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ORIGINAL

Comparacion de la cromatografia liquida de alta resolucion frente
al enzimoinmunoensayo de microparticulas para la
determinacion de sirolimus en trasplante renal

R. Asensi Diez, M. P. Quesada Sanz, E. Valverde Molina, E. de Ramén Garrido', J. Gémez Maldonado,
I. Muiioz Castillo

Servicios de Farmacia y 'Medicina Interna. Hospital Regional Universitario Carlos Haya. Mdlaga

Resumen

Objetivo: Comparar los niveles de sirolimus obtenidos en san-
gre total, mediante dos técnicas analiticas: cromatografia liquida
de alta resoluciéon y enzimoinmunoensayo de microparticulas y
evaluar si los valores de hemoglobina, hematocrito y tiempo trans-
currido desde el trasplante renal influyen en los resultados obteni-
dos con la técnica inmunoenziméatica.

Meétodo: Estudio observacional, retrospectivo, en el que se
incluyeron de manera consecutiva todos aquellos pacientes tras-
plantados renales con al menos una determinacion de sirolimus,
mediante cromatografia liquida de alta resolucion y enzimoinmu-
noensayo de microparticulas, entre los meses de octubre de
2004 a mayo de 2005, ambos inclusive. Para los contrastes
estadisticos se utilizaron la regresion lineal simple, el ANCOVA,
el coeficiente de correlacion intraclase y el método de los limites
del acuerdo.

Resultados: Se evaluaron 91 pacientes con un total de 307
determinaciones (mediana: 2, rango intercuartilico: 1-4, rango:
1-15) de sirolimus. La ecuaciéon de la recta mediante analisis de
regresion lineal fue la siguiente: MEIA = 0,70 (IC95%: 0,39-1,01)
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+ 1,14 (IC95%: 1,10-1,17) x HPLC/UV. El coeficiente de corre-
lacién intraclase entre ambas mediciones fue de 0,955 (IC95%
0,944-0,964). La media de sobreestimacién por enzimoinmuno-
ensayo fue de 24,8% + 19,4%. La diferencia de medias entre
ambas mediciones fue de 1,9 = 1,3 ng/mL. Los limites del acuer-
do quedaron establecidos entre -0,8 ng/mL (IC95%: -1,05; -0,55)
v +4,6 ng/mL (IC95%: 4,35; 4,85). Los factores tiempo postras-
plante, hemoglobina y hematocrito no influyeron en la sobreesti-
macién obtenida con el enzimoinmunoensayo. Estos resultados
no se vieron influidos por la no independencia de las mediciones.

Conclusiones: A pesar de la sobreestimacién del enzimoin-
munoensayo en la determinacion de sirolimus en sangre total, su
correlacion con la técnica cromatogréafica es aceptable. Esto, uni-
do a las ventajas que presenta frente a las técnicas cromatogréafi-
cas, hace del enzimoinmunoensayo una buena alternativa en la
determinacion de sirolimus en sangre total.

Palabras clave: Sirolimus. Cromatografia liquida de alta resolu-
cién. HPLC. Enzimoinmunoensayo de microparticulas. MEIA.

Summary

Objective: To compare sirolimus levels measured in whole
blood using two analytical techniques: high-resolution liquid chro-
matography and microparticle enzyme immunoassay, and to eval-
uate whether hemoglobin, hematocrit, and tome from kidney
transplantation influence results obtained using the immune-enzy-
matic technique.

Method: A retrospective, observational study in which all
transplanted patients with at least one measurement of sirolimus
levels using high-resolution liquid chromatography or microparti-
cle enzyme immunoassay from October 2004 to May 2005 were
consecutively included. For statistical comparisons simple linear
regression, ANCOVA, intra-class correlation coefficient, and the
method of agreement limits were all used.

Results: Ninety-one patients were assessed for a total of 307
measurements (median: 2, inter-quartile range: 1-4, range: 1-15)
of sirolimus levels. The straight-line equation using the linear
regression analysis was as follows: MEIA = 0.70 (95% CI: 0.39-
1.01) + 1.14 (95% CI: 1.10-1.17) x HPLC/UV. The intra-class
correlation coefficient between both measurements was 0.955
(95% CI 0.944-0.964). Mean overestimation using enzyme
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immunoassay was 24.8% + 19.4%. Difference in means between
both measurements was 1.9 + 1.3 ng/mL. Agreement limits were
established between —0.8 ng/mL (95% CI: -1.05; -0.55) and +4.6
ng/mL (95% CI. 4.35; 4.85). Factors such as post-transplant
time, hemoglobin, and hematocrit did not influence overestimates
obtained using enzyme immunoassays. These results were not
influenced by non-independence in measurements.

Conclusions: Despite enzyme immunoassay overestimates in
establishing sirolimus levels in whole blood, its correlation with
chromatography is acceptable. Added to its benefits versus chro-
matographic techniques, this renders enzyme immunoassay a
good alternative for the measurement of sirolimus levels in whole
blood.

Key words: Sirolimus. High-resolution liquid chromato-
graphy. HPLC. Microparticle enzyme immunoassay. MEIA.

INTRODUCCION

Sirolimus (SRL, rapamicina) es un antibidtico macré-
lido, aislado de Streptomyces hygroscopicus. Su actividad
inmunosupresora se basa en la inhibicién de la sefial
especifica para la interleuquina 2 (IL-2), que inhibe la
respuesta proliferativa a numerosos estimulos de los lin-
focitos T y B. EI SRL se une a la misma ciclofilina que el
tacrolimus (TAC), la FK-BP12, y a través de esta union
inhibe la molécula diana de SRL en mamiferos, la mTOR
(mamalian target of rapamycin)-, una quinasa critica
para la progresion del ciclo celular, produciéndose el blo-
queo de varias rutas especificas de transduccién de sefa-
les. El resultado neto es la inhibicion de la activacién de
los linfocitos y tiene como consecuencia un efecto inmu-
nosupresor.

En la actualidad SRL se suele emplear asociado a
ciclosporina A (CsA) y corticoides en la prevencion del
rechazo agudo en pacientes adultos sometidos a trasplan-
te renal. Se recomienda que se utilice inicialmente con
CsA microemulsion y corticosteroides durante dos a tres
meses. SRL puede mantenerse como terapia de manteni-
miento s6lo si la CsA microemulsidon puede interrumpir-
se progresivamente’.

Desde el punto de vista farmacocinético, SRL muestra
una semivida de eliminacién de 57-62 horas, lo que per-
mite la administracién una vez al dia. El tiempo para
alcanzar la concentracién maxima (Tmax) < 1 hora’.
Debido a la elevada semivida de eliminacién no es nece-
saria la monitorizacién diaria. Se aconseja realizar la pri-
mera determinacién transcurridos al menos 5-7 dias des-
de el inicio de la terapia o de un cambio de dosificacién*?,
después una vez a la semana el primer mes y una vez al
mes, posteriormente®.

Debido a que la CsA actia como un potente inhibidor
del metabolismo del SRL, la administraciéon conjunta de
ambos implica un aumento considerable (cuatro a cinco
veces) del valor del 4rea bajo la curva (AUC) y de las
concentraciones predosis (Cmin) de SRL. Para minimizar
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esta interaccion, en los pacientes tratados con CsA, SRL
se administra cuatro horas después de la CsA’.

Los intervalos recomendados para el sirolimus se
basan en métodos cromatogréficos. Por término medio,
los métodos cromatograficos, tanto de deteccion ultravio-
leta como de espectrometria de masas, producen resulta-
dos que son un 20% inferior que las determinaciones de
la concentracién en sangre total por inmunoensayo®. Las
Cmin apropiadas para evitar episodios de rechazo (obte-
nidas por métodos cromatograficos) se establecen en fun-
cién de la exposicién concomitante a CsA. Se aconseja
una Cmin = 4-12 ng/mL en combinacién con CsA en la
fase de induccién, y una Cmin = 12-20 ng/mL en la fase
de mantenimiento sin anticalcineurinico'”. En general,
concentraciones de SRL < 5 ng/mL, se correlacionan con
rechazo tisular, mientras que concentraciones > 15
ng/mL se asocian con reacciones adversas®’.

Una de las razones para monitorizar el SRL es que la
dosis administrada es un pobre predictor de la verdadera
exposicion del farmaco en el organismo. Otra razén es que
el metabolismo presistémico y hepdtico es susceptible, al
igual que en el caso de CsA y TAC, a la accién de otros
farmacos inductores e inhibidores de las isoenzimas
CYP3A4, lo que explica la elevada variabilidad interindi-
vidual en el proceso de absorcion. Por tltimo, es importan-
te monitorizarlo en pacientes con insuficiencia hepdtica, ya
que el SRL y sus metabolitos se eliminan mayoritariamen-
te por via biliar y alteraciones graves de la funcion hepati-
ca pueden favorecer una acumulacion del medicamento y
en consecuencia la aparicion de toxicidad'®.

Aproximadamente el 95% del SRL se localiza en el
interior de los glébulos rojos y un 3% queda libre en el
plasma**S. Por este motivo su monitorizacion se realiza
en sangre total anticoagulada con 4cido etilendiamino
tetraacético (EDTA), anticoagulante que minimiza los
problemas asociados a la coagulacién™®.

El SRL se determina en sangre total mediante croma-
tografia liquida de alta resolucion-deteccién ultravioleta
(HPLC/UV)'""*, cromatografia liquida de alta resolucion-
espectrometria de masas (HPLC/MS)"'¢ y recientemente
con inmunoensayos' basados en metodologia con anti-
cuerpos. El enzimoinmunoensayo de microparticulas
(MEIA) llevado a cabo en un analizador IMx, presenta
una serie de ventajas frente a los métodos basados en
HPLC como son: facilidad de manejo, disponibilidad del
equipo, son semiautomdticos y requieren menor tiempo
de preparacion y procesamiento de la muestra. Sin
embargo, como factor negativo nos encontramos que el
SRL se metaboliza principalmente en el higado, por
accién de las isoenzimas CYP3A4, dando lugar a una
serie de metabolitos'” (41-O-desmetil-sirolimus, 7-O-
desmetil-sirolimus, 11-hidroxi-sirolimus y 41-O-desme-
til-hidroxi-sirolimus), que presentan una reactividad cru-
zada con el anticuerpo especifico empleado en el ensayo
MEIA, ocasionando una sobreestimacion en las concen-
traciones de SRL en las muestras de los pacientes tras-
plantados renales*'®".
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Varios autores han comparado las concentraciones de
SRL obtenidas por HPLC y MEIA. Asi, en el trabajo de
Salm y cols.* obtienen una sobreestimaciéon de 42,5 +
16,9%. Estos autores sugieren, a la vista de sus resulta-
dos, que los factores tiempo postrasplante y hemoglobina
explican en parte esta sobreestimacién. Una posible
explicacién para estos resultados es que, debido al
aumento de la concentracién de hemoglobina con el
tiempo, una mayor proporcién de SRL es secuestrado en
el interior de los glébulos rojos, reduciendo asi la canti-
dad de farmaco libre de susceptible de ser metabolizado,
y por tanto originar metabolitos capaces de ocasionar
reactividad cruzada con el anticuerpo usado en el MEIA.

El objetivo de este estudio es comparar los niveles de
SRL obtenidos en sangre total mediante dos técnicas ana-
liticas: HPLC/UV y MEIA, en muestras de pacientes
trasplantados renales. Secundariamente, evaluar si los
valores de hemoglobina, hematocrito y tiempo transcurri-
do desde el trasplante renal en meses influyen en los
resultados obtenidos con la técnica inmunoenzimética.

METODO
Poblacion de estudio y recogida de datos

Se realiz6 un estudio observacional, retrospectivo, en
el que se incluyeron consecutivamente todos aquellos
pacientes trasplantados renales, con al menos una deter-
minacién de SRL mediante las técnicas HPLC/UV vy
MEIA.

Se registraron los siguientes datos analiticos: Cmin de
SRL (ng/mL) de pacientes trasplantados renales en san-
gre total, anticoaguladas con EDTA, determinados el
mismo dia de la extraccion de la sangre, en el laboratorio
de farmacocinética del servicio de farmacia de nuestro
centro hospitalario. El periodo de seguimiento fue entre
octubre de 2004 a mayo de 2005, ambos inclusive.

Se recogieron también los siguientes datos: edad, sexo,
niveles de hemoglobina y hematocrito y tiempo transcu-
rrido desde el trasplante renal en meses, mediante la revi-
sién de las historias clinicas de los pacientes en la consul-
ta de trasplante renal.

Se elabord una base de datos Excel para la recogida de
datos.

Reactivos e instrumentacion

SRL y 32-O-desmetoxirapamicina (SI, estdndar inter-
no) fueron proporcionados por los laboratorios Wyeth.
Acetonitrilo, acetona, hexano, 1-clorobutano, metanol y
agua con calidad HPLC, utilizados en la extracciéon o en
el procedimiento analitico, fueron suministrados por
Merck (Alemania). El sulfato de zinc heptahidratado y el
hidréxido sédico fueron proporcionados por Panreac
(Espana).

Las determinaciones se realizaron con un equipo de
HPLC Waters Corporation 1525, bomba binaria y detec-
tor Waters VIS-UV W 2487.

Los datos fueron recogidos y procesados utilizando un
software Breeze (Waters Corporation).

Condiciones cromatograficas

Detector VIS-UV: longitud de onda 280 nm.

Bomba binaria: flujo constante 1 mL/min.

Columna: Symmetry 300™ C; 3,5 um 4,6 x 150 mm.
Fase moévil: acetonitrilo/agua, 60:40.

Volumen de inyeccién: 70 uL.

Temperatura del horno (columna): 50 °C.

Preparacion de la curva de calibraciéon para
HPLC

La curva de calibracién se realiz6 utilizando siete cali-
bradores con concentraciones de: 0,0, 3,0, 6,0, 12,0, 24,0,
36,0 y 60,0 ng/mL de SRL, preparadas a partir de una
solucién madre de SRL en metanol con una concentra-
cién de 1.000 ng/mL. Se calibré cada vez que se introdu-
cia un carrusel de muestras.

Preparacion de la muestra

El método HPLC/UV se llevé a cabo de acuerdo con
los protocolos publicados por French y cols.” modifica-
dos.

Para la preparacién de la muestra se tomaron 500 uL.
de sangre anticoagulada con EDTA, en tubos desecha-
bles de polipropileno, y se afadieron 30 puL de solucion
de SI (2,5 ug/mL). Los tubos se agitaron vigorosamen-
te durante 40 segundos y a continuacién se afiadié 1 mL
de solucién acuosa de sulfato de zinc 5%, seguido de
1 mL de acetona. Se agitaron 1,5 minutos y se centrifu-
garon a 4.000 rpm durante 8§ minutos a temperatura
ambiente (TA). Se recogio el sobrenadante y se afadi6
NaOH (200 uL, NaOH 0,1 M) en cada uno de los
tubos, seguidamente se le adicionaron 2 mL de cloro-
butano. Se agitaron durante un minuto y se centrifuga-
ron a 4.000 rpm 5 minutos.

Una vez centrifugadas las muestras se recogid la capa
sobrenadante, sin llegar a tocar la interfase, y se evapor6 a
sequedad en corriente de helio, en bafio marfa a 40 °C
durante 60 minutos. El residuo se reconstituyé con 150 uL
de fase mdvil, y a continuacion se afiadié hexano (500 uL).
Se agit6 durante 1 minuto y se pasé a microtubos que se
centrifugaron a 4.000 rpm durante 3 minutos. Se recuperd
la fase inferior (al menos 100 uL) y se pas6 a microviales
para su posterior analitica.

R. Asensi Diez et al. Farm Hosp 2006; 30: 142-148
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Enzimoinmunoensayo de microparticulas
(MEIA)

La técnica MEIA se llevé a cabo en un analizador IMx
(Abbott, Laboratories, EE.UU.). El sistema IMx puede
efectuar ensayos inmunoldgicos utilizando las técnicas
de sustrato enzimatico fluorescente y de polarizacion
fluorescente. La técnica de inmunoensayo enzimatico uti-
liza habitualmente microparticulas submicrénicas como
medio de captura de la sustancia a analizar. Los ensayos
que emplean esta técnica se denominan inmunoensayos
enzimdticos de microparticulas (MEIA).

Los calibradores y los controles fueron suministrados por
la casa comercial (Abbott Laboratories). El ensayo fue cali-
brado antes del comienzo del estudio y recalibrado tal como
viene indicado por el proveedor. Los controles (5,0, 11,0 y
22,0 ng/mL) se pusieron con cada carrusel de muestras.

La validacién analitica del ensayo se llevé a cabo
mediante el cdlculo del coeficiente de variacién y la
recuperacion analitica. Se utilizaron calibradores con
concentraciones conocidas de SRL para la técnica
HPLC/UV de 3,0, 24,0 y 60,0 ng/mL, y utilizando los
controles suministrados por la casa comercial (Abbott
Laboratorios, EE.UU.) de 5,0, 11,0 y 22,0 ng/mL para la
técnica MEIA.

Analisis estadistico

Para la estadistica descriptiva se utilizaron la media y
la desviacion estandar o la mediana y el recorrido inter-
cuartilico (RIC) y el rango para variables cuantitativas y
frecuencias para las cualitativas. El acuerdo entre las
determinaciones de SRL en sangre por ambas técnicas,
HPLC/UV y MEIA, se establecié mediante el coeficiente
de correlacidn intraclase y el andlisis de regresion lineal
por minimos cuadrados, asi como estableciendo los limi-
tes del acuerdo, como han descrito Bland y Altman?.
Para evaluar la influencia que las variables, edad del
paciente, sexo, niveles de hemoglobina, hematocrito y
tiempo transcurrido desde el trasplante en meses, pudie-
ran tener en la discordancia entre las dos técnicas de
determinacion de SRL, se llevd a cabo un analisis de
covarianza (ANCOVA) donde se incluyd, como variable
resultado, la concentracion de SRL en sangre medida por
MEIA, y el factor sexo y las covariables concentracién de
SRL en sangre medida por HPLC, niveles de hemoglobi-
na, hematocrito y tiempo transcurrido desde el trasplante
renal en meses, como variables predictoras. Dado que la
mayoria de los pacientes tenian mas de una medicion, en
los andlisis de regresion lineal por minimos cuadrados y
ANCOVA se incluy6 en el modelo, tal y como recomien-
dan Bland y Altman®, un factor correspondiente al
paciente evaluado, de forma que se pudiese valorar la
variabilidad intrasujeto y resolver asi el problema de la
no independencia de las mediciones. Se consider6 signi-
ficativa una p < 0,05 en pruebas para dos colas. El anali-
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sis estadistico se llevé a cabo usando los paquetes esta-
disticos SPSS versién 11.5.

RESULTADOS

Se estudiaron 91 pacientes, 35 mujeres (38,5%) y 56
hombres (61,5%), con un total de 307 determinaciones
(mediana: 2; RIC: 1-4; rango: 1-15). El promedio de edad
de las mujeres fue 49,6 = 13,0 afios y el de los hombres
50,6 + 14,2 afios. La media de tiempo desde el trasplante
en meses fue de 40,50 + 46,14 meses. Se excluyeron
7 muestras cuyos valores de SRL con HPLC/UV supera-
ban los 30 ng/mL ya que el limite de detecciéon maximo
de SRL por MEIA en el IMx es de 30 ng/mL.

Basandonos en las muestras usadas como control de
calidad, y siguiendo las recomendaciones cientificas®
para comprobar la fiabilidad de los aparatos de medida
HPLC/UV y MEIA, se calcul6 la imprecision (expresada
como el coeficiente de variacion) y la recuperacién anali-
tica. Estos resultados estdn resumidos en la tabla I.

Tabla I. Intervalo de imprecision y recuperacién analitica de cro-
matografia liquida de alta resolucién (HPLC/UV) (n = 84) y enzi-
moinmunoensayo de microparticulas (MEIA) (n = 114) para la
determinacién de SRL en sangre total

Método Sirolimus Media + DE  Imprecision  Recuperacion
(ng/mL) V(%) analitica (%)

HPLC/UV 3,00 3,04+0,34 11,18 101,34
24,00 24,60 1,73 7,03 102,50
60,00 60,79 £3,59 5,90 101,32

MEIA 5,00 4,86 + 0,35 7,20 97,20
11,00 10,50 + 0,53 5,04 95,45
22,00 21,40+ 1,38 6,44 97,27

DE = desviacion estandar; CV = coeficiente de variacion.

Los valores minimo y médximo de SRL medidos por
HPLC/UYV fueron de 1,70 y 22,45 ng/mL y por MEIA fue
de 2,10 y 26,80 ng/mL. Sélo una de las determinaciones
dio un valor superior en la determinaciéon por HPLC/UV.
En el resto de las determinaciones siempre fueron supe-
riores los valores obtenidos con MEIA.

En ninguno de los anélisis de regresion lineal y
ANCOVA la variabilidad intrasujeto, incluida en el
modelo como un factor correspondiente al paciente eva-
luado, segtin recomiendan Bland y Altman®, mostraron
significacion estadistica, por lo que en los resultados que
se presentan no se ha considerado esta variable.

La nube de puntos muestra las concentraciones de
SRL en sangre total en cada uno de los pacientes obteni-
da por ambos métodos (Fig. 1).

El andlisis de regresion lineal de los datos muestra que
la ecuacién de la recta que mejor se ajusta a los puntos
seria la siguiente:
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SRL MEIA (ng/ml)

R2 lineal = 0,938

SRL HPLC/UV (ng/ml)

Fig. 1.- Comparacion de niveles de SRL (300 muestras predosis obteni-
das de 91 pacientes) medidas por enzimoinmunoensayo de microparti-
culas (MEIA) y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC/UV). La
linea recta representa la linea de regresion de los datos y la linea dis-
continua la linea de identidad de los datos.

MEIA = 0,70 (IC95%: 0,39-1,01)
+ 1,14 (IC95%: 1,10-1,17) x HPLC/UV
(r*=0,938; n = 300)

El coeficiente de correlacion intraclase entre ambas
mediciones fue de 0,955 ([IC95%]: 0,944-0,964).

El porcentaje de sobreestimacién del MEIA con res-
pecto al HPLC/UV fue de 24,8 = 19,4 ng/mL (IC95%
22,6-27,0 ng/mL).

La figura 2 muestra la nube de puntos formados por la
interseccion de la diferencia de las concentraciones de
SRL, representadas en el eje de ordenadas, y las concen-
traciones medias de SRL, representadas en el eje de abs-
cisas, de cada sujeto, determinadas por los dos métodos
(MEIA-HPLC/UV). La media de las dos determinaciones
se toma como valor real para cada sujeto y la diferencia
entre ellas como la medida del desacuerdo, de forma que
los limites del acuerdo quedan determinados por la media
de las diferencias + dos veces la desviacion estandar de
dichas diferencias.

La media de las diferencias fue de 1,9 + 1,3 ng/mL, lo
que nos indica la discrepancia entre ambos métodos
mediante el calculo de los limites del acuerdo. El 95% de
las diferencias de nuestra muestra se encontraron entre
-0,8 y 44,6 ng/mL. El IC95% de la media de las diferen-
cias seria 1,75-2,05 y el IC95% de los limites del acuerdo
serian: -1,05; -0,55, para el limite inferior y 4,35; 4,85

10,00 o

8,00 —

6,00 —

4,00 —

Diferencia

2,00 —

0,00 —

2,00

T T T
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
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Fig. 2.- Nube de puntos donde se representan las diferencias frente a
las medias de los niveles predosis de SRL obtenidos con las dos técnicas
(HPLC/UV y MEIA). La linea continua representa la media de las dife-
rencias. La linea de puntos representa ausencia de diferencias entre
ambos métodos. Las dos lineas discontinuas representan el margen
inferior del intervalo de confianza al 95% del limite del acuerdo inferior
y el margen superior del intervalo de confianza al 95% del limite del
acuerdo superior, respectivamente.

para el limite superior. Es decir, que mediante este méto-
do podemos concluir que el grado maximo de desacuerdo
entre las dos técnicas de medicién podria establecerse
entre -1,05 y 4,85 ng/mL, tal como se muestra en la figu-
ra 2 (lineas discontinuas).

Respecto a las variables recogidas, hemoglobina,
hematocrito y tiempo transcurrido desde el trasplante
renal, realizamos un andlisis de ANCOVA y no obtuvi-
mos significacion estadistica, al comparar los niveles de
SRL obtenidos por MEIA con los meses desde el tras-
plante, hemoglobina y niveles de SRL obtenidos por
HPLC/UV.

DISCUSION

El SRL es un farmaco utilizado actualmente en la
préctica clinica como parte del régimen de inmunosupre-
sién en los pacientes trasplantados renales. Su determina-
cién en sangre total es fundamental para mantener el SRL
dentro del rango terapéutico.

Por ello es importante disponer de técnicas de determi-
nacién rdpidas, de facil manejo y accesibilidad para la
rutina diaria.

En nuestro estudio, ambas técnicas presentan una
aceptable imprecision y recuperacién analitica con los
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controles usados, lo que estd en concordancia con otros
estudios realizados***.

El grado maximo de desacuerdo entre las dos técni-
cas de medicion se establece entre -1,05 y +4,85 ng/mL.
Asi, en la figura 2 observamos que, como es habitual en
todas las técnicas de determinacion analitica, la discor-
dancia entre ambas técnicas es mucho mayor a medida
que nos referimos a valores mds elevados de SRL. Pue-
de verse que es a partir de valores superiores a 15
ng/mL cuando la nube de puntos se hace mds dispersa.
Por tanto, aunque el grado de desacuerdo indicado,
entre -1,05 y +4,85 ng/mL, puede parecer excesivo a la
vista de los estrechos margenes en los que se recomien-
da que se mantengan los niveles de SRL en pacientes
con trasplante renal, en los niveles terapéuticos el gra-
do de desacuerdo seria menor y por tanto mas acepta-
ble.

Varios autores han comparado las técnicas de HPLC y
MEIA obteniendo los siguientes resultados:

El inmunoensayo original para determinar SRL
(Abbott Diagnostics, Chicago, Illinois, EE.UU.) pre-
sentaba una desviacién positiva del 21% al comparar
MEIA con HPLC/MS/MS'. En este caso, la reactividad
cruzada con los metabolitos circulantes fue aproxima-
damente del 40% con los hidroximetabolitos y de un
120% con el 41-O-desmetil-sirolimus. La ecuacién de
la recta que se obtuvo al comparar los dos métodos en
24 muestras de 6 pacientes que recibian SRL est4 refle-
jada en la Tabla II.

En otro estudio realizado por Holt y cols.* se obtuvo
una desviaciéon media positiva de un 21,6% con el inmu-
noensayo. La ecuacién de la recta al comparar las dos
técnicas (MEIA y HPLC-MS) en 129 muestras de 108
pacientes trasplantados renales que recibian SRL, estd
reflejada en la tabla II.

Salm y cols.” estudiaron 125 muestras procedentes de
25 pacientes que recibfan SRL. La ecuacién de la recta
viene reflejada en la tabla II.

La desviaciéon media expresada como porcentaje
(= DE) entre los dos métodos para muestras de pacientes
trasplantados renales fue de 41,9 + 15,3%.

Posteriormente en otro estudio, Salm y cols.* encontra-
ron una sobreestimacion de 42,5 + 16,9% de MEIA al
compararlo con HPLC-MS. Esta tendencia a la sobreesti-
macién se explicaria por la reactividad cruzada de los
metabolitos circulantes con el anticuerpo usado en la técni-
ca MEIA. La ecuacion de la recta, mediante analisis de
regresion lineal, que obtienen al comparar las dos técnicas
en 841 muestras de 74 pacientes trasplantados renales que
recibian dosis orales de SRL viene reflejada en la tabla II.

Nosotros obtenemos una desviacién media positiva de
24,8 +19,4%. Estos resultados estan en concordancia con
los obtenidos por otros autores como Holt y cols.*, des-
vidndose bastante de los obtenidos por otros autores
como es el caso de Salm y cols.**.

Respecto a los niveles de hemoglobina, hematocrito
y tiempo transcurrido desde el trasplante renal en meses
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Tabla Il. Ecuaciones de la recta obtenidas por distintos autores al
comparar determinaciones de SRL obtenidos con las técnicas:
HPLC y MEIA

Ecuacion de la recta
MEIA = 1,27 x HPLC-1,6

Autores/ano

Jones y cols.

2000 (r=081)

Holt y cols.” MEIA = 1,11 x HPLC + 0,97
2005 (=092

Salmy cols. MEIA = 1,39 ( £ 0,04) x HPLC-MS + 1,30 (£ 0,46) ug/l
1999 (r=0,95'|;Sy,x=2,46; n=125)

Salmy cols.* MEIA = 1,37 (£ 0,01) x HPLC-MS + 1,40 (£ 0,17) ug/L

2000 (r=0,960, S, = 2,76, n = 841)

1y
r: coeficiente de correlacién; r: coeficiente de determinacion; S,: desviacion
estandar de la regresion.

no se ha observado influencia en la correlacidn existen-
te entre las dos mediciones de SRL, ni en el analisis uni-
variante ni en el realizado mediante ANCOVA. La dis-
crepancia con los resultados observados por Salm y
cols.* puede explicarse por el hecho de que nuestro
tamafio muestral es menor que el suyo y en consecuen-
cia dispongamos de una menor potencia estadistica.
Salm y cols.* obtuvieron mediante un andlisis de regre-
sién lineal que la concentracién de SRL obtenida por
HPLC-MS (p = 0,03), hemoglobina (p < 0,001) y tiem-
po desde el trasplante (p < 0,001) tenian significacion
estadistica a la hora de predecir la sobreestimacién pro-
ducida por MEIA, explicando el 22% de la sobreestima-
cion.

Por todo ello, concluimos que a pesar de la sobrees-
timacion obtenida, la correlacién que se observa al
comparar ambos métodos es aceptable. La facilidad de
manejo, el uso de equipos semiautomaticos, asi como
el menor tiempo de preparacién y procesamiento de las
muestras, hacen del MEIA una buena alternativa en la
determinacién de niveles de SRL, accesible a mayor
nimero de laboratorios para la rutina diaria que las téc-
nicas cromatogréificas. Sin embargo, factores de riesgo
tales como, una funcién hepdtica alterada o el empleo
concomitante de farmacos que pudiesen alterar el meta-
bolismo del SRL, podrian dar lugar a grandes cantida-
des de metabolitos que contribuirian a una sobreestima-
cién aun mayor, lo que hace que haya que prestar
especial atencidn a este tipo de pacientes cuando se
determinen niveles de SRL por MEIA. Por otra parte,
el acuerdo entre ambas técnicas no es el ideal, por lo
que seria interesante llevar cabo estudios prospectivos
en los que se evaluara la utilidad del MEIA, teniendo
como resultado variables de interés clinico como las
tasas de rechazo o infeccion de los pacientes trasplanta-
dos.
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