan en el mismo pueden tener implicancia en el injerto por ejemplo la como
la masa renal reducida o una TFG disminuida puede aumentar la probabilidad de la
incidencia de nefropatias crénicas en el injerto y acelerar una insuficiencia renal post-
trasplante del injerto (Oppenheimer Salinas, 2010).

En el presente estudio, se analizaron diferentes factores como posibles predictores de
TFG menores a 60 mL/min/1,73 m? post-nefrectomia. Segun analisis de regresion
logistica, las variables que actuaban como predictoras para el mencionado criterio, eran
la creatinina sérica, IMC, TFG pre-donacién y la edad de los donantes mayor de 50
afios. Si bien, estadisticamente se logra obtener una ecuacion que posibilita evaluar la
influencia de cada una de esas variables, los coeficientes de Cox y Snell junto al R? de
Nagelkerke definen un muy bajo porcentaje de la varianza que es explicada por el
modelo.

Varios autores establecen como factores predictores y/o riesgo a la edad, IMC alto,
hipertensién entre otros (Mjgen et al, 2014; Muzaale et al, 2014; Massie et al, 2017) .
Otras publicaciones refieren en ciertas situaciones, a la elegibilidad de los donantes
afiosos (Lam and Garg, 2016). Fundamentalmente, en el caso cuando el receptor de
trasplante renal también es afioso. En el estudio se particioné en donantes menores y
mayores de 50 afios, evaluando la TFG pre y post-donacién. Si bien se hall6 diferencia
en el filtrado glomerular pre-donacion (p<0,0001), no se encontr6 diferencia del mismo
post-donacién entre los donantes menores y mayores de 50 afios, en el tiempo promedio
de seguimiento de los donantes (5,8 * 3,1 afios). A su vez, se realizaron analisis con la
misma particion, donantes menores y mayores de 50 afios, en dos rangos de tiempo de
seguimiento: hasta 5 afios y entre 5 a 10 afios. En ambas situaciones, las TFG previa a
la nefrectomia fueron diferentes para ambas subpoblaciones etarias en el seguimiento
hasta 5 afos (p<0,02) y hasta 10 afios (p<0,0001) y las TFG post-nefrectomia en los
dos rangos de seguimiento, nuevamente, no se hallaron diferencias estadisticamente
significativas.

En el andlisis del seguimiento post-nefrectomia de donantes, donde se particion6 segun
tiempo de evaluacion, se encontré diferencia significativa entre las mTFG (p<0,001) pero
sin encontrar diferencia en el delta de las TFG (AmTFG) en el grupo 1y 2 (p=0,11). Sin
embargo, el comportamiento de las ecuaciones fue diferente dado que no se observé

diferencia estadistica en el delta de las TFG en las ecuaciones CKD-EPI (p=0,78) y
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MDRD (p=0,67) pero si en el delta de las TFG previa y post-nefrectomia de ambos
grupos (p<0,0001). Es decir, se observé una mayor compensacion en el subgrupo 2 de
donantes con mas de 5 aflos de seguimiento para las eTFG. La medicioén directa de la
TFG permite establecer que no existi6 una mayor compensacion en la TFG post-
donacion sino que la TFG pre-donacién era mayor (Lenihan et al, 2015b; Taner et al,
2015; Burballa et al, 2018a; van Londen et al, 2018a).

En estas situaciones, podemos apreciar la importancia de contar con una herramienta
con la sensibilidad suficiente para revelar cambios en el FG como lo es la determinacion
de la TFG a través del clearance de iothalamato. Tanto para las determinaciones
seriadas de las TFG o en dos subgrupos con diferencias en la media de su TFG, pero
con una alta variabilidad, permite comprender e interpretar de una mejor forma contextos
clinicos especificos. Existe escasa literatura acerca del seguimiento de la funcionalidad
renal de donantes renales post-nefrectomia con métodos directos de medicion de la
TFG en Latinoamérica (Valjalo, 2016; Tanus et al, 2017).

En este contexto, también, se analizé las TFG categorizando los donantes renales
segun su lugar de procedencia. Se estudio las variabilidades de las TFG previa y
posterior a la nefrectomia donde no se hallé diferencia estadistica significativa. En
consonancia con resultados de otros autores como Lam et al, no se asocio la distancia
de procedencia del donante con el centro de trasplante con la medicién de la TFG,
esencialmente como factor de riesgo en el seguimiento del donante post-nefrectomia
(Lam et al, 2020).

No se hall6 diferencia en el porcentaje de donantes hipertensos entre ambos subgrupos
previo a la donacién o post-donacién (p=0,06). Aunque algunos trabajos encontraron un
mayor riesgo de aparicion de la hipertension post-donacién (Janki et al, 2015; Lenihan
et al, 2015a; Holscher et al, 2019a), otros autores establecen evoluciones similares a la
poblacién general (Benlloch et al, 2016; Sanchez et al, 2018). En general, existen
trabajos que muestran diferentes hallazgos en relacion al riesgo de hipertensién en
donantes post-donacion de distintas edades y raza. Los diferentes trabajos sobre el
seguimiento de los donantes post-donacion inician en 6 meses a 15 afios de evaluacion.
Si analizamos los trabajos con los parametros estudiados como hipertensién, IMC,
albuminuria y/o proteinuria, se establece la necesidad de realizar un seguimiento clinico
periédico de los donantes renales con un método sensible y especifico para detectar
precozmente una caida acelerada de la funcion renal e iniciar el tratamiento de los

factores de riesgo y/o complicaciones clinicas que pudieran comprometer el estado de
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salud de los donantes.

Se muestran mejores resultados en términos de supervivencia del injerto e incidencia
de rechazos en receptores afiosos cuando el donante es también afioso. Cuando el
receptor es mas joven existe mayor probabilidad de rechazos agudos (Fernandez-
Rodriguez et al, 2012).

Las publicaciones internacionales no necesariamente se pueden extrapolar a nuestro
pais por las diferencias en el modelo de salud y del perfil de paciente. Los resultados
disponibles muestran que los trasplantes renales realizados con donantes vivos aiosos
y/o con criterios expandidos ofrecen resultados significantemente superiores en
términos de calidad y expectativa de vida respecto a la permanencia en dialisis. En un
modo tal que, una vez conocidos los beneficios en el receptor, la preocupaciéon se
traslada al seguimiento de estos donantes en el largo plazo. En este aspecto, son
limitados los datos que tenemos en cuanto al tiempo de seguimiento de estos donantes
(Tanrisev et al, 2015; Filiopoulos and Boletis, 2016; Segall et al, 2016).

9.3 Fortalezas y limitaciones del estudio

Las fortalezas de nuestro estudio se manifiestan por diversos aspectos como: haber
logrado un largo tiempo de seguimiento (10 afos), que permite evaluar los sucesos a
mediano y largo plazo; haber optimizado una herramienta como la determinacién de la
TFG por clearance de iothalamato, metodologia que fue implementada en el protocolo
de aceptacion de candidatos a donantes renales del Hospital Privado Universitario de
Cérdobay que por su desempefio se compara al método de referencia, haber mantenido
el seguimiento de una cohorte importante de donantes renales con evaluacion de TFG
medida por biomarcadores exdgenos (189 donantes). Se logr6 también, una nueva
evaluacion del 80,1 % de los donantes renales con nefrectomia entre el 2007 y 2017.
Ademas, se obtuvieron en este contexto, informacién sobre los valores de la evolucion
de la TFG en estos afios de seguimiento, no citados por centros de nuestro pais hasta
el presente y menos aun con un método de medicién directa de la TFG con un alto grado
de exactitud. Finalmente, estos resultados se obtuvieron en una poblacién de pacientes
en Latinoamérica donde la informacion publicada sobre estos aspectos de los pacientes
con ERC es escasa.

Este trabajo de tesis presenta ciertas limitaciones:

Existieron diferencias en el tamafio de las poblaciones de los diferentes grupos etarios
predominando los donantes mas jovenes.

Algunos datos, que podria ayudar a contextualizar algunos resultados, no se lograron
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obtener en su totalidad como lo referente al tratamiento recibido por los pacientes con

alguna morbilidad especifica.
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A partir de la hipétesis de esta Tesis Doctoral y de los resultados hallados, nos
permitieron concluir qgue el método desarrollado y evaluado para la determinacién de
iothalamato por HPLC propuesto presenta una excelente sensibilidad, precision,
veracidad, linealidad y robustez para su determinacion cuantitativa en muestras
biolégicas de plasma y orina. EI método cromatografico propuesto fue validado
empleando las directrices y protocolo de la CLSI, cuyas condiciones analiticas definidas
proporcionaron una buena resolucion en corridas con tiempos cortos y ademas es
relativamente economico.

La medicion de la TFG como criterio de seleccion a candidatos a donantes renales por
estimacion con ecuaciones como la MDRD y CKD-EPI, proporciona como resultado
tanto rechazo de posibles candidatos adecuados por subestimacion de la TFG y la
aceptacion de candidatos inadecuados con supuestamente elevada TFG. En casos de
no disponer de un método de medicién de la TFG, la ecuacion CKD-EPI muestra mejor
desempefio que la MDRD en la poblacion de estudio.

En consideracion al seguimiento de los donantes renales, las ecuaciones de estimacion
mostraron un bajo desempefio para el monitoreo a largo plazo del filtrado post-
nefrectomia. La funcion renal medida fue comparable entre los donantes renales
evaluados con criterios expandidos y estandares en el periodo de seguimiento. Tras una
disminucién y estabilizacion de la TFG alrededor de los 3 meses post-nefrectomia,
debido a la compensacién del rifidbn remante, la funcionalidad renal de los DCE cae a
valores de TFG similares a la de donantes seleccionados con criterios estandares.

La edad, considerando como criterio de particién los 50 afios, diabetes, el grado de
obesidad y la hipertensién arterial, no mostraron asociacién con una funcién renal menor
entre los donantes estudiados post-donacion en el tiempo de seguimiento y fue similar
a la poblacién general.

La determinacion de la TFG por clearance de iothalamato brinda una medida del FG con
mayor exactitud (precision y veracidad) lo cual la convierte en recomendable para la
seleccién de donantes renales, inclusive con patologias como diabetes, obesidad,
hipertensién arterial o donantes afiosos. Esta herramienta permite minimizar la
exclusion errénea de los candidatos a donacion por TFG falsamente bajas como los FG
brindados por las ecuaciones de estimacion (CKD-EPI o MDRD) posibilitando de esta
manera, incrementar la cantidad de candidatos a donantes renales vivos y mejorando
significativamente el seguimiento post-nefrectomia a corto y largo plazo, con una

determinacion de la TFG con capacidad de detectar cambios funcionales renales del
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6rgano remanente del donante.
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ANEXOS

12.1 Anexo |. Consentimiento Informado

EVOLUCION DEL FILTRADO GLOMERULAR FOST NEFRECTOMIA
MEDIDO POR CLEARANCE DE IOTHATLAMATO COMO INDICADOR DEL
FUNCIONALISMO RENAL A CORTO Y LARGO PLAZO.

INFORMACION PARA EL PARTICIPANTE

El propdsito de esta ficha de consentimiento es proveer a los participantes de esta investigacion con
una clara explicacion de la naturaleza de la misma. Este consentimiento puede contener palabras que
usted no entienda. Por favor pregunte al investigador encargado o a cualquier personal del esiudio
para que le explique cualguier palabra o informacién que no comprenda claramente. Usted puede
llevarse a su casa una copia de esie consentimiento para pensar sobre este estudio o para discutir
con su familia 0 amigos antes de tomar su decision.

El trasplante renal es el mejor tratamiento para la insuficiencia renal crénica, con excelentes
resultados de supervivencia para el receptor y con un escaso riesgo para el donante. Los estudios
publicados demuestran que la donacidén es segura, pero la informacion sobre el seguimiento de los
donanies a largo plazo es insuficiente. Fundamentalmente, los datos relativos a la magnitud de la
disminucion real de Ia funcidn renal después de la donacion son escasos y existen evidencias sobre
algunos donantes que pueden presentar un ligero incremento de presion arterial o inclusive,
proteinuria (Pérdida de proteinas por orina). Es recomendable realizar un seguimiento clinico
periddico de los donantes para prevenir o tratar los factores de riesgo yo de complicaciones clinicas
que pudieran comprometer su salud en general y en especial la funcion renal, hipertension arterial,
diabetes, proteinuria vy obesidad. Hace un tiempo, Ud ha donado un rifién vy les estamos pidiendo a
personas que han sido donantes renales, que nos ayuden a estudiar estos aspectos mencionados.

El estudio tiene como finalidad conocer el Filtrado glomerular (capacidad del rifion de eliminar
sustancias toxicas del organismo) en donantes renales, lo que permitird tener conocimiento respecto
al valor de su actual funcién renal y aportar datos para mejorar los criterios de seleccion de futuros
candidatos a ser donantes renales. Toda la informacion que se recoja sera confidencial y no se usara
para ningun otro proposito fuera de los de esta investigacion, para su tranquilidad, los datos seran
codificados para mantener su anonimato. Su atencion médica no cambiara de manera alguna si dice
que no en la participacidn de este estudio. La aceptacion a participar no tendra ninguna recompensa
monetaria por la misma pero tampoco le generard costo por las determinaciones v estudio que se le
realizara.

Si usted accede a participar en este estudio, se le pedird realizar una medicion del Filtrado
Glomerular con Clearance de lothalamato. (Clearance: palabra inglesa gue significa “limpieza®) (Ver
PROPOSITO Y CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO CON IOTHALAMATO), de igual forma al
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realizado por Ud. afios atras cuando seleccionado como donante. Este estudio le permitird conocer su
valor de funcién renal en la actualidad, informacion importante para que su médico pueda usarla, si
fuera necesario, en su evaluacion clinica post donacidn. También, le solicitamos su autorizacion para
utilizar los datos del estudio realizado anteriormente cuando se lo evalud parar ser donante, junto a
ofra informacion tal como la edad, sexo, altura. Su identidad nuevamente serd codificada y
permanecera en anonimato. Sus muestras y datos solamente seran utilizadas para los fines de esta
investigacion y para ningun ofro propdsito.

Ademas, se le medira en la muestra de sangre y orina del clearance, sustancias relacionadas con &l
funcionalismo de su rifidn. Es posible, que Ud. sea también invitado a integrar un grupo a quienes se
les evaluara la funcién renal en mas de una ocasion siguiendo el mismo protocolo con lothalamato
cada vez.

Si tiene alguna duda sobre este proyecto, puede hacer preguntas en cualguier momento durante su
participacion en él. lgualmente, puede retirarse del mismo en cualquier momento sin que eso lo

perjudique en ninguna forma.

CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO CON IOTHALAMATO

El objetivo principal de este procedimiento consiste en la medicidn de la funcion de sus rifiones a
través de un estudio denominado TASA DE FILTRADO GLOMERULAR.

El mismo permite medir la capacidad gue tienen sus rifiones de eliminar las sustancias tdxicas del
organismao.

La sustancia denominada iothalamato —que usaremos para ial fin- tiene la ventaja de permitir una
medicion exacta, y de este modo obtener resultados mas certeros. Dicha medicacion (iothalamato)
estd aprobada para uso clinico en la realizacion de estudios radiograficos en todo el mundo. En la
dosis utilizada muy hajas, no genera efectos indeseados de importancia, no obstante existe siempre
un minimo riesgo de presentar una reaccion alérgica con la misma. Si esto sucediera, los médicos a
cargo del estudio se encuentran en condiciones para tratar dichas complicaciones.

El estudio dura aproximadamente 2 horas y consiste en la administracién de dicho medicamento de
manera subcutanea (debajo de la piel). En el tiempo que dura el estudio usted deberd permanecer en
reposo, bebiendo una suficiente cantidad de agua para obtener una diuresis adecuada. Se efectuaran
dos exfracciones de sangre durante dicho periodo y se deberd ademas recolectar toda la orina
producida. En relacion a los riesgos de parficipar en este estudio le sefialamos que la introduccion de
la aguja en el procedimiento de extraccion de la sangre, puede provocar dolor, ardor o inflamacion
local en el sitio. Algunas personas pueden presentar mareos, vértigo o excepcionalmente infeccion en
el lugar de la inyeccion.
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Luego de haber leido este texto v haber realizado todas las preguntas que considere necesarias
sobre su intervencion como voluntario, debera firmar un consentimiento voluntario escrito para
intervenir en el estudio.

El protocolo, los procedimientos de la investigacion y su seguimiento han sido examinados por:

Comité Institucional de Etica de Investigacion en Salud del Hospital Privado - Centro Médico de
Cordaoba,

Domicilio: Naciones Unidas 346 — B® Pargue Vélez Sarsfield — X5016KEH Cardoba

Teléfono: 0351-4688865

E-mail: cieis@hospitalprivadosa.com.ar

Coordinador: Dr. Adridn Kahn

Sub-coordinador: Dr. José Torres

Horario de atencion: lunes a viernes de 08:00 hs. a 13:00 hs.

Ese comité tendrd acceso directo a los datos personales brindados en este estudio a fin de
resguardar los mecanismos de proteccion de los participantes.

Su identidad se mantendra confidencial en caso de publicarse los resultados de esta investigacion.

Versiom 1 15082012
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“EVOLUCION DEL FILTRADO GLOMERULAR POST NEFRECTOMIA MEDIDO POR CLEARANCE DE
TOTHALAMATO COMO INDICADOR DEL FUNCIONALISMO RENAL A CORTO Y LARGO PLAZO”

Yo, el abajo fimante (nombre y apellido del participante),

Acepto participar veluntariamente en esta investigacion. He sido informado (a) scbre la meta de este estudio y
reconozco gue la informacion gue yo provea en el curso de esta investigacion es estrictamente confidencial y no
zerd usada para ningln otro propdsito fuera de los de este estudio sin mi consentimiento. He sido informado de
que puedo hacer preguntas sobre el proyecto en cualguier momento y que puedo retirarme del mismo cuando
azi lo decida, sin gue esto acamee perjuicio alguno para mi persona. De tener preguntas sobre mi participacion
en este estudio, puedo contactar a Dr Carlos Chiurchiu al teléfono (0351) 4688285 o Biog. Pablo Lujan al
teléfono (0351- 4688878). He tenido tiempo de reflexionar sobre lo que supone mi decision de participar en este
estudio.

He recibido una copia del Formularic de Consentimiento Informado y s que la infroduccion de la aguja en el
procedimiento de extraccion de la sangre, puede provocar dolor, ardor o inflamacion local en el sitio, v que
algunas personas pusden presentar mareos, vértigo o excepcionalmente infeccion en el lugar de la inyeccion.
También, me comunicaron gue existe un minimo riesgo de presentar una reaccion alérgica con la misma.

La firma de este consentimiento no significa la pérdida de miz derechos que legaimente me comesponden como

sujeto de la investigacion, de acuerdo a las leyes vigentes en la Republica Argentina.

—_—t
Mombre del Participante Firma del Participante Fecha
{en letras de imprenta)
—_—
Mombre del testigo yio
representante legal del voluntaro Firma del Participante Fecha
{en letras de imprenta)
—_—t
MNombre del Investigador Firma del Pariicipante Fecha

{en letras de imprenta)
Copia para el imvestigador
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“EVOLUCION DEL FILTRADO GLOMERULAR POST NEFRECTOMIA MEDIDO POR CLEARANCE DE
IOTHALAMATO COMO INDICADOR DEL FUNCIONALISMO RENAL A CORTO Y LARGO PLAZO”

Yo, el abajo firmante (nombre y apellido del participante),

Acepto participar voluntariamente en esta investigacion. He sido informado (a) sobre la meta de este estudio y
reconozeo que la informacion gque yo provea en el curso de esta investigacion es estrictamente confidencial v no
sera usada para ningln otro propasito fuera de los de este estudio sin mi consentimiento. He sido informado de
que puedo hacer preguntas sobre el proyecio en cualguier momento y que puedo retirarme del mismo cuando
aszi lo decida, sin que esto acamee perjuicio alguno para mi persona. De tener preguntas sobre mi participacion
en este estudio, puedo contactar a Dr Carlos Chiurchiu al teléfono (0351) 4688285 o Biog. Pablo Lujan al
teléfono (0351- 4688878). He tenido tiempo de reflexionar sobre lo que supone mi decision de participar en este
estudio.

He recibido una copia del Formulario de Consentimiente Informado y s& que la introduccién de la aguja en el
procedimiento de extraccion de la sangre, puede provocar dolor, ardor o inflamacion local en el sitio, v que
algunas personas pueden presentar mareos, vertige o excepcionalmente infeccion en el lugar de la inyeccion.
También, me comunicaron gue existe un minimo riesgo de presentar una reaccion alérgica con la misma.

La firma de este consentimiento no significa la pérdida de mis derechos gue legalmente me comesponden como

sujeto de la investigacion, de acuerdo a las leyes vigentes en la Republica Argentina.

R S S—
Mombre del Participante Firma del Participante Fecha
{en letras de imprenta)
———f e
Nombre del testigo y/o
representants legal del voluntario Firma del Participante Fecha
{en letras de imprenta)
[ S —
Mombre del Investigador Firma del Participante Fecha

[en letras de imprenta)
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12.2 Anexo Il. Aprobacion del Protocolo de Investigacion

12.2.1 Aprobacidon de Investigacion por la Direccién Médica.

HOSPITAL PRIVADO
Centro Médico de Cordoba S.A.

Av. Naciones Unidas 346. Pargue Vilex Sarsfield. 5016 Cérdoba. Argentinn
Tek: S4(0)051 4688294 Fax: S4-(0)35]1-4688286

o-mail: direccion@bospitalprivadosa.com.ar
APROBACION PROTQCOLO DE INVESTIGACION: HP 4-210

TITULD: ™Evaluacién del filtrado glomerular post-nefrectomia medido por
dearence de iothalamato como indicador del funcionalismo renal a corto y

largo plazo”.
INVESTIGADOR PRINCIPAL: Biog. Pablo R. Lujén

LLEVARA A CABO EL ESTUDIO: Hospital Privado - Centro
Médico de Cdrdoba.

En mi cardcter de Subdirector del Hospital Privado - Centro Médico de Cérdoba,
autorizo al Bioq. Pablo Lu;an, a realizar en nuestra Institucion el menclonado
;rwecto de . Esta autorizacién es extensiva a toda autoridad

S~
Firma:
L -
] ITAL ‘1“\--(';4' —
Aclaraci6n: Or. MCARDO 2 STaIREt s
W ST 1KEDICO
Fecha: 29 -10- 2a| L
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12.2.2 Aprobacién de Investigacion por CIEIS del Hospital Privado.

: ité Institucional se ., HOSPITAL
CILIS g:&menﬁlm "p'l PRIVADO |

Cérdoba, 25 de octubre de 2012

Ref.: HP 4-210

Bloq. Pablo R. Lujén
Presente

De mi mayor consideracion:

Me dirijo a Ud., en mi cardcter de Coordinador del Comité Institucional de Etica de Investigacién en Salud del Hospital
Privado ~ Centro Médico de Cordoba, a los fines de comunicarle que este Comité ha recibido, evaluado y aprobado el
proyecto de investigacion titulado “Evaluacion del filtrado glomerular post-nefrectomia medido por clearence de
lothalamato como indicador del funcionalismo renal a corto y largo plazo”.

Atentamente.

Dr. ADRIAN M. KAHN
CJ:OFD‘NAOOR
QAN LS. 55
OEPITAL PRV
.’-:Am sadico da Coriobe

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA DE INVESTIGACION EN SALUD
Domiciio legal: Av. Naciones Unidas 346 - B® Parque Vélez Sarsfield - X5018KEH Cordoba - Tel.: 54-351-4688884 / 865
Oficings administrativas: Friull 2786 - B® Parque Vélez Sarsfield - X5016KEH Cérdoba - Tel/ Fax: 54-351-4683711
E-mail: cieis@hospitalprivadosa com ar - Sitio web: www hospitalprivadosa.com.ar
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