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Resumen

Introduccidn: Los limites de decisién o va-
lores de corte son “alertas” para el diagndstico
médico. Son obtenidos por estudios cuidadosa-
mente disefiados para poder establecer un valor
que permita una decision médica para seguir un
tratamiento.

Objetivo: Determinar los limites de decision
clinica de Ciclosporina A en sangre total de pa-

cientes con trasplante renal.

Método: Para el tratamiento de datos y
calculo de limites de decisiéon se utiliz6 una
metodologia informatica y bioestadistica con
software SPSS de IBM, realizando Pruebas de
Normalidad, Pruebas graficas como Q-Q plots,
Test de Kolmogorov -Smirnoyv, Test de Lillefors y
Prueba de Shapiro-Wilks.

Resultados: El grupo de estudio conforma-
do por pacientes con trasplante renal atendidos
durante 2016 a 2019, clasificados por el tiempo
de trasplante. Los criterios de aceptaci6n fueron:
Uso de control de calidad interno, con resulta-
dos satisfactorios utilizando cartas control y la

Abstract

Introduction: Decision limits or cut-off va-
lues are "red flags" for medical diagnosis. They
are obtained by carefully designed studies to be
able to establish a value that allows a medical
decision to follow a treatment.

Objective: To determine the clinical decision
limits of Cyclosporin A in whole blood of kidney
transplant patients.

Methods: For data treatment and calculation
of decision limits, a computer and biostatistical
methodology was used with IBM SPSS software,
performing Normality Tests, graphic tests such
as QQ plots, Kolmogorov-Smirnov Test, Lillefors
Test and Shapiro Test -Wilks.

Results: The study group made up of kidney
transplant patients treated during 2016 to 2019,
classified by transplant time. The acceptance cri-
teria were: Use of internal quality control, with
satisfactory results using control charts and the
detection of outliers using the Grubbs test. Ob-
taining basal levels of 0-3 months 181-241 ng /
ml; 3-12 months 120-147 ng / ml and over 12

1. Jefe de Laboratorio Control de Calidad de Medicamentos y Biodisponibilidad del Instituto de Servicios de Laboratorio de Diagnostico e Investiga-
cion en Salud - SELADIS, Universidad Mayor de San Andrés, Av. Saavedra 2224. La Paz, Bolivia.! ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0874-4093
* Consultor de Linea del Laboratorio Control de Calidad de Medicamentos y Biodisponibilidad del Instituto de Servicios de Laboratorio de Diagnostico
e Investigacion en Salud SELADIS, Universidad Mayor de San Andrés, Av. Saavedra 2224. La Paz, Bolivia.* ORCID: https://orcid.org/0000-0001-

A

6930-038.

53



Trigo, L. y col.

deteccion de datos atipicos mediante la prueba
de Grubbs. Obteniendo niveles basales de 0-3
meses 181-241 ng/ml; 3-12 meses 120-147 ng/ml
y mayor a 12 meses de 81-119 ng/ml, y para con-
centracién maxima de 1 mes 1193-2025 ng/ml; 2
meses 1379-1765 ng/ml; 3 meses 1060-1556 ng/
ml; 4-6 meses 880-1293 ng/ml; 7-12 meses 735-
1039 ng/ml y mayor a 12 meses 643-960 ng/ml.
Conclusién: Los limites de decisién clinica ob-
tenidos se ajustan perfectamente a los de la
bibliografia con la ventaja de que ahora se tie-
nen limites definidos para nuestra poblacion,
constituyéndose en “alertas” para el diagnéstico
médico.

PALABRAS CLAVE

Limites de decision clinica,
Ciclosporina A, Biodisponibilidad,
Transplante Renal.

INTRODUCCION

months of 81-119 ng / ml, and for a maximum
concentration of 1 month 1193-2025 ng / ml; 2
months 1379-1765 ng / ml; 3 months 1060-1556
ng / ml; 4-6 months 880-1293 ng / ml; 7-12 mon-
ths 735-1039 ng / ml and more than 12 months
643-960 ng / ml.

Conclusion: The clinical decision limits ob-
tained are perfectly in line with those of the
bibliography with the advantage that now there
are defined limits for our population, becoming

"alerts" for medical diagnosis.

Ciclosporina A, es un farmaco inmunosupresor ampliamente usado en el
trasplante de 6rganos entre dos personas con el objeto de reducir la activi-
dad del sistema inmunitario del paciente y el riesgo de rechazo del 6rgano.
Ha sido estudiada en el trasplante de piel, corazon, rifndn, pulmén, pancreas,
médula 6sea e intestino. La ciclosporina es un péptido no ribosomal ciclico
de 11 aminoacidos (undecapéptido) producido por el hongo Tolypocladium
inflatum Gams, aislado inicialmente de una muestra de suelo noruego.

Es insoluble en agua pero se disuelve facilmente en solventes organicos,
tiene un peso molecular de 1202,63 g/mol.
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Cyckaponin A

(Martindale, 2009)
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Mecanismo de accion

La ciclosporina posee su capacidad inmunosupresora altamente selectiva
en su unién a la proteina citosélica ciclofilina (una inmunofilina) de linfocitos
inmunocompetentes, especialmente linfocitos T. Este complejo de ciclospo-
rina y ciclofilina inhibe la calcineurina, la cual bajo circunstancias normales
es responsable de activar la transcripciéon de interleucina-2 (IlI-2). También
inhibe la transcripcion de la produccién de linfocinas y la liberacién de inter-
leucinas y por lo tanto conduce a una reduccion en la funcién de las células
T-efectoras (linfocitos T efectores), sin afectar la actividad citostatica.

Tiene también un efecto sobre las mitocondrias. La ciclosporina A inhibe
la apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial, de esta
forma, inhibe la liberacion del citocromo c, un potente factor de estimula-
cién de apoptosis. Sin embargo, este no es el principal modo de accién para
su uso clinico, pero si es una importante herramienta para la investigacion
acerca del fenémeno de la apoptosis, 0 muerte celular programada.

Biodisponibilidad por via oral

La ciclosporina es un medicamento que presenta una biodisponibilidad
altamente variable al administrarla por via oral. Esto se debe a que es prac-
ticamente insoluble en agua. Por lo tanto, es necesario que se constituya
una emulsion que permita la formacion de micelas que puedan viajar por el
medio acuoso constituido por los fluidos gastrointestinales para llegar a la
pared intestinal y pasar a la sangre. De esta forma, la ciclosporina s6lo puede
absorberse en presencia de sales biliares que permitan la emulsificacion (al
igual que para muchos nutrientes de caracter lipidico) o bien gracias a for-
mulaciones farmacéuticas que permitan la formacién de micelas en ausencia
de bilis. Por otro lado, la ciclosporina sélo puede ser absorbida en duodeno.

Por esta razén, la biodisponibilidad en adultos es mayor que la que se
observa en pacientes pediatricos, ya que existen variaciones en la longitud

duodenal entre estas dos poblaciones de pacientes.

Limites de decision clinica

Los limites de decision o valores de corte son “alertas” para el diagnos-
tico médico. Son obtenidos por estudios cuidadosamente disefados para
poder establecer un valor que permita una decision médica para seguir un
tratamiento.

En el caso particular de la presencia de ciclosporina (medicamento inmu-
nosupresor) en sangre los limites de decision clinica fueron calculados en
pacientes a quienes se les administra el medicamento, debido a que no es
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un parametro que se encuentra en la sangre.

En todos los casos resulta indispensable establecer un limite entre lo nor-
mal y patolégico, el cual debe fundamentarse en un enfoque cientifico y
epidemiolégico, basado en ciertos criterios:

1. Estadistica descriptiva no paramétrica: Se incluye como “sano o nor-
mal” a 95% de los resultados que se encuentren alrededor de la mediana,
eliminando a 2.5% de los resultados de cada extremo, los cuales se conside-
ran como “enfermos o anormales”.

2. Estadistica paramétrica: Considera como “sano o normal” a todos los
resultados que se encuentren dentro del limite de las dos desviaciones es-
tandar alrededor de la media conforme a la curva de Gauss.

3. Niveles de decision clinica: En este método, descrito por Statland, se
toma en consideracion el analisis de bases de datos que incluyen el estudio
de muestras de individuos sanos y enfermos en forma simultanea para es-
tablecer un valor de corte que sea capaz de detectar, descartar o confirmar
la presencia de una patologia determinada, aplicando sistematicamente en
consecuencia el teorema de Bayes para el calculo de la probabilidad condi-
cional, en el que se considera la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo, valor predictivo negativo, indices de falsos positivos e indices de
falsos negativos.

4. Curvas de operatividad relativa (COR): Se generan al evaluar las modi-
ficaciones en la sensibilidad y en la especificidad que son resultantes de la
modificacion que se haga en los niveles de corte, en los niveles de decision
clinica para un analito determinado.

MATERIALES Y METODOS

Grupos de estudio

Para la seleccion del grupo de estudio se consideré a los pacientes que
fueron atendidos en el laboratorio de Control de Calidad de Medicamentos
y Biodisponibilidad y que solicitaron la prueba de cuantificacion de ciclos-
porina en sangre.

Los pacientes fueron clasificados de acuerdo al nivel en el cual se cuantificé
la ciclosporina y al tiempo de trasplante en:
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Concentracion ba- Concentracion maxi-

sal (C0) ma (C2)
1 mes
0 — 3 meses 2 meses
3 — 12 meses 3 meses
Mayor a 12 meses 4 — 6 meses
7 — 12 meses
Mas de 12 meses.

Los criterios de aceptacion para que sean considerados dentro del grupo de
estudio fueron los siguientes:

* Uso de controles de calidad internos (sangre liofilizada con concentra-
ciones definidas de ciclosporina y fortificaciéon de sangre con ciclosporina
estandar), con resultados satisfactorios utilizando cartas control.

* Deteccion de datos atipicos mediante la prueba de Grubbs en un con-
junto de datos univariado que se supone proviene de una poblacién con

distribucion normal.

Tratamiento de datos y calculo de limites

Se utilizaron las pruebas no paramétricas, las cuales son métodos de dis-
tribucion libre. No requieren conocer la distribucion de la muestra y se uti-
lizan estadisticos cuya distribucion se determina con independencia de cual
sea la distribucion de la poblacion.

Las pruebas no paramétricas son utilizadas como una alternativa a las
pruebas paramétricas cuando los datos no cumplen los requisitos de las
pruebas paramétricas. Y nos permiten conocer como es la forma de la dis-
tribucion de la poblacién de la que se ha extraido la muestra. Las pruebas
de bondad de ajuste se utilizan para contrastar si los datos de la muestra
pueden considerarse que proceden de una determinada distribucién. Su
objetivo es senalar si los datos provienen de una poblacién que tiene la dis-

tribucion tedrica especificada.

Pruebas de bondad de ajuste

Las pruebas de bondad de ajuste tienen por objetivo determinar si los
datos se ajustan a una determinada distribucién.

Pruebas de Normalidad:

* Pruebas graficas basadas en graficos de normalidad como Q-Q plots.
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* Test de Kolmogorov -Smirnov de bondad de ajuste. Es valido sélo para
variables aleatorias continuas.

e Test de Lillefors. Es el Test de Kolmogorov —Smirnov con la correccion
de Lillefors. Sus valores son menores que los de Kolmogorov.

* Prueba de Shapiro-Wilks.

Cuando se ejecutan las pruebas con el SPSS se obtiene el valor del esta-
distico y el valor p de probabilidad del contraste. Se rechaza H, si el valor p
de probabilidad es menor que el nivel de significacion elegido para ejecutar

la prueba de contraste estadistico.
Caracterizacion de la distribucién por su forma

Distribucion normal de los resultados de ensayo

Nos sirven para evaluar mediante inspeccion visual la normalidad de los
resultados de las mediciones realizadas.

Los graficos ayudan al investigador a juzgar si sus datos proceden de una
distribucién normal. En tal caso cabe esperar que la distribucién no tendra
una fuerte asimetria.

Sin embargo, con pocos datos no es facil obtener conclusiones consis-
tentes y de ahi que se hayan ideado graficos concretos para observar la nor-
malidad de las puntuaciones de una variable.

Graficos para observar la normalidad de las puntuaciones de una variable
¢ Graficos de probabilidad normal P-P plots
e Graficos de cuantiles normales Q-Q plots

Estos graficos trabajan con los datos estandarizados y ordenados. Cuando
los datos se representan frente a los datos esperados de una distribucion N
(0, 1) se deben obtener puntos alineados en la diagonal de un cuadro.

Grafico N°1: Distribucion normal de las puntuaciones
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DISTRIBUCION NORMAL DE LAS PUNTUACIONES
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Grafico N°4: Resumen de procesamiento de datos
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Grafico N°5: Asimetria de la distribucion

. ASIMETRIA POSITIVA
|
_______________________________________________________________________|
Asimetria positiva: concentracién de casos en los valores inferiores de
| la distribucion y cola extendida hacia los valores grandes.

ASIMETRIA NEGATIVA |
—

Asimetria negativa: concentracidén de casos en los valores altos y cola
alargada hacia los valores inferiores de la distribucion.

Fuente: Estadistica Aplicada a ciencias de la Salud. Espaiia
Evaluacién: Evaluar utilizando la prueba de significacion de la normalidad

PRUEBA DE NORMALIDAD DE LAS MEDICIONES DE KOLMOGOROV

e  Graficos con prueba de normalidad

Grafico N°6: QQ valor observado: valor esperado

Grafics 0-0 norral de Nota

Hormal asparado

Fuente: Supuestos paramétrica

La aplicacion de la prueba de normalidad muestra dos graficos: (1) Normal
Probability Plot: (grafico Q-Q) donde a cada valor observado se le empareja
con su valor esperado, procedente éste tltimo de una distribucion normal.
Si la muestra es extraida de una poblacién normal ambos valores se encon-
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traran en la misma linea recta.

Grafico N°7: QQ de probabilidad normal
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Normal Probability Plot. Grafico Q-Q.Se presentan los cuantiles empiricos ob-
tenidosenlamuestrafrenteal cuantilcorrespondienteenladistribucionnormal.

Donde se representan los cuartiles empiricos obtenidos en la mues-
tra frente al cuartil correspondiente en la distribucion Normal.

Si el grafico muestra una relacion cercana a una linea recta enton-
ces “sugiere” que los datos proceden de una distribucion Normal.

Grafico N°8: QQ normal sin tendencias de Nota
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Donde se muestran las desviaciones de los puntos con relacién a una
linea recta

(2) Dentreded Normal Plot donde se muestran las desviaciones de los
puntos con relacion a una linea recta. Si la muestra ha sido extraida de una
poblacién normal los puntos deben situarse alrededor de una linea horizon-
tal con el origen en el punto .00.

Cuando la distribucion observada en las puntuaciones se ajusta a la teori-
ca entonces los puntos se representan en linea recta en la diagonal.

Caracterizacion de la distribucion por su forma

Grafico N°9: Caja y bigotes
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Fuente: Supuestos paramétrica

Las principales ventajas son la sencillez de interpretacion, la extension a
cualquier tipo de distribucion y, en el caso de la distribucién normal, la facili-
dad de obtener el diagrama ya que esta implementado en muchos paquetes
estadisticos.

Ademas, no requieren muestras tan numerosas como algunas pruebas de
normalidad. El principal inconveniente es la subjetividad de la interpreta-
cion visual, ya que al contrario de las pruebas de normalidad numéricos no

se concluye con una “p“ de probabilidad objetiva.

Pruebas de significacion

Las pruebas de significacion se utilizan para contrastar la hipétesis de la nor-
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malidad de las puntuaciones de la poblacién (variables aleatorias continuas).
Estas pruebas son:

= Kolmogorov-Smirnoy,
= Correccion de Lilliefors
= Shapiro Wilks

Los graficos orientan sobre la procedencia o no de la muestra de una po-
blacion normal. Sin embargo, es posible trabajar con una prueba estadistica
que certifique la normalidad o no de las variables.

Prueba de normalidad de Lilliefors (Kolmogorov-Smirnov corregida)

Lillierfors tabulo el estadistico de Kolmogorov-Smirnov para el caso mas
habitual en el que desconocemos la media y la varianza poblacional y se

estiman a través de los datos muestrales.

El SPSS utiliza esta prueba modificada.

Los valores criticos se obtienen aplicando la correccién de significacion
propuesta por Lilliefors. No utilizaremos el de Kolmogorov-Smirnov sin la
correccion de Lilliefors por resultar muy conservador (en casi todas las oca-
siones se mantiene HO).

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirmow? Shapiro-YWilk
Estadistico gl Sig, Estadistico gl Sig
ta 155 68 000 963 68 041

a. Correccidn de la significacidn de Lilliefars

El estadistico de prueba Kolmogorov-Smirnov (KS, =0.155, p<0.001) con
la correccidon de Lilliefors presenta un nivel de significacion igual a <0.001.
En consecuencia se rechaza la hipotesis de normalidad.

Para muestras mayores se recomienda Kolmogorov con la correccion de
Lilliefors.

Software para el analisis

Se utiliz6 el software SPSS de IBM para el andlisis de los datos de la de-
terminacion de ciclosporina en sangre.

Criterios de aceptacion

1. Comparar los intervalos de confianza obtenidos del estudio
con los limites clinicos de la bibliografia.
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2. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov con correccién de
Lilliefors donde el valor obtenido de significancia debe ser mayor

que 0,05.
3. Utilizar el valor de los percentiles 5 y 95, para cada nivel y tiempo de

transplante.

RESULTADOS

Tabla N°1: Limites de decision clinica para concentracion basal de ciclosporina
con relacion al tiempo de trasplante

CONCENTRACION BASAL C0

Tiempo Concentracion
(meses) (ng/ml)
0-3 181 — 241
3-12 120 — 147
Mayor a 12 81 - 119

Fuente: Elaboracién propia

Tabla N°2: Limites de decision clinica para concentracion maxima de ciclosporina
con relacion al tiempo de trasplante

CONCENTRACION MAXIMA C2

Tiempo Concentracion
(meses) (ng/mL)
1 1193 — 2025
2 1379 — 1765
3 1060 — 1556
4-6 880 — 1293
7-12 735-1039
Mayor a 12 643 — 960

Fuente: Elaboracién propia
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CONCLUSIONES

Los limites de decisién clinica obtenidos se ajustan perfectamente a los
de la bibliografia con la ventaja de que ahora se tienen limites definidos para

nuestra poblacion, constituyéndose en “alertas” para el diagnéstico médico.
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