UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI PADOVA

Sede Amministrativa: Universita degli Studi di Pado va

Dipartimento di Scienze Mediche e Chirurgiche

SCUOLA DI DOTTORATO DI RICERCA IN SCIENZE MEDICHECLINICHE E
SPERIMENTALI

INDIRIZZO: SCIENZE NEFROLOGICHE

CICLO XXI°

FORMULE DI STIMA DEL GFR E COMPOSIZIONE DELLA MASSA
CORPOREA: POTENZIALITA' E LIMITI

Direttore della Scuola: Ch.mo Prof. Antonio Tiengo

Supervisore Ch.mo Prof. Giovanni Gambaro

Dottorando : Dott. Cataldo Abaterusso



INDICE

RIASSUNTO

ABSTRACT

INTRODUZIONE

SCOPO

SOGGETTI E METODI

RISULTATI

DISCUSSIONE

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

BIBLIOGRAFIA

pag. 1

pag. 6

pag. 12

pag. 43

pag. 44

pag. 53

pag. 70

pag. 89

pag. 92



l. RIASSUNTO

Premessa

Le malattie renali sono in crescente aumento edeigioni per il futuro in termini
di prevalenza, incidenza e costi sanitari sono rralati. L'accurata
determinazione della funzione renale rappresentadispensabile strumento per
I'identificazione precoce del danno e della progi@se delle malattie renali e per
nonché per 'adeguamento della posologia di maitmfaci. L'invecchiamento,
inoltre, insieme alle modificazioni morfo-funzionali organi ed apparati, si
accompagna anche ad un progressivo declino detlzidone renale. La misura
della velocita di filtrazione glomerulare (GFR) & test piu accurato per
evidenziare una disfunzione renale, tuttavia la mlessita dei metodi ed i costi
rendono non proponibili tali metodiche nella praticlinica. Le linee guida
internazionali raccomandano [I'impiego di formuleengralmente basate
sullimpiego della creatinina sierica, per la stindel GFR (eGFR) e la
stratificazione del rischio cardiovascolare neiigaiz con malattie renali croniche
(Chronic Kidney Disease, CKD) E’ noto che le fotendi eGFR “creatinine-
based” risultano spesso poco accurate specialnerdeterminate categorie di
soggetti: anziani, donne, malnutriti, obesi, ofsgsitopenici. | limiti sono da
ricercare nella scarsa sensibilita della creatimirssegnalare I'iniziale declino del
GFR, nella inesatta stima della massa magra imal@ategorie di soggetti e,
infine, nei problemi analitici legati alla standenzhzione, non ancora ottimale,
del dosaggio della creatininemia.

Da alcuni anni crescente interesse ha suscitaibzao della la Cistatina C come

marker endogeno di GFR.



Scopo.
In questo lavoro sono presentati i risultati di d&tedi, il primo prospettico e il
secondo trasversale.

Studio | (prospettico)lo scopo € stato quello di valutare prospettieat®, in

una coorte di anziani sani, le relazioni tra lazionalita renale, determinata
attraverso I'impiego di due marcatori endogeni camgatininemia e cistatina C e
I'applicazione di alcune comuni e meno comuni folendi stima del GFR, e le
modificazioni della composizione corporea.

Studio Il (trasversale)scopo del secondo studio € stato quello di veduta

'impatto della composizione corporea sulla capadelle formule di predire
I'iniziale declino del GFR in una coorte di soggeitiulti e di valutare possibili
regressori in grado di implementare I'accuratezzitedstesse. Inoltre valutare il

miglior metodo di indicizzazione del GFR misuratoGFR).

Soggetti e Metodi

Sono stati arruolati soggetti anziani (Studio adrilti (Studio II) di ambo i sessi
previo consenso informato scritto. Entrambi gli udt hanno ottenuto
I'approvazione del Comitato Etico di Verona. | eritdi inclusione ed esclusione
sono in sintesi riportate di seguito, Tutti i soligesono stati sottoposti a
determinazione delle misure antropometriche, deltamposizione corporea
mediante Dual energy X-ray Absorptiometry (DXA)asge di bioimpedenza,

esami bioumorali di routine, misura del valore piasico di Cistatina C (CyC).

Studio I Sono stati arruolati e seguiti prospetticameoiggetti anziani di ambo i
sessi in buone condizioni di salute, non istitual@zati e in assenza di patologie

croniche debilitanti. Erano esclusi dallo studiggetti con insufficienza renale
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(creatininemia >1.4 mg/dl per i maschi, >1.2 mgldt le femmine). | parametri
antropometrici, la composizione corporea, l'anamnaémentare ed esami
bioumorali di routine sono stati determinati anmuatte per un follow-up
mediano di 5 anni. L'eGFR e stato determinato nmadiiapplicazione di cinque
formule (Cockcroft-Gault, Virga, MDRD, Taylor, Hogkche utilizzano la

creatininemia o la cistatina C come marcatori eedodi GFR.

Studio I Sono stati arruolati, consecutivamente, soggattilti con malattia
renale cronica CKD I-1l stadio e creatininemia <jZdi nel maschio e <1,8mg/dl
nella femmina. Tutti i pazienti sono stati sottsgoinoltre, alla misurazione del
filtrato glomerulare (MGFR) con la tecnica delleeariince plasmatica dello

loexolo. L'eGFR é stato ricavato con le stesse tdenusate nello Studio |.

Risultati

Studio I Lo studio | & stato condotto in una coorte did@hne con eta all'inizio
dello studio di 71.9 £ 2.4 anni e BMI di 26.34 #4.Kg/m?2 e 62 uomini di eta di
72.5% 2.29 anni e BMI di 27.01+ 3.39 Kg/ m2. Alrtene dei 5 anni di follow-up
si e osservata in entrambi i sessi, fatto peréepidente nei maschi, una riduzione
della massa magra totale ed appendicolare in assahz significative
modificazioni dello stato nutrizionale. | valori direatininemia sono risultati
ridotti in proporzione maggiore rispetto alla var@e di composizione corporea
(variazione percentuale media annua di creatinimaassa magra: -1.4% vs -
0.5%, rispettivamente). Al contrario la cistati@a e risultata in aumento in
entrambi i sessi. La variazione del valore deldatina C é risultata indipendente
dalla variazione di massa magra ed eta. Soltantortaula di Hoek ¢istatin C-

based rispetto alle altre formulecfeatinine-based analizzate, ha decritto il
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declino del GFR come atteso nel fisiologico prooedsinvecchiamento di un

soggetto sano

Studio Il Lo Studio Il e stato condotto in una coorte 8isdggetti (34 femmine).
Il valore della creatininemia risultava (mediatS0).19+0.39 mg/dL
(creatininemia 1.27+0.39 e 1.08+0.37, rispettivateemei maschi e nelle
femmine). 1l BMI era distribuito uniformemente @@ 30%) per normopeso,
sovrappeso e obesita. I GFR misurato € risultato media 73.9+25.9
ml/min/1.73n% con range compreso tra 23-137.7 ml/min per 1%73m
L’accuratezza delle varie formule é stata defimitene prevalenza dei soggetti
con differenza percentuale tra eGFR e mGFR (10@GFR-mGFR]/mGFR)
entro il 15% e 30% del GFR reale. La formula digdi si mostra leggermente
superiore alle altre nella previsione di eGFR <18&b valore reale in una
maggiore percentuale di soggetti (52% vs 46% vs AZ%35% vs 45%,
rispettivamente Vir vs CG vs MDRD vs MCQ vs Tay)véce sia CG che MDRD
risultano superiori alle altre riuscendo a prevedirvalore di eGFR <30%
rispetto al reale, nel 80 e 89% dei pazienti,aipamente.

Utilizzando modelli matematici di regressione lireeanultipla e stato possibile
dedurre quota di produzione di creatinina indiaigu(CrPROD in mg/min),
determinata attraverso un modello matematico étaisu Cr-PROD: 0.89+0.31
mg/min (Cr-PROD: 1.04+0.28 e 0.67%.0.21 mg/minpeigsivamente nel sesso
maschile e nel sesso femminile). Attraverso I'aatli regressione lineare a
variabili multiple é stato possibile stimare CrPR@&sendo nota la LBM ovvero
le sole misure antropometriche con le seguentiifunz

1) Cr-prod = 0.9821 + 0.03842 * (Lean-app in Kg):25



Intercetta (£SE) 0.9821+0.04, coefficiente (xSE)r geean-app in Kg-25)
0.03842; p<0.0001. In altri termini, ad esempio,soggetto medio con 25 kg di
massa magra appendicolare dovrebbe produrre caniimdi creatinina pari a
circa 1.44 g/die.
2) Cr-PROD =-0.366115 + (0.28081 se maschio) 80@r5 * Circ-addome in
cm) + 0.042854 * Circ-braccio (in cm)

Sesso maschile: coefficiente(#SE) 0. 280811+0.040.@01; Circ-add:
coefficiente(+SE) -0.00275+0.002, p=0.05; Circ-lmiac coefficiente(+SE)

0.042854+0.008, p<0.0001.

Conclusioni

Il semplice dosaggio della creatininemia non e madg di individuare con
sufficiente accuratezza lo stadio funzionale CKDum ampissima quota della
popolazione. Questo studio conferma la grande hiliteae la scarsa accuratezza
delle principali formule per la stima del GFR, satfutto nei pazienti con iniziale
decurtazione della funzionale renale, obesita esosdesmminile. La recente
formula di Virga, non ancora validata in ampie sashe, ha mostrato una buona
accuratezza, paragonabile alla formula MDRD, anpbe GFR intorno alla
normalita e con buona performance per la prediziineGFR <15% di errore
rispetto al valore reale.

La valutazione attraverso misurazioni dirette deBM e la correzione del GFR
per questo dato hanno evidenziato una relaziongonslperiore rispetto ai
parametri surrogati di composizione corporea, cdeta, il peso, l'altezza. La
stima della quota di produzione della creatininaoésibile, sebbene i dati siano
ancora preliminari, attraverso semplici e ripetid@terminazioni antropometriche

dirette che non richiedono il ricorso a costoseaitdwe diagnostiche.
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Nonostante la popolazione esaminata sia esigipatdsi che I'incertezza nella

corretta definizione quantitativa della massa maggacui origina la creatinina di

ogni soggetto, sia il principale determinante té&s delle formule € stato

confermato in questo studio.

Sara necessario verificare con ulteriori studi’esplnsione del numero e della
complessita clinica dei soggetti studiati possaseatire I'elaborazione di un

modello matematico piu preciso ed affidabile perstema del GFR nelle fasi

iniziali delle nefropatie.

ABSTRACT

Background

Prevalence of chronic kidney diseases is increassngell as projections in terms
of prevalence, incidence and dedicated economiaadgdt. An accurate

determination of renal function is a central taokhe early diagnosis of the renal
damage and its progression, as well as in custagahiug regimens.

Further to morphological and functional modificatsoin a number of organs and
apparatus, the ageing process is associated vatprtigressive decline in renal
function. Determination of the glomerular filtratiorate (GFR) is the most
accurate test to disclose a renal dysfunction; kewedue to its complexity and
costs, this technique cannot be wused routinelyermational guidelines

recommend the use of formulae (mostly serum creatibased) for GFR

estimation (eGFR) and for stratification of thediavascular risk in patients with
Chronic Kidney Disease (CKD).

That “creatinine-based” eGFR formulae are not aeuin elderly people, in

females, malnurished, or obese, or sarcopenic-ghesents is well known. This



is due to the lack of sensibility of serum createnin the very initial reduction of
GFR, in the rough estimation of the lean body mbgsformulae in some
categories of individuals and eventually in theklat standardization of the assay
for serum creatinine. The interest in using of @get C as and endogenous

marker of GFR has much increased recently.

Aim
The present manuscript reports results from a s study and a cross-
sectional investigation.

Prospective studyin a cohort of elderly, healthy people the relaship between

renal function and modifications in body compositizvas evaluated. Renal
function was estimated by two endogenous markeesuifs creatinine and

Cystatin C) and applying more or less common foamdbr estimating GFR.

Cross-sectional studythe effect of body composition on the performamde

formulae in predicting the early decline of GFR ancohort of adults was
investigated. The implementation of the analysishwother parameters to

improve the performance was also investigated.

Subjects and Methods

Elderly (prospective study) and adult (cross-seetiostudy) people of both
genders have been enrolled after obtaining inforomtsent. Both studies were
approved by the Institutional Ethical Committeecliision and exclusion criteria
are shortly reported below. In all the followingteleninations were performed:

anthropometric measurements, body composition byal Denergy X-ray



Absorptiometry (DXA), bioimpedence, routine biochstry, serum Cystatin C
concentration (CyC).

Prospective studyElderly, healthy and non-istitutionalized subgeaif both

genders were recruited. Individuals with renal uial (serum creatinine >1.4
mg/dl in males, >1.2 mg/dl in females) were ruledt.oAnthropometric

measurements, body composition, nutritional engaing routine biochemistry
were performed yearly during a 5 yrs follow-up.isited GFR was determined
by 5 different formulae (Cockcroft-Gault, Virga, NRD, Taylor, Hoek), either

creatinine- or Cystatin C-based.

Cross-sectional studyCKD 1 and 2 adult patients of both genders werelked

consecutively. Serum creatinine had to be <2mgidinales and <1.8mg/dl in
females. All patients underwent GFR measurement KR)Gby the Iohexol

plasmatic clearance. Using the same formulae ofgl#GFR was also estimated.

Results

Prospective studydl females who at the beginning of the study w&r® + 2.4

yrs old, and had BMI 26.34 + 4.44 Kg/m? and 62 edl&2.5+ 2.29 yrs and BMI

27.01+ 3.39 Kg/ m2?) were followed-up. After 5 yi@idw-up, a decrease in the
lean body mass (total and appendicular) was obdeinveboth genders, but

particularly in males, without any modification thie nutritional state. At the end
of follow-up serum creatinine was reduced propodity reduced more than the
decrease of lean body mass (percent variationrofrsereatinine and lean mass
was -1.4% vs -0.5% per year, respectively).

On the contrary, Cystatin C increased in both gend¥ariations in serum

Cystatin C were independent from lean mass chaagdsage. Only the Hoek’s
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formula Cystatin C-basex at odds with the other formulae (alteatinine-
based, disclosed the physiological decrease of GFR taawith ageing.

Cross sectional studyt was carried out in a cohort of 83 subjects {@#hales).

Serum creatinine was on average (meanzSD) 1.19+0r@@dL,. (serum
creatinine 1.27+0.39 and 1.08+0.37 mg/dL, male f@mdale, respectively). BMI
was almost uniformly distributed among normal, exeght and obese (approx.
30% each). Measured GFR was 73.9425.9 ml/min/1>78mange 23-137.7
ml/min/1.73n%). The accuracy of different formulae, calculatgrtie prevalence
of subjects having a percent difference betweenRe@k mMGFR (100 x [eGFR-
MGFR]/mMGFR) in 15% of the true GFR, disclosed adgpeedictive value in
reference to the Virga (52% ). The accuracy of @@ MDRD formulae were
better than other for predicting eGFR <30% of tnedue (80 and 89%,
respectively), confirming previous reports.
By the use of mathematical models of multiple Imesgression it was possible to
estimate the individual creatinine production ré@@PROD in mg/min), which
was 0.89+0.31 mg/min (Cr-PROD: 1.04+0.28 and 0.624. mg/min, in male
and female gender, respectively).. In particularPROD was estimated
considering LBM, or anthropometric measurementsy asd variables by the
following equations:

1) Cr-prod = 0.9821 + 0.03842 * (Lean-app in Kg):25
Intercept (xSE) 0.9821+0.04, coefficient (+SE) flexan-app in Kg-25): 0.03842,
(p<0.0001). In other words, as an example, an normdividuals with an
appendicular lean mass of 25 Kg should produceroapdmg/min creatinine,
that is 1.44 g/24 hrs.
2) Cr-PROD =-0.366115 + (0.28081 if male) — (0.0®2 Circ-abdomen in cm)

+ 0.042854 * Circ-arm (in cm)
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Male gender: coefficient(xSE) 0.280811+0.04, (p€0D); Circ-abd:
coefficient(zSE) -0.00275+0.002, (p=0.05); Circ-armcoefficient(zSE)

0.042854+0.008, (p<0.0001).

Conclusions

Perspective study

During the aging process, serum creatinine looteslility to predict renal

function partly because of the lean body mass temtucThus, creatinine-based
eGFR formulae are less accurate in the elder, aayg lead to a paradoxical,
apparent increase in GFR. Lean mass reductiongean males, is associated
with a proportionally higher decrease in the sytitiaé and metabolical muscle
activity.

Our findings sugget that Cystatin C is particulareful in the evaluation of renal
function in elderly people because it is indepenaenage-related modifications
in body composition.

Cross sectional study

Serum creatinine alone is not capable to disclose sufficient accurate way the
early renal damage in CKD. The present study casfithe large variability and
low accuracy of the more frequently used formulae GFR estimation,
particularly in patients with initial reduction iGFR, in obesity and in the
feminine gender. The recently proposed Virga’'s faan although not yet
validated in large case populations, has shownaa gerformance in detecting
mild, initial reduction of GFR with an error <15% the true value of measured
GFR. The estimation of the creatinine productide seems to be possible by the
use of simple, and repeatable direct anthropometeasurements that do not

need any expensive diagnostic method.
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Albeit the relatively modest number of investigategbjects in both studies,
present data suggest that uncertainty in the dadmé and quali-quantitative
estimation of lean mass in adults (cross-sectiostady) and in elderlies
(perspective study), respectively, is the majosibig factor in the estimation of
GFR. The hypothesis raised by the Prospective stutlyexperimentally

confirmed, suggests that elderly-dedicated formidaesFR estimation needs to

be developed, similarly to those used in children.
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II. INTRODUZIONE

1 RICONOSCIMENTO DELLE MALATTIE RENALI

Nel corso degli ultimi anni si sono moltiplicatii gitudi relativi al progressivo
incremento dell'incidenza e della prevalenza neesPaccidentali dei pazienti
uremici che necessitano di un trattamento sostdutnale. E’ stato stimato che
entro il 2030 piu di 2 milioni di persone neglagtUniti avranno bisogno di un
trattamento dialitico o di un trapianto per insci#fnza renale in fase terminale
[1]. Attualmente, circa 19 milioni di adulti neditati Uniti sono nello stadio

iniziale della malattia [2], definito come o dimiiane del GFR al di sotto di 60
ml per minuto per 1,73 fdi superficie corporea o presenza di danno renale,

indipendentemente dalla causa, per 3 o piu mesi.()T[8].

Tab.l Stadi della malattia renale cronica (CKD), Previaka negli Stati uniti nel
2000, Indicazioni per il riconoscimento, la valai@ne e il trattamento stadio-
specifico della malattia

Stadio| Descrizione GFR Riconoscimento, Preval. Preval.
di (ml/min/ Valutazione e % n°® Casi
CKD 1,73m) Trattamento (milioni)
1 Danno renale | >90 Diagnosi e trattamento. 2,8 5,6
con funzione Trattamento delle
renale normale condizioni coesistenti.
o ridotta Rallentare la regressione.
Rischio CVD
2 Danno renale | 60-89 Stima della progressione 2,8 5,7
con lieve
riduzione del
GFR
3 Moderata 30-59 Valutazione e trattamento | 3,7 7.4
riduzione del complicanze
GFR
4 Severa 15-29 Rivolgersi ad un nefrologo |e0,1 0,30
riduzione del prendere in considerazione
GFR la terapia sostitutiva
5 Uremia (?) <15 Terapia Sostitutiva o 0,2 0,30
Trapianto
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Le previsioni per i prossimi 20 anni parlano quiddiun problema “epidemico”
con costi sociali e sanitari preoccupanti. Numersfirzi vengono rivolti,
pertanto, alla conoscenza dei meccanismi molecelatei fattori clinici della
progressione delle nefropatie croniche verso I'uaeml fattori di rischio di
nefropatia cronica includono un’eta superiore aia8@i, I'ipertensione arteriosa,
il diabete, le malattie cardiovascolari e la faaria per malattie renali. | fattori
comorbidi che si associano alla nefropatia, come geempio lipertensione,
I'anemia, la malnutrizione, I'iperparatiroidismoceadario, insorgono abbastanza
precocemente con la riduzione del filtrato glomarel[3] Una riduzione del
filtrato glomerulare (GFR) inferiore gia a 60 mlfifi.73nf & associato ad un
rischio di progressione della nefropatia e di mgrée cause cardiovascolari in
maniera inversamente proporzionale al grado dirbpettia” (Chronic Kidney
Disease - CKD stadio 1-5) [3,4]. E’ noto, inojtohe dopo i cinquanta anni, la
velocita di filtrazione glomerulare (GFR) subisae eaontinuo declino di circa 1
ml/min/anno nella popolazione sana. Nel corso dicure patologie con
coinvolgimento renale, quali il diabete per esempideclino del GFR e stimato
essere intorno a di 4-8 ml/min/anno o piu. L'impoa della definizione del
grado di insufficienza renale diviene ancora pnpartante nella popolazione
anziana , nella quale 'adeguamento della posoldegidarmaci (soprattutto quelli
nefrotossici o con ridotta finestra terapeutica)egessaria per un loro buon uso
nella pratica clinica. Inoltre, numerosi studi dstrano l'impatto negativo
dell'insufficienza renale acuta (Acute Kidney InjurAKI), da qualsiasi causa,
sulla mortalita nei soggetti anziani ospedalizzati.

Negli stadi iniziali di insufficienza renale croaici pazienti mostrano pochi e
sfumati segni e sintomi, per questo i test percleeaning e la diagnosi divengono

fondamentali in nefrologia.. Un test ideale doveebbssere in grado di

15



riconoscere anomalie abbastanza precocemente dartwa un pronto avvio del
trattamento terapeutico volto a risolvere il probéeo a prevenire la progressione
del danno renale. Una volta riconosciuta la maatthale e iniziata la terapia e
importante poter valutare la progressione del danlaorisposta al trattamento per
pianificare l'ulteriore strategia terapeutica

Un’accurata determinazione del GFR puo fornira uriformazioni nel follow-up
del decorso clinico della malattia. Infatti le d guida redatte dalla National
Kidney Foundation’s Kidney Disease and OutcomesliQuaiziative (K/DOQI)

hanno definito gli stadi delle malattie renali ddre proprio in base al GFR [3].

2 MISURAZIONE DEL FILTRATO GLOMERULARE

Il tasso di filtrazione glomerulare € tradizionahtee misurato come clearance
renale di una particolare sostanza, o marker, dafge. La clearance di una
sostanza e il rapporto fra la quota di sostanzaossa dal sangue e la sua
concentrazione media nel plasma nell'intervalléednpo preso in considerazione.
La clearance e espressa in moli o peso della ststzar il volume per il tempo.
Puo anche essere definita come il volume di plasiepurato di una certa
sostanza nell’'unita di tempo.

In determinate condizioni, la misura della concazibne di una sostanza sia nelle
urine che nel plasma permette di ottenere un atzwalore di GFR. Infatti se si
assume che una sostanza non sia sottoposta a nsetccah eliminazione
extrarenali, di riassorbimento o secrezione tuleylaillora il GFR puo essere
calcolato come:

GFR= UV/PT
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dove U e la concentrazione urinaria, V € il voludedle urine e P é la media della
concentrazione plasmatica nel tempo T di raccadtie dirine. Sfortunatamente la
secrezione tubulare, il riassorbimento di una daistanza o entrambi spesso
portano alla sovra- o sottostima del reale valofétthzione glomerulare.
In altri specifici casi la concentrazione plasmatioi una sostanza puO essere
completamente dipendente dalla clearance renal® el@rci una misura accurata
di GFR. Quando la quantita di sostanza aggiunfgdaama da fonti esogene e/o
endogene € costante e quando non ci sia elimmazgtrarenale, riassorbimento
e secrezione tubulare, il GFR e uguale all'invatstia concentrazione plasmatica
del marker moltiplicato per una costante:

GFR=k * 1/[X]
dove [X] € la concentrazione plasmatica media dedistanza in esame e k € la
costante di eliminazione.
Questa costante e la quantitd escreta con laZiiine glomerulare che in
condizioni di stabilitd deve uguagliare la quotgiagta al plasma. In altre parole
in queste condizioni UV/T e uguale ad una costé&hteosi che il GFR = C/P e

percio il GFR diviene inversamente proporzionake @-ig. 1)

Produzione Produzione
Esogena Endogena

| Volume di distribuzione |

!

Concentrazione Plasmatica Filtrazione
v\ Glomerulare

l Riassorbimento
; tubulare
Secrezione
Tubulare

A 4

Eliminazione Eliminazione Renale
Extra-Renale
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Figura 1. Meccanismi che influenzano le relazioni fra un aadore utilizzato per

la misurazione del GFR e il reale GFRuando la secrezione e il riassorbimento
di una sostanza sono nulli e la concentrazionentisa € costante, il GFR é
uguale al rapporto fra la quota eliminata dal rera concentrazione plasmatica.
Se inoltre la somma fra la produzione esogena ddgama € costante e uguale
alla quota di eliminazione extrarenale allora fi@hazione renale sara anch’essa
costante e inversamente proporzionale alla coreantre del marker nel plasma.

Da quanto detto possiamo delineare le carattdmstdi un marcatore ideale di
filtrazione glomerulare. Schematicamente esse sono:

1) produzione costante; 2) innocuo; 3) comodo @ldada somministrare; 4)

rapidamente diffusibile nello spazio extracelluja® non legato a proteine e
liberamente filtrato; 6) non sottoposto a riassodnto e secrezione tubulare; 7)
non eliminato per via extrarenale o degradato; e8)misurazioni accurate e
riproducibili; 9) non interferisce con altri companti; 10) economico; 11) non

influenzi il filtrato glomerulare.

Il marker ideale di filtrazione glomerulare devecara essere identificato. In ogni
caso il gold standard dovrebbe rispettare le aarstiche sopra elencate ed i
metodi utilizzati attualmente dovrebbero confrosit@on esso. Questi ultimi non
sono mai fedeli a tutti i principi percio la seetti uno rispetto all’altro é di solito

frutto di un compromesso fra accuratezza e pratiditoltre ogni scelta deve
prendere in considerazione la situazione clinicereare di ottenere il massimo

numero di informazioni al minimo costo.

2.1 MARCATORI ENDOGENI DI GFR

CREATININA SIERICA
La Creatinina € un prodotto metabolico della create della fosfocreatina,

derivanti entrambi dal compartimento muscolare.chiesegue che la creatinina é
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direttamente correlata alla massa muscolare e obesce scarse variazioni
giornaliere [5]. Nonostante cio la sua produzion® pnodificarsi nel tempo se
consideriamo periodi piu lunghi nei quali si vesifino importanti cambiamenti
nella composizione corporea [6]. La variabilitédiegica intra e interindividuale
di tale parametro rende difficile la sua interpreiae (Tabella Il). Differenze
sono associate al genere, al sesso, all’'eta eawmitesse attribuibili alla diversa
massa muscolare [7]. Anche I'apporto dietetico @ fonte di variabilita; la
creatina derivata dalla carne ingerita € conventitareatinina e puo determinare
aumenti anche fino al 30 per cento della totalerezsone di essa. [8]. La
conversione della creatina in creatinina avviene @ cottura e visto che la
creatinina viene rapidamente assorbita dal tradgirgintestinale, I'ingestione di

carne cotta puo determinare un rapido incrementeude valori plasmatici. [9].

Tabella IlI. Fattori che influenzano la concentrazione di craata. Gli effetti
sono dovuti alla variazione nella massa muscoldre condiziona la produzione
di creatinina.

Fattori Effetti sulla Creatinina Sierica
Eta Riduzione
Sesso femminile Riduzione
Razza o etnia

¢ Nera Aumento

» Caucasica Riduzione

. Asiatica Riduzione
Struttura Corporea

¢ Muscolare Aumento

e Amputazione Riduzione

e Obesita Nessun cambiamento
Malattie Croniche

* Malnutrizione,Inflammazione Riduzione

» Malattie neuromuscolari Riduzione
Alimentazione

e Dieta vegetariana Riduzione

« Ingestione di carne cotta Aumento

La creatinina € una sostanza a basso peso maked@ts3 D), non si lega alle

proteine plasmatiche ed e liberamente filtrata glameruli renali. E’ stato
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dimostrato esservi anche una modesta, ma non tedsley) quota di secrezione da
parte del tubulo renale. L’entita di tale fenomesaoia nel tempo e fra i diversi
individui ed € inoltre un processo saturabile b&iocda alcuni farmaci come la
Cimetidina, il Trimethoprim, Pyrimethamina e DapsoDi particolare rilievo é
anche il fatto che la proporzione di creatininaretsc dovuta alla secrezione
tubulare aumenta con la riduzione della funzioneale [10]; ci0 ha importanti
implicazioni cliniche poiché il GFR puo diminuireuprapidamente rispetto alla
variazione della creatinina sierica e della cleagastella creatinina che potrebbero
percio sovrastimare tale parametro. E’ stato osgergsservi anche una piccola
quota di eliminazione extrarenale che compare pssiblivelli di GFR, e pare
essere legata alla degradazione della creatininpadea dei batteri intestinali e
quindi essere influenzata dall’'uso di antibiotiti].

Vi sono diverse metodiche di misurazione della tmes [12], quello piu
utilizzato e il metodo di Jaffé [13] che ha sub#iaccessive modifiche: questo
metodo prevede il legame della creatinina con igpialcalini e il dosaggio di
essa con metodi colorimetrici. Esiste pero un étevaimero di sostanze che
possono interferire con la misurazione della cné@di glucosio, fruttosio,
piruvato, acetoacetato, acido urico, acido ascorbioilirubina e proteine
plasmatiche possono fornire infatti falsi valori aeatininemia poiché vengono
erroneamente misurati come cromogeni [14]. Valasdd o normali di tali
sostanze solitamente non interferiscono con le rnmasoni in maniera
significativa, ma in condizioni patologiche in atisia un eccesso di tali composti
si puo avere un importante interferenza; questoesiee ad esempio nei pazienti
diabetici in chetoacidosi 0 nei soggetti trattatinccefalosporine o ancora
nell'ittero [14,15]. E’ stato pero osservato cheahtributo di tali cromogeni non-

creatinina € molto maggiore nei soggetti con norwedbri di creatinina rispetto a
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quelli con insufficienza renale ormai avanzata [T&yerse modifiche sono state
introdotte nell’originale metodica di Jaffe per tiovere le interferenze di queste
sostanze [17] come, ad esempio, la deproteinizaazitutilizzo di resine , la
misurazione della positivita dei cromogeni primad@po la distruzione della
creatinina da parte di batteri e la tecnica deaitA causa della grande variabilita
fra i limiti superiori dei valori di creatininemiaportati dai diversi laboratori si &
giunti, dopo progressive maodifiche dell’originaleetodica, ad una nuova tecnica
che utilizza ancora la reazione di Jaffe, ma sepanaite particolari accorgimenti
la creatinina dai cromogeni non-creatinina e impeglialmeno in parte le normali
interferenze generate da essi [18]. Il National e Education Program ha
iniziato un programma di standardizzazione delleatnina con lo scopo di
minimizzare le differenze sistematiche fra i vaabdratori, utilizzando una
creatinina standard di riferimento misurata al diai Institute for Standards and
Technology (NIST) [11]

La creatinina sierica € probabilmente il metodondsurazione del GFR piu
ampiamente usato e questo € dovuto principalmdiat@raticita e al basso costo.
Sfortunatamente pero tale parametro € poco semsilnithe qualora vi siano
sostanziali riduzioni del GFR. E’ stato infatti esgato che & necessario che vi sia
una riduzione del 50% del filtrato glomerulare @a¢fé i valori di creatininemia
comincino ad innalzarsi [19]. Questa soglia, chiéirgende spesso una prognosi
negativa di mancata reversibilita, sacrifica sioweate la possibilita di
informazioni piu fini di variabilita fisiologica dia filtrazione renale nelle varie
condizioni di vita, quali per esempio: l'invecchiamo fisiologico; le diverse
condizioni di circolo durante lo sforzo fisico mimsale o l'allettamento; il
sovraccarico funzionale per il metabolismo renalesaktanze esogene come i

farmaci e cosi via. Ad esempio in un uomo di 50i #aumento della creatinina
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da 1mg/dl a 2mg/dl riflette una riduzione del &liv glomerulare di circa 46
mil/min/1,73nf, invece un successivo aumento da 2mg/ml a 3mgflette un
declino di 14 ml/min/1,73fm E’ proprio nella nefropatia incipiente che la
creatinina sierica diviene un tipo di misura inaygsrato [20].

Oltre a questo, la corretta interpretazione detkatinina sierica nella pratica
clinica e resa problematica dal fatto che dovreddsere considerata in relazione
alla massa muscolare la quale pero varia a seadeltlata, del sesso ed in un
stesso individuo puo subire importanti riduzionibrevi periodi in particolari
condizioni cliniche [21]. Ad esempio nei paziemtgiantati spesso é difficile che
tale valore sia attendibile poiché sono sottopasterapia steroidea la quale e
responsabile di un netto declino della componeniscwiare [22]. Oltre a questo,
€ necessario sempre ricordare, da una parte, cheorfigponente secretiva
nell’escrezione urinaria della creatinina aumema it declino della funzionalita
renale, dall’'altra, che possono esservi interfezeda farmaci o altre molecole

nella misurazione analitica.

CLEARANCE della CREATININA

La misurazione della clearance della creatininangé&e di ovviare ad alcuni dei
problemi relativi alla misurazione della creatinplasmatica come ad esempio le
differenze nel tasso di produzione dovute alla i@emassa muscolare e la
porzione di eliminazione extrarenale. Nonostantestiu I'attendibilta di tale
misura € comunque notevolmente ridotta a causadcdna variabili che non
possono essere definite con precisione.

Una di queste variabili € la secrezione della anewt che inevitabilmente ci
fornisce una sovrastima. E’ stato pero osservatdale errore e ridotto qualora le

concentrazioni sieriche ed urinarie di creatinirens entrambe misurate con il
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metodo di Jaffe [23]. Infatti mentre nel plasmaastituenti cromogeni non
creatinina posso rendere ragione di valori falsaenestevati di creatininemia,
nelle urine questo non avviene perché questi cotnpos creano interferenze. Di
conseguenza, per quanto appena detto, con talganigne otterremo valori di
clearance falsamente bassi. Alcuni studi hanno slirato che questo errore tende
ad equilibrare quello dovuto alla secrezione def@atinina e che il risultato
finale pare essere piu vicino al reale valore dRGE3,24]. E' doveroso pero
osservare che i due errori sono indipendenti elal@mma di essi puo anche
generare un errore di grandezza maggiore.

Un altro fattore che puo contribuire all'imprecise di tale misurazione é il
prolungato stoccaggio delle urine che puo pertertemisurazione dei livelli di
creatininemia. Le alte temperature e il basso plt deine accrescono infatti la
conversione della creatina in creatinina. E’ stattatti dimostrato che la
conservazione delle urine in condizioni non appedpr per piu di 24 ore
determina un aumento del 20% dei livelli di creiatinnelle urine [25].

La secrezione tubulare della creatinina essendgettag ad ampia variabilita
individuale e interindividuale non consente I'w#lo di un fattore di correzione
costante; inoltre essa aumenta con il diminuireladdunzionalita renale
rendendola percio inappropriata nel determinarecametto valore di GFR in
pazienti con malattia renale [26].

Infine come per tutte le misure di clearance riendrproblema della completa
raccolta delle urine che risulta difficile per matche accresce I'imprecisione del
valore di questo parametro, come gia detto in gleceza. Inoltre nel calcolo di
tale misura e necessario considerare un valoreaniedi livelli di creatininemia
all'inizio e alla fine dell’esame per ottenere wrretto valore di clearance; nella

pratica clinica questo non viene fatto perche @fBda ad un valore istantaneo
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derivante da un singolo prelievo plasmatici, madacentrazione di creatinina
puo in realta variare nelle 24 ore soprattutto aasa della dieta e dell'attivita
fisica [27]. Il tasso di variazione giornaliera deielli di creatinina € infatti

approssimativamente dell’ 8% [28].

CISTATINA C

La Cistatina C e una proteina basica a basso pe$ecatare (13kD) a singola
catena aminoacidica la cui sequenza e stata detgarall’inizio degli anni 80.
In seguito la cistatina C e stata identificata quilibitore delle proteasi della
cisteina per la sua somiglianza con la cistatinapddo con la quale presenta
analogia per il 44% della sua sequenza. [29-33]

Negli ultimi 20 anni sono state identificate almelib forme umane di inibitori

delle proteasi della cisteina .

La sola cistatina C sembra essere prodotta da leittellule umane nucleate.
Studi di immunochimica e di Northern blot su tessumani e su linee cellulari
hanno dimostrato come la cistatina C o il suo mR§& presente in tutte le
cellule studiate [34]. La determinazione della ttma del gene umano della
cistatina C e del suo promotore hanno evidenziatoecil gene sia umouse
keeping genecio ad indicare una produzione costante da hrtette le cellule
nucleate [34]. La presenza di una sequenza ledd#obica nella pre-cistatina C
indica che la proteina viene normalmente secredaBE Studi clinici sui livelli
sierici di cistatina C su larghe coorti di paziemin hanno dimostrato correlazioni
tra i livelli sierici e alcuna condizione fisiop&tgica ad esclusione di quelle che
coinvolgono il filtrato glomerulare, cido ad indieauna secrezione costante da
parte della maggioranza di tutti i tessuti umami, §8].
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Alcuni fattori risultano in grado di alterare laogiuzione di cistatina C tra cui
elevate dosi di glucocorticoidi che ne aumentersblda secrezione [37] ma,
sembra che piccole e medie dosi non la modifictdi@8p[La disfunzione tiroidea
anche lieve interferisce con il livello della cist@mia: i livelli di cistatina C sono
piu bassi nell'ipotiroidismo e piu alti nell'ipertidismo se confrontati con lo

stato eutiroideo [38].

Piccole proteine a basso peso molecolare sone gtaposte quali marcatori di
filtrato glomerulare per la loro capacita di essbiteate attraverso la normale
membrana glomerulare; in un rene normofunzionantestg piccole proteine
vengono pero completamente riassorbite e degradigte cellule del tubulo
prossimale. Al contrario, studi sulla cistatina @ana hanno dimostrato che la
clearance renale plasmatica della cistatina C @4%o della clearance renale
calcolata tramite la clearance dell@'EDTA e che la cistatina C & liberamente
filtrata dal glomerulo. Circa il 99% della cistairC filtrata € degradata nelle
cellule tubulari. Studi di immunoistochimica e Nwgtn Blot su reni umani hanno
confermato la normale degradazione della cistainamana dalle cellule del
tubulo prossimale dopo il suo passaggio attraviersoembrana glomerulare. Per
queste sue proprieta la cistatina C sembra avewmialantaggi rispetto alla
creatininemia e secondo alcuni autori € indiperaldatla massa muscolare, sesso
ed eta. [40-41]. Date queste caratteristiche di graaluzione ubiquitaria, la

cistatina C viene considerata un marker idealdtcaZione glomerulare

La cistatina C e stata quindi proposta come mareato GFR potenzialmente
superiore alla creatininemia perché la sua prodwzioon sarebbe influenzata
dall’'eta [42], sesso [43] e composizione corpored.[Una metanalisi di 46 studi

trasversali, comprensivi di adulti e bambini, sutgge la superiorita della
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cistatina C rispetto alla creatinina plasmaticaakel formule basate su creatinina
ed altri predittori di massa muscolare (eta, sepssp, altezza) nella stima del
GFR [36]. Anche in soggetti diabetici (sia di tiffoche di tipo 2) la cistatina C
viene considerata, in aggiunta alla microalbumenyuin marker precoce di danno
renale [45] e risulta essere in longitudinale ,niglior predittore della riduzione

di GFR rispetto alle gia citate formule. [46].

Recenti studi longitudinali [47] hanno inoltre estziato come elevati valori di
cistatina C, creatinina e bassi valori di filtragiomerulare al basale, siano
associati ad una aumentato rischio di insufficierex@ale e morte per malattie
cardiovascolari: I'associazione con la cistatinas€nbra essere la piu forte,
confermata da un importante studio su 4637 anziawe la sola cistatina C
risultava essere un forte predittore del rischiondrte per causa cardiovascolare,

migliore della creatinina [47].

2.2 MARCATORI ESOGENI DI GFR

INULINA

L’inulina & considerata il gold standard fra i natari esogeni di GFR, a causa
pero della scarsa disponibilta e dei costi eleVatio utilizzo e stato abbandonato
nella pratica clinica.

L’inulina € un polimero del fruttosio, € inerte emé legata alle proteine
plasmatiche; si distribuisce nei liquidi extrackhy e liberamente filtrata dai

glomeruli e non e né riassorbita né secreta dailitwubnali [48]. Viene dosata

nelle urine e nel plasma con diversi saggi colotiimie che risultano pero molto

dispendiosi in ordine di tempo e percido sono swstituiti dall’'uso di

autoanalizzatori. Il glucosio puo interferire coali tdosaggi percio bisogna
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prestare particolare attenzione o ricorrere a deteti accorgimenti qualora i
pazienti mostrino elevati livelli glicemici, soptatto quando questi subiscano
importanti variazioni durante I'esecuzione del tishisurazione del GFR.

Il metodo della clearance renale dell'inulina pesumare il GFR fu sviluppato da
Homer Smith nel 1951 [49]. Negli anni numerosi roaori hanno adottato tale
tecnica che e stata modificata solo in minima pdseneralmente le misurazioni
vengono fatte in condizioni standard . | pazienti studiati la mattina dopo una
notte di digiuno. Una quantita di acqua compreaalfd e 15 ml per kg di peso
corporeo viene somministrata per via orale primHinkeisione dell'inulina e
durante lo svolgimento del test per mantenere ussél urinario costante di
almeno 4 ml/min. Viene poi somministrata una daggattenza di inulina seguita
da un’infusione continua per mantenerne i livelagmatici costanti. Una volta
raggiunta una condizione di stabilitd, vengono etegliverse raccolte urinarie a
precisi intervalli di tempo (circa ogni 30 min);rp@umentare la puntualita di tali
raccolte sarebbe quindi auspicabile la cateterianaz Contemporaneamente
vengono eseguiti prelievi plasmatici seriati pdutexe i livelli di inulinemia.

La Clearance dell'inulina viene cosi calcolata ldalli plasmatici (valore medio
nellintervallo di tempo), dalla concentrazionenaiia e dal flusso urinario

La misurazione della clearance renale presenta p@mterosi inconvenienti. La
cateterizzazione della vescica, ad esempio, € iasacad alcuni rischi e non e
accettata da tutti i pazienti. Tuttavia la cleamnuisurata senza ricorrere a tale
procedura risulta spesso imprecisa a causa dilplogserdite spontanee e di
incompleto svuotamento, ad esempio in pazienti pastatismo 0 con vescica
neurologica. Elevati volumi urinari probabilmeniatano a ridurre gli effetti del
ristagno urinario, ma l'introito idrico eccessivo centinuo risulta comunque

problematico e sconfortevole per il paziente. O#trquesto deve essere inserita
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anche una cannula endovenosa alimentata ad inausmstante, che contribuisce
ad arrecare disagio al paziente. Percido, nonostkntesua accuratezza, tale
metodica e eccessivamente sconveniente ed indaginos

Per ovviare al problema della raccolta urinarisslio nel 1965 propose una
tecnica di clearance plasmatica dell'inulina dimarstlo la possibilita di valutare
la clearance di sostanze ad escrezione renale se b loro decadimento
plasmatico secondo un modello bicompartimental@gporto tra la dose iniettata
e l'area complessiva della concentrazione plasmaliglla sostanza nel tempo
dava la misura della velocita di filtrazione glomare [50]. Tale metodica puo
essere attuata sia mediante un’ infusione contsianediante I'iniezione di un

singolo bolo di inulina. Con il primo metodo seraie I'infusione continua, sia
il volume di distribuzione che i livelli plasmatidi inulina sono costanti, il tasso
di infusione deve eguagliare quello di eliminazioha clearance dell’inulina

diviene quindi il rapporto fra il tasso di velocidainfusione e la concentrazione
plasmatica. Sono stati osservati alti livelli dirredazione fra questa tecnica e
quella della clearance urinaria [51]. E vero pené@ mantenere tassi costanti di
infusione risulta problematico e questa tecnicaneiguindi poco utilizzata. La

tecnica del singolo bolo di inulina verra discupgaavanti.

Da quanto detto appare chiaro che numerosi probliemtano I'uso di questa

sostanza come marker di GFR e da questo e dipgsmahdono del suo utilizzo.

CLEARANCE PLASMATICA DI MARCATORI ESOGENI

Markers radioisotopici, mezzi di contrasto radiolcige modelli matematici

Per la misurazione della clearance plasmatica aleégmossono essere utilizzate

alcune sostanze legate a marcatori radioattivi alternativa mezzi di contrasto
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inerti. La stima del GFR mediante la clearance rmplica eseguita con
I'iniezione di un bolo intravenoso di una sostagzanolto comoda ed e quindi
stata utilizzata molto piu spesso della clearaeeale con l'infusione continua.
Anche la tecnica della clearance renale usandasimg@la iniezione in un bolo é
molto complessa e diviene quindi spesso impratieabi

I modelli matematici utilizzati per descrivere la@rance plasmatica si basano sul
fatto che il volume di distribuzione e I'escreziammale siano costanti nel tempo
e che non vi sia eliminazione extrarenale.

Nel campo della farmacocinetica sono utilizzatietdsi modelli matematici per
descrivere la distribuzione di una sostanza ngdlarsmo e la sua eliminazione.
Per seguire la variazione della concentrazionenm@éisa di una sostanza dopo
I'iniezione intravascolare in bolo, I'organismo mediviso in vari compartimenti
e il fenomeno puo essere quindi descritto mediarddelli matematici mono-, bi-
o tri-compartimentali [52, 53].

Immediatamente dopo [l'iniezione intravenosa di ualobdi sostanza la
concentrazione plasmatica rapidamente sale raggugdoy un picco di
concentrazione; ad esso fa seguito una caduta espaie della concentrazione
che é dovuta principalmente a due fenomeni:1) zidue, perche la sostanza si
distribuisce nel plasma circolante 2) diffusioné caanpartimento extravascolare.
E’ noto infatti che I'acqua costituisce il 60% deso corporeo e che 2/3 sono
intracellulari e 1/3 extracellulari , di questo qmemtimento fanno parte i liquidi
interstiziali e intravascolari che ne rappresentasyettivamente i % e ¥4. Durante
la diffusione delle sostanze dal plasma allo spazxtravascolare, c’€ un
concomitante spostamento di acqua e molecole neosepposto cosi che
lentamente viene raggiunto I'equilibrio. All' eqilniio c’@ una concentrazione

simile di mezzo di contrasto nel compartimento vése ed extravascolare .
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Inoltre sebbene la sostanza venga continuamentgnatia attraverso i reni e
percio la sua concentrazione plasmatica scendagrogoraneamente c’'e una
netta diffusione di molecole dal compartimento axascolare a quello vascolare.
Un completo equilibrio € di solito raggiunto in 2 e la funzione renale e
normale, altrimenti possono essere necessariatB @

La curva di scomparsa di una sostanza nel plasmaepsere quindi descritta
mediante 3 modelli matematici a seconda di quamtigartimenti di distribuzione
si vanno a considerare (Fig. 2).

Modello monocompartimentale

In questo modello, ideato da T. Brochner-Mortengetj, il plasma e descritto
come un compartimento in cui la sostanza si € gifoumemente distribuita alla
fine dell'iniezione del bolo. La concentrazione rieamente uniforme della
sostanza viene indicata con il valore di | mg/mhletempo t (minuti dopo
l'infusione della sostanza) la concentrazione delrkar nel compartimento
plasmatico & descritta come Ccomp=el™" dove b & il tasso di eliminazione
costante della sostanza. L'integrale quindi di talezione {/bl rappresenta I
area sotto la curva (AUC) e descrive la velocitdfilttazione glomerulare.
Questo sistema € un modello semplificato in cuassume che il plasma non
abbia comunicazione con gli altri spazi extravaatoE pero evidente che 'AUC
ottenuto € molto minore dell’area sotto la curvdladeoncentrazione reale e
percio si avra una sovrastima della clearance o &dfRRattutto nei soggetti con
iperfiltrazione glomerulare.

Modello bicompartimentale

In questo modello si assume che immediatamente topzione della sostanza
essa si distribuisca in un compartimento centrplasma) e in uno periferico

(spazio extravascolare). La rapida discesa delteartrazione dopo il picco e
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quindi dovuta sia al passaggio di sostanza nel eoinpento extravascolare sia
alla filtrazione glomerulare, fino a che viene ragpgo un equilibrio. In questo
modello la curva e descritta dalla somma di duezitum esponenziali con
differenti tassi di eliminazione. La concentraziated marker quindi al tempo t
sara C(t)=4 e ™"+ I, e®® Questo modello pili complesso tiene perd contbenc
della prima porzione della curva che ci da inforroazimportanti per la precisa
valutazione del filtrato glomerulare.

Modello tricompartimentale:

In questo modello si tiene conto non solo della woicazione fra lo spazio
intravascolare e interstiziale, ma anche fra lo z&paextracellulare e i
compartimenti remoti (es. intracellulare, spazio falmeachidiano). La
concentrazione del marker al tempo t € quindi diiga somma di 3 funzioni

bl

esponenziali (C(t)=le ¥+ I, e®? + I3 %),

! !

v v | v “ly @

> _ e _
| di Plasma Spazio | " Spazio Spazio
Volume di Extracellulare Plasma extracellulare remoto

distribuzione

v v v
Eliminazione Eliminazione Eliminazione
1-Modello 2-Modello 3-Modello
Monocompartimentale Bicompartimentale Tricompartimentale

Figura 2. Confronto dei modelli matematici per descriverelava di scomparsa
di una sostanza iniettata nel sangddl primo modello si assume che il plasma
non sia in comunicazione con gli altri compartimeNel secondo si osserva la
comunicazione con uno spazio extravascolare eensb tton un ulteriore spazio
remoto. E’ da sottolineare come la velocita di pggso delle molecole dal

31



plasma allo spazio extravascolare e viceversaisantita diversa da quella del
passaggio da quest’'ultimo allo spazio remoto, eksgunesta molto inferiore

IOEXOLO

Allo scopo di evitare l'utilizzo di composti radib@i sono state sviluppate delle
tecniche capaci di rilevare con precisione anclssibavelli di composti iodati
nelle urine. Questo ha cosi permesso I'utilizzoadenti contrastografici non
radiomarcati, i quali pur essendo inerti sono tricch iodio. | mezzi
contrastografici utilizzati sono a basso peso nale (da 600 a 1600 D), non si
legano alle proteine plasmatiche e vengono elimpratcipalmente attraverso la
filtrazione glomerulare. Il dosaggio mediante latio di HPLC pu0 essere
eseguito per misurare i livelli di lotalamato sadedi loexolo [55]. La sensibilita
di tale metodica permette di usare una quantitdarmssa di questi marker che
possono anche essere somministrati per via so#ioeat L'HPLC €& perd una
metodica molto costosa, richiede molto tempo edrégmlarmente laboriosa. Per
guesto e stata proposta una nuova tecnica chezatila fluorescenza a raggi X
per rilevare anche basse concentrazioni di comjpuditi € che é stata applicata
nella valutazione della clearance dello loexolo.

L'utilizzo dello loexolo (p.m. 821 D) per misuraik GFR si va estendendo,
probabilmente a causa della bassa incidenza dtiedfeversi che e attribuibile
alla bassa osmolarita e alle caratteristiche noitl@ della molecola. Lo iohexolo
e eliminato esclusivamente dal rene [56-58] inail@ o 24h . La clearance
extrarenale dello ioexolo non supera i 2 ml/min A¢f3 nf. La clearance
plasmatica dello ioexolo € comparabile a quell®erntta con altri marker
radioattivi e con l'inulina [59, 60]. Il gruppo dremuzzi dell’Istituto “Mario

Negri” di Bergamo, ha infatti dimostrato I'approgezza dello ioexolo come
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marker di GFR confrontandolo sia con l'inulina cdwa I'EDTA lotalamato [61].
Una dose maggiore di 30 ml di ioexolo € necess&riiacampioni vengono dosati
con la tecnica a radiofluorescenza, anche se la dese ridotta nei pazienti con
funzionalita renale compromessa. Una dose anckhaong a 5 ml é sufficiente se
sono utilizzati saggi piu sensibili come I'HPLC. €3ta tecnica appare
estremamente sicura e priva di rischi, essendod®olo un mezzo di contrasto
non ionicq tanto che anche nei pazienti diabetici ad altohits con marcata
riduzione della funzionalita renale, la nefrotogaiai queste sostanze e stata
osservata solo per dosi superiori a quelle normatenetilizzate nella valutazione
del GFR. Anche l'incidenza di effetti avversi ex@nali derivanti da dosi piu
elevate di mezzi di contrasto non ionici usatlenpfocedure radiologiche & bassa
. Bisogna pero sottolineare come tutte queste didte che prevedono la
somministrazione di agenti radiomarcati 0 meno sassociati ad un rischio di
reazioni allergiche in risposta all'infusione. Natante tale rischio sia molto
basso, nessuna di queste sostanze va sommingtsaggetti allergici a composti

jodati.

3 NORMALIZZAZIONE DEL GER

3.1- Body Surface Area (BSA)

La misurazione del GFR solitamente si adatta meglianonitoraggio della
progressione della malattia rispetto al riconoscitbee alla diagnosi per due
principali ragioni: la prima € il costo e la comgdé@a di tali procedure, il secondo
e che l'ampissima variabilta fisiologica dei valdr GFR nella popolazione sana

rende difficile stabilire quale sia il range di n@lita nel singolo paziente.
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Un gran numero di ricercatori ha cercato di normzaie il GFR in una
popolazione che non avesse una malattia renale Petaliversi anni la superficie
corporea € stata utilizzata come parametro di niieraaione del GFR. Di solito
infatti il GFR € espresso in relazione alla supefcorporea (Body Surface Area,
BSA). E’ stato pero osservato che l'adozione da dormula matematica di
regressione consente una indicizzazione piu auwtal GFR rispetto alla
superficie corporea [62]. Il razionale del proceéito di normalizzazione per
BSA sta nel fatto che il peso dei reni ed il meteinoo basale sono proporzionali
alla superficie corporea negli individui normali differente eta e stazza [63]. In
generale, per calcolare la superficie corporeaicgirne alla nota formula di
Dubois and Dubois che utilizza l'altezza e il pg&4]. Pero tale formula risulta
poco accurata sia nella fasce estreme di eta gelmlazione cosi come nei

soggetti obesi.

3.2- Alternative alla BSA: ECV, LBM

E’ stato quindi proposto di utilizzare il volumeldeuido extracellulare per
normalizzare il GFR [65] poiché, come gia descyritéofunzione del rene mira al
mantenimento dell’'omeostasi dei liquidi corporea hormalizzazione del GFR
per questo ultimo parametro, pero, produce risultablto simili a quella
effettuata secondo BSA, dal momento che il voludekliquido extracellulare
(ECV) ed il volume plasmatico sono strettamenteretati alla superficie
corporea, cosi come le dimensioni dei reni e danglruli .

Il volume plasmatico e quello extracellulare, oktfee il tasso metabolico basale,
poOSsSoONo essere piu accuratamente predetti misudandoota di massa magra

piuttosto che la sola superficie corporea [66]. Rée motivo diversi Autori
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ipotizzano che la massa magra (Lean Body Mass, LBBlrebbe essere
teoricamente un miglior indicatore per normalizz&®FR nell'adulto. Tuttavia
fino a quando questo non sara indiscutibilmenteodinato, il semplice calcolo
della BSA restera, senza dubbio, il piu convenien&todo di standardizzazione
del GFR.

Nonostante la variabilita del GFR nel soggetto rederpossa essere, in parte,
compensata con l'indicizzazione per BSA, non si prascurare l'effetto di
diversi fattori che contribuiscono a questa vati@biE’' noto il declino del GFR
con l'etd, ma cio avviene con diversa rapiditacamdizioni cliniche differenti.
Inoltre, fisiologicamente, I'apporto dietetico digpeine animali, I'apporto salino,
I'introito idrico, la postura e le normali variaziogiornaliere possono influenzare
la determinazione del GFR nei diversi individui [67Nelle donne la fase del
ciclo mestruale puo essere un fattore aggiuntiwadabilita fisiologica [68].

Il concetto della riserva funzionale renale fuadkptto per dimostrare un GFR piu
elevato dopo un carico orale di proteine [69]. Quesha creato una certa
confusione fra il concetto di aumentata funzion®vula ai cambiamenti
strutturali dopo una riduzione nella massa reralen aumento in acuto di GFR
di natura funzionale (ad es. dopo un carico pro)eiertanto, al fine di ridurre la
variabilita fisiologica fra i diversi individui, auni Autori hanno proposto che la
misurazione fosse fatta dopo una manovra acutanassimizzasse il GFR. Ad
esempio utilizzando il carico proteico si potreblorirre la variazione del GFR
legato alle fluttuazioni fisiologiche. La scarsdai dati che dimostrino il sicuro
vantaggio di queste manovre e 'ulteriore complicae e costo della misurazione

del GFR rende di fatto non proponibile tali accorgnti.
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4FORMULE PER LA STIMA DEL GFR

La necessita della raccolta urinaria rimane il g@pale limite della misurazione
della clearance della creatinina. Cosi diverse @gstgosono state fatte riguardo a
formule matematiche che potessero trasformare oceggere il valore della
creatininemia in modo che si avvicinasse il pitugiuie al reale valore del GFR.

In condizioni ideali il GFR dovrebbe essere ugualénverso della creatinina
moltiplicato per un tasso costante di escrezioria @eeatinina (GFR = 1/Cr*k),
cosi che la variazione dell'inverso della crea@ndovrebbe essere direttamente
proporzionale ai cambiamenti del GFR. In ogni caseambiamenti nella
produzione, nel tasso di eliminazione extrarenalella secrezione tubulare della
creatinina possono rendere impreciso il valore€ide#rso della creatinina.

Il limite dell'utilizzo del valore di creatininemiaelle varie formule di stima del
GFR e dovuta alla variabilita nel tasso di prodoeidra i diversi pazienti e nel
paziente stesso. Le variazioni della creatininautdall’'eta e al sesso e, a loro
volta correlate alla diversa componente muscola@jo state misurate e
incorporate nelle formule come fattore di correeion

La formula piu utilizzata € quella di Cockcroft aGault [70] la quale riduce la
variabilita nei valori di stima del GFR mediante taeatininemia in una
popolazione di uomini e donne di differenti clas$i eta. Bisogna pero
sottolineare il fatto che tale formula non tienentco della differenza nella
produzione della creatinina in individui della si@seta e dello stesso sesso o
anche nello stesso individuo nel tempo [70, 72]e€pa formula sistematicamente
sovrastima il GFR in individui che sono obesi orad®si [72]. Inoltre non tiene
conto dell’eliminazione extrarenale, della compdeersecretiva o della

inaccuratezza nella misurazione di laboratorioadeteatinina. In ogni caso per la
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sua semplicita e per la disponibilita dei parameichiesti rimane ancora
ampiamente usata e permette di ovviare alla raccdte urine delle 24h per il
calcolo della clearance.

I GFR non e mai stato misurato con maggiore ademra in una ampia
popolazione come nel Modification of Diet in ReDasease Study (MDRD) [73].

| ricercatori partendo dalla misurazione del GER cadioisotopi hanno derivato
una formula di stima del GFR che si avvale di séchplariabili cliniche e
laboratoristiche. Essi hanno studiato soggetti saridamente selezionati dalla
popolazione e poi hanno testato la formula sui meméi soggetti. Una di queste
formule si avvale solo di valori laboratoristicime creatinina, urea, albumina e
caratteristiche dei pazienti quali sesso, eta,a&zze in grado di predire il 90.3%
della variabilita del GFR misurato cdffl-lotalamato. Una formula semplificata
(4 variabili) e stata derivata ed utilizza esclasiente il valore della creatinina,
I'eta, la razza e il sesso e mostra una buona learo@me con il GFR misurato.
Levey e coll. [74] hanno raccomandato pero di ntdlzzare immediatamente
questa formula in pazienti con normofunzione rened® diabete di tipo 1, nelle
persone anziane e nei trapiantati di rene, poiahésottogruppi non sono stati
inclusi nel campione di popolazione consideratdonstudio. Infatti il limite delle
formule di regressione derivate per la stima deR@Fuello di essere applicabile
con precisione solo nella popolazione studiatattifper la scarsa prevalenza di
pazienti diabetici e di soggetti di razza asiatioppure di soggetti con GFR
normale, ulteriori studi hanno dimostrato che lanfola presenta per tali
sottogruppi gradi di in accuratezza maggiori [7%-T8 ogni caso le linee guida
della National Kidney Foundation’s K/DOQI e le llnguida europee (European
Best Practice Guidelines Export Group on Hemodig)ysonsiderano I'equazione

MDRD una reale misura di GFR negli adulti. Anché s®ggetti con nefropatia
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cronica del trapianto, la formula MDRD puo0 costituun valido strumento per il
monitoraggio della funzione dell’organo trapiantato

In Letteratura sono attualmente disponibili oltreaudecina di formule per la
stima del GFR e, nel corso degli ultimi anni, akomo state proposte.

Una nuova formula é stata proposta dal gruppo dddlgo Clinic [79] basata sui
risultati ottenuti da una popolazione di 320 sogigeini e con CKD. Le variabili
considerate in questa formula sono eta, sess@érona sierica..

Piu recentemente Taylor e Coll hanno pubblicatd [8® studio sulla stima del
GFR mediante la misurazione della lean mass e dedlaininemia. La formula
matematica per la stima del GFR che gli Autori ragono, nasce pero dalla
valutazione di una troppo esigua popolazione (stitdl0 soggetti) perché si
traggano delle conclusioni definitive in termini @tcuratezza e precisione della
metodica. Il GFR stimato con la formula propostaTdglor e stato confrontato
con il GFR misurato con la tecnica della cleargslesmatica delf*-lotalamato
con un eccellente coefficiente di correlazione (R37).

Virga e coll. [81] hanno pubblicato nel 2007 un eulbre studio sulla
determinazione della stima del GFR partendo ddk@rance della creatinina
misurata in una popolazione di 530 soggetti deld\Bst dell’ltalia. | dati di
funzione renale sono poi stati confrontati con hbjudErivanti dalla misurazione
del GFR con metodica della clearance plasmatici dexolo in 229 soggetti
confrontabili per sesso ed eta. La formula matesaali regressione proposta da
Virga e stata quindi validata nella popolazionecdntrollo con GFR misurato.
Anche in questo caso la correlazione tra la stimlaGFR e il dato misurata é
risultato soddisfacente (R= 0.856) anche rispdltofarmule MDRD semplificata

e Cockcroft and Gault .
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5 ANZIANO E FUNZIONALITA' RENALE

Il filtrato glomerulare si riduce con I'eta di cacl ml x min'/1.73 nf per anno
oltre i 40 anni e la riduzione accelera dopo i 6BiaNella pratica clinica i livelli
sierici di creatinina sono comunemente usati pemsse la filtrazione
glomerulare, ma nell'anziano cido non puo venir aab in quanto a causa della
riduzione dalla massa muscolare e malnutrizionemlaura della creatinina
plasmatica puo portare ad una sovrastima deltbltygbomerulare. Nell'anziano le
concentrazioni di cistatina C risultano essere uarker migliore di alterata
funzionalita renale, intesa come riduzione del GR$petto ai valori di creatinina
quando quest’'ultima rimane ancora nel range di abté) in particolare risulta
sensibile per variazioni di GFR modeste tra i 609@ ml/min/1.73 . La stima
della prevalenza del peggioramento della funzitlaknale nell’anziano varia
considerevolmente in rapporto alle formule predittusate [82, 83] e in questo

caso la cistatina C potrebbe essere una validanatiea.

In alternativa la clearance della creatinina, dakeodalla creatinina urinaria, il
volume urinario e la creatinina sierica, richiederdccolta urinaria delle 24 ore
che spesso, soprattutto nell’anziano, puo risultifieile ed imprecisa. e formule
predittive sopra descritte sovrastimano il GFR [83Juesto puo portare ad errori
clinici soprattutto nell'aggiustamento del dosaggdiofarmaci come antibiotici

aminoglicosidici e glicopeptidici eliminati preferaalmente a livello renale.

6 INVECCHIAMENTO E COMPOSIZIONE CORPOREA

L’invecchiamento si associa ad importanti modifioar della composizione

corporea: in entrambi i sessi si assiste a graddal@emento della massa
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muscolare, incremento di quella adiposa e ridisaitne del tessuto adiposo, con
localizzazione prevalentemente a livello viscefake87].

Tali affermazioni sembrano emerse chiaramentee dafialisi trasversali del
Baltimora Longitudinal Study of Aging, in cui siasservato che la quantita del
grasso corporeo, valutato con la misurazione di giche cutanee, tende ad
incrementare progressivamente dai 40 anni in p@inggli uomini che nelle
donne, riducendosi solo in eta molto avanzata. [B&}vecchiamento si associa,
inoltre, in entrambi i sessi a ridistribuzione cgréta del grasso corporeo, con
riduzione del rapporto tra tessuto adiposo sottyed e viscerale addominale, a
favore di quest’ultimo [89-91].

Nella persona anziana si assiste, inoltre, a neadiioni della massa magra che si
manifestano con progressiva riduzione della forzascuolare e della massa
muscolare scheletrica. Questo declino fisiologidefinito “Sarcopenia” (dal
greco “sarcos” = muscolo e “penia” = carenza),psitizza essere associato ad
aumentato rischio di disabilita e mortalita. [93-95

Con l'invecchiamento si verificano inoltre anche difizazioni qualitative della
massa muscolare. La massa muscolare scheletrigaesamta il principale
componente del Fat-Free Mass (FFM). Quest'ultimosiie di componenti
chimici di vario tipo (proteine, acqua, sali min@radistribuiti tra massa
muscolare (BCM = Body Cell Mass), fluido extracihe (ECF = Extracellular
Fluid) e solidi extracellulari (ECS = Extracellul8olid). Il rapporto BCM/FFM
risulta influenzato principalmente dall’'eta, datteassa magra e dal sesso [96].
Con l'invecchiamento la BCM si riduce maggiormensgpetto alla FFM, mentre
'ECF aumenta [97].

Nel muscolo di un soggetto anziano diminuisconol'siea trasversale che il

numero di fibre che lo compongono, mentre si assiatl incremento
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compensatorio del grasso e del connettivo interolase [98]. Si verificano
atrofia della fibore muscolari tipo Il (fibre velgciaumento percentuale delle fibre
tipo | (fibre lente, ricche in contenuto lipidic@) diminuita sintesi di proteine
strutturali e di enzimi ossidativi mitocondrialigp

In un ampio campione di popolazione di soggetiemntrambi i sessi, tra 70 e 79
anni, é stato inoltre dimostrato che l'invecchiamesi associa ad infiltrazione
lipidica progressiva del compartimento muscolaig [ a significativa riduzione
sia della forza muscolare degli arti inferiori atedla performance fisica.
L’associazione di sarcopenia e di obesita, entrambdificazioni osservabili
nell'invecchiamento, ha portato all'identificaziorexente di una entita nota come
obesita sarcopenica. Muscolo e massa grassa s@tiarsente interconnessi da
un punto di vista patogenetico in un circolo vioi@gecondo il quale sarcopenia e
obesita si potenziano vicendevolmente massimizzamelbanziano, gli effetti su

disabilita/fragilita, morbilita e mortalita [96]..

7 APPLICAZIONI CLINICHE

Nella scelta di un test clinico per la valutazialetla funzione renale &€ necessario
valutare una serie di fattori come l'accuratezagyriecisione, la prevalenza attesa
di risultati anomali, ma anche il costo, la sicaeez la praticita. Inoltre deve
essere ben chiaro I'obiettivo clinico che si vumdggiungere scegliendo un test
piu sensibile ed accurato rispetto ad un altragdnerale piu accurato e preciso e
un test, piu risulta costoso ed indaginoso.

Nessun singolo test e in realta adatto ad ognidipoondizione clinica; la cosa

migliore sarebbe individuare il piu preciso e aatortest per rispondere ad ogni
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particolare quesito. Nella pratica clinica i test pa misurazione del GFR sono
usati nello screening delle malattie renali, nelutaae la progressione di una
malattia, nel determinare la risposta ad una datapia e quindi formulare una
specifica e precoce prognosi, nel confermare laes®@ta di un trattamento
sostitutivo con la dialisi o trapianto, nella stirdella clearance renale di uno
specifico farmaco e nella personalizzazione detir dosaggio.

Nella Ricerca Clinica il test per la misuraziond @&R deve poter misurare
differenze, anche sottili, che nella pratica clniquotidiana possono essere
considerate trascurabili, tra due o piu gruppi ispentali. Sebbene non siano
disponibili dati precisi € probabile che tutt'oggon esista un test ideale per
riconoscere una malattia renale allo stadio inez@intermedio nella popolazione
generale. Nondimeno c’é la necessita di identiicdei test che permettano di
valutare con precisione stadi da moderati a madgcatsufficienza renale. Il costo
e la laboriosita della determinazione della cleegasella creatinina e dell’utilizzo
dei radioisotopi rende queste metodiche impraticabosi, spesso si ricorre alla
creatinina sierica per identificare la presenzaudi danno renale, come, ad
esempio, nell'identificare quei pazienti che harmo piu elevato rischio di
sviluppare un’insufficienza renale da mezzo di castb. A differenza dei
soggetti in cui € improbabile ci sia un deficit ldeiunzionalita renale, in quegli
individui che sono ad alto rischio di malattia riena giustificato il ricorso a test
piu costosi ed accurati. Per esempio la prevaletetie disfunzioni renali nei
pazienti con LES e ipocomplementemia potrebbe essadficiente a giustificare
I'utilizzo di indagini piu accurate e costose par grecoce identificazione del
coinvolgimento renale e la conseguente necessiiaalterapia piu aggressiva o

di ulteriori indagini diagnostiche. In maniera dieni’alta incidenza di rigetto
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acuto o cronico nei pazienti trapiantati potrebbbiedere I'utilizzo di alcuni test
molto costosi di misura del GFR.

Molti sforzi sono stai fatti per definire un metoger la misurazione della
progressione delle CKD. E stato osservato che t@ziani dell'inverso della
creatinina nel tempo sembrano seguire in maniedaldela progressione del
danno [101]. Cambiamenti nella funzionalita rersalmati mediante 'andamento
nel tempo dell'inverso della creatinina possondediife sostanzialmente rispetto
alla stima del GFR con i radioisotopi [102]. La @&zione con il GFR misurato
e la clearance della creatinina si € dimostrato eegsere migliore, se non
addirittura peggiore dell'inverso della creatinin2i conseguenza, poiché le
modificazioni spontanee dell'inverso della creataisono frequenti, questo
parametro non puo essere considerato un buon ipéicdeterminare la rapidita
di progressione della nefropatia cronica. La compane della quota di declino
nel tempo in due o piu gruppi sperimentali e ditenil metodo piu pratico ed
efficace per lo studio della prevenzione e/o pregjiane delle malattie renali nei
trials di intervento. In tali condizioni costi e disagin® considerati aspetti di
secondaria importanza rispetto ad accuratezzacdisymee della misurazione del
GFR. Per questo motivo il ricorso alla determinagialel GFR con radioisotopi
rappresenta pressoché la regola nelle condiziorgripntali. Infatti la
determinazione della quota di declino del GFR tispeal raddoppio della
creatininemia (vecchio surrogato della progressigledanno renale) permette di
risparmiare molto tempo nell’identificazione deitéai di protezione o di rischio
per la progressione delle nefropatie. Tuttavia anichcondizioni sperimentali,
quando si studino vaste popolazioni con decineidliam di soggetti, il ricorso
alla determinazione del GFR con metodiche costesa)ene accurate e precise,

non risulta piu praticabile. Nello Studio MDRD, icercatori sono riusciti a
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dimostrare una ottima correlazione tra il GFR stonaon una formula di
regressione che considera parametri bioumoraliafcriea, albumina e urea
sieriche, urea urinaria) oltre al sesso, razza@dispetto al GFR misurato cden
metodica radioisotopica*l-lotalamato) in oltre 1500 pazienti.

La variabilita legata alla misurazione della cneiath sierica nei vari laboratori a
causa delle differenti metodiche in uso e statatitieata come un parametro di
primaria importanza nell’errore della stima del GGRando si ricorre all’'uso
delle formule. Infatti, le modifiche e la calibrame dei metodi di misurazione
della creatininemia possono avere un effetto ingoet in termini di accuratezza
della predizione della funzione renale. Coreshle pertanto hanno analizzato i
sieri congelati provenienti dai pazienti partecipanti ae dampi studi di
popolazione quali il MDRD Study ed il Third NatidnHealth and Nutrition
Examination Survey Il (NHANES IIl) evidenziando aisostanziale eterogeneita
nella calibrazione della creatinina sierica traarilaboratori nell’arco di tempo
coperto dai due Studi [103]. Questi errori nelldibtazione diventano piu
importanti quanto maggiore risultava il GFR. Taservazioni hanno indotto gli
sperimentatori a ricercare ed auspicare la pitusifadozione di parametri di

calibrazione universalmente accettati per il dogadglla creatinina sierica.
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I SCOPO

In questo lavoro sono presentati i risultati di d&tedi, il primo prospettico e il
secondo trasverasale.

Studio I (prospettico): valutare attraverso un’ analisigpettica, con un follow-up
di 5 anni, le relazioni tra le relazioni tra i dpencipali marcatori endogeni di
GFR (creatinina e cistatina C) e la variazioneldiiai parametri antropometrici e
di composizione corporea in una popolazione dgstganziani, di entrambi i
sessi, non fumatori, non istituzionalizzati ed inobe condizioni di salute
generale.

Studio 1l (trasversalescopo dello studio trasversale é stato queliedficare:

1) le performancedli alcune formule di eGFR, rispetto ad un gold g&ad, in
una coorte di pazienti di ambo i sessi, affetting&ropatia cronica e GFR in un
range inizialmente ridotto o prossimo alla normaione renale.

2) le relazioni esistenti tra produzione di creiaty massa muscolare, misure
antropometriche e parametri demografici

3) la possibilita di proporre un modello alternatiyi predizione del GFR a partire
da semplici variabili antropometriche, facilmentesuanabili nella pratica clinica,

e dati di laboratorio.
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IV- SOGGETTI E METODI

1. SOGGETTI

Studio I(prospettico)

Lo studio é stato condotto dalla Clinica Geriatrael'Universita di Verona in
una popolazione di soggetti maschi e femmine dicetapresa tra 65 e 74 anni,
non istituzionalizzati, selezionati dalle liste i Medici di Medicina Generale
nella citta di Verona, in modo da ottenere una bu@ppresentativita geografica
della citta. Scopo iniziale dello studio era stgello di valutare prospetticamente
le variazioni della composizione corporea nel pssoedi invecchiamento in una
coorte di soggetti anziani “well-fit”. Tutti i sogtfi arruolati nello studio erano in
grado di camminare per 800 metri senza difficoltézn presentavano significativi
deficit cognitivi, valutati mediante Mini-Mental & Examination (MMSE>24),
e avevano mantenuto il peso stabile nei 6 mesiedesti. Nessuno dei soggetti
svolgeva regolare attivita fisica piu di una vaitka settimana durante lo studio. |
criteri di esclusione comprendevano: insufficiemeaale, diabete, osteoartrite,
scompenso cardiaco (classe NYHA 2 o superiori), BP@Goderata o severa
(definita secondo documentazione clinica), perditapeso maggiore del 5%
nell’anno precedente.

Un totale di 97 maschi con BMI 27.2 £ 3.4 kg/ma7# femmine con BMI 26.4 +
4.4 kg/m2 sono stati sottoposti a DXA, valutaziorariabili antropometriche
all'inizio dello studio e dopo 5 anni di follow-updati presentati in questa tesi si
riferiscono solo ai rimanenti 153 soggetti, 62 nmse 91 femmine, la cui
valutazione dei parametri antropometrici, di conigioge corporea e

performance fisica é risultata completa nelle véasge di studio.
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Figura 3. Disegno dello studio
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Maschi Femmine
(n=97) (n=177)
Eta (media + DS) 71722  71.6+23 ALL’INIZIO DELLO
STUDIO
BMI (media + DS) 27.2+3.4 26.4+4.4
Maschi  Femmine
Morti 9 13
Rifiuto a partecipare
nel corso del follow up 26 73
Maschi Femmine
(n=62) (n=91)
DOPO 5 ANNI DI
Eta (media=DS)  76.95+223 76.87+2.2 FOLLOW -UP
BMI (media + DS) 26.94 + 3.1 26.67 +4.5




Studio |l (prospettico)

| Pazienti afferenti alla Div. Clinicizzata di Nefogia, Ospedale Civile Maggiore
di Verona, rispondenti ai criteri di inclusione lloe Studio e che non
presentassero le controindicazioni specificamerdeate (Tabella 1l1), sono stati
consecutivamente arruolati previo un consenso nmabo scritto. | Pazienti, ai
quali era esplicitamente spiegato il carattereispmrtale dello Studio unitamente
ai rischi e vantaggi delle metodiche impiegate, Noaespresso liberamente la
volonta di sottoporsi a tale protocollo. Lo stutti@ ottenuto I'autorizzazione del

Comitato Etico di Verona.

Criteri di inclusione ed esclusione

Tabella Ill. Criteri di inclusione e di esclusione

CRITERI di INCLUSIONE

» Pazienti con eta > 18 anni di ambo i sessi

» Creatininemia< 2 mg/dL per i maschi e Creatininemia.8 mg/dL
per le femmine

* Proteinuria<3 g/die oppure proteinur&200 mg/dl

¢ Consenso informato scritto

CRITERI di ESCLUSIONE

» Allergia comprovata o anamnestica ai m.d.c. radicice/o
allo iodio e/o a farmaci e/o diatesi alleegin genere
e Scompenso cardiaco congestizio (NYHA 1lI-IV)
 [IMA <6 mesi;
* Neoplasia tiroidea in corso di trattamento radegp@o o
condizione di ipertiroidismo
Stato febbrile da qualsiasi causa
Terapia antibiotica a prevalente eliminazione renal
Stati di disidratazione da qualsiasi causa
Variazione della eventuale terapia diuretica daovdir settimane
Uropatia ostruttiva
Epatopatia cirrotica scompensata
Gravidanza in atto
Indagine radiografica con impiego di m.d.c esigda meno 1 settimana
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2 DETERMINAZIONI ANALITICHE DI LABORATORIO

| parametri bioumorali di routine sono stati deterati nel corso della degenza. |
prelievi ematici sono stati eseguiti dopo un digiuh 12h e analizzati presso il
Laboratorio Analisi dellOspedale Maggiore di Vesmncon metodiche
automatizzate. In particolare la determinazioneladareatininemia € stata
effettuata mediante la metodica di Jaffé (Dimend®XL, Dode, Boehring). Il

valore della creatinina sierica rilevata dal Lalona di Verona era stato
precedentemente confrontato e calibrato con i teaBuldelle determinazioni
eseguite presso il Laboratorio di Cleveland (USA) siero di 200 soggetti di
ambo i sessi e con ampio range di creatininemigsultati delle correlazioni,

relativi ai test di validazioni dello Studio INCIREig. 4) [Trial in corso, dati non

pubblicati], sono riportati nella Figura seguente:
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- 300
: ’
8 20.0 . .
L ad * *
& 100 . - .
o 0.0 28 %o QW% wg 0 P RIEY o e
% ' 'S ’. < * (4 ” P 0‘ <
st L)
8 g -100 s v
E> 00 e q & T o,
S : . S o3 ¢
= i} e
= T 300 S *
S S .40.0
[N O]
O o 500 .
<0 600
0 50 100 150 200 250 300 350
Blood Creatinine “Clevelancumol/L

Figura 4. Confronto fra i valori di creatininemia riportatial laboratorio

di Cleveland (USA) e quello di Veranka differenza media per tutte le
classi di creatininemia era di -4,6 pmol/L (-2,2%&r range compresi fra
75-100 pmol/L era di -0,3 pmol/L (-0,3%) e per rargpmpresi fra 100-

125 pmol/L era di -1,8 pmol/L (-1,0%).
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La CyC e stata determinata in campioni di sieraiepto prelevati nella stessa
giornata della determinazione del mMGFR, presso dbdratorio Analisi

dell’Ospedale Maggiore di Verona. La misuraziorstada eseguita con il metodo
immunonefelometrico (kit N Latex CystatinC) medmanalizzatore BN ProSpec

(DadeBerhing, Leusden, The Netherlands).

3 MISURA_DEL GFR

La procedura per la determinazione della velocitdilttazione glomerulare
(GFR) mediante la metodica della clearance plasmadiellioexolo e stata
effettuata al mattino alle ore 8.00, a digiuno. agjo-cannula (18 o 20G) e stato
posizionato in una vena antecubitale per preliaviateci per il dosaggio
dell'loexolo. Al tempo O e stata somministrata wltse di loexolo (Ominipaque
300 ®) di 5 cc + 5 cc di acqua sterile per inieziendovenose, in 2m’. |l
campionamento ematico per la determinazione daheaplasmatica dell'ioexolo
prevede un prelievo di 3 cc (per campione) nei ferfp +15, +30, +60, +90,
+120, +150, +180, +240, +300. Dopo il prelievo +b@aziente e stato libero di
alimentarsi. Al termine dell’esame ¢é stata rimokagocannula e i campioni di
plasma sono stati conservati in frigorifero a -80AGttesa della determinazione
in HPLC c/o il Laboratorio Analisi del Policliniodi Verona.

Le metodiche adottate per la manipolazione dei @ampplasmatici e la

determinazione mediante HPLC dello ioexolo sonortgdi in letteratura [104].

4 STIMA DEL GFR
Tra le numerose formule per la stima del GFR, sstate considerate in questo

Studio le cinque formula indicate nella Tab Il ldetroduzione. Oltre alle note
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formule MDRD, Cockroft and Gault (CG) e Mayo Clin@@uadratic (MCQ),
sono state incluse nella valutazione, la formuld/dga (che richiama la CG)
studiata in una popolazione italiana residente éméfo; e la formula di Taylor
(Tay) poiché include variabili di composizione compa misurate nei nostri
pazienti (Tab IV).. Infine, per lo Studio Prospattie stata inclusa la formula di
Hoek “cystatin C-based” [105]

Tabella IV. Formule Matematiche per la stima del GFR.

Cl.=[(140-eta) x peso ideale ( x 0,85 se femmina)]/ 72 x

SCF

Cockcroft and Gault

GFR=186 x S¢ > x eta ®*® x (1,212 se razza nera)

IMDRD- equazione semplificata (0,742 se femmina)

GFR=[1,911+ (5,249/S -2,114/S.°) -0,00686 x eta(anni)

[Mayo Clinic quadratic equation | (0,205 se femmina)]

Cl,=[69,4- (0,59 x eta) + 0,79 X BW]/ S, - 3 (se

\Virga equation maschio)
gaeq Cly=[57,3- (0,37 x etd) + 0,51 x BW] / S¢;- 2,9 (se
femmina)
Taylor equation GFR=(2,4 x LM) — (0,75 x LM x S,)

5- MISURE ANTROPOMETRICHE

Ogni paziente é stato attentamente studiato dalopdnvista antropometrico
mediante la misurazione del peso corporeo, delbah e delle circonferenze dei
vari distretti corporei ( addome, coscia, gambagbio).

Il peso corporeo e stato valutato dopo aver spmgliegli indumenti pesanti e
delle scarpe ogni partecipante, con un’approssonazdi 0.1 kg (Salus Scale,
Milano) .La misurazione dell’'altezza e stata eseguiediante I'utilizzo di uno
stadiometro, con un’approssimazione di 0.5 cm (S8hadiometer, Milano).

L’indice di massa corporea (BMI) e stato calcolatome rapporto tra peso ed

altezza al quadrato (Kg/m?2).
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Le misurazioni delle circonferenze corporee somtestegistrate con I'uso di un

nastro metrico non estensibile e seguendo puntepére. Le determinazioni

antropometriche sono state eseguite, in ciecoudaogeratori esperti e i risultati

utilizzati come medie delle misurazioni.

Circonferenza Addominale

Con il soggetto in piedi e 'esaminatore alla s@stch, si individua la
porzione prossimale del femore per localizzarerésta iliaca di destra.
Appena al di sopra della porzione superiore deksta iliaca di destra
viene tracciato un segno orizzontale che poi viangciato con un tratto
verticale corrispondente alla linea ascellare meldgafettuccia metrica
viene posizionata in corrispondenza di un pian@zomtale intorno
al’'addome a livello del punto individuato e segnatilla parte destra del
tronco. Il piano su cui giace il nastro e parallglopavimento e la
fettuccia metrica viene posizionata senza compemikaddome. La
misurazione viene effettuata ad una respiraziomemnai normale.
Circonferenza Coscia

Il repere per la misurazione della circonferenzalimelelle coscia al e
stato determinato in condizione di flessione di @@l ginocchio La
misurazione € stata rilevata in posizione di odtstno, i calcagni
distanziati di almeno 10 cm ed il peso distribigtoentrambi i piedi. La
fettuccia metrica e stata posta orizzontalmentamat alla coscia a livello
del punto medio fra la piega inguinale, facilmemtdividuabile con le
gambe flesse sulle anche, e il margine prossinella patella.
Circonferenza Polpaccio

Il soggetto era posto seduto sul letto con gli aoferiori in posizione
declive oppure in piedi con i talloni distanzidticirca 20 cm e il peso
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equamente distribuito sulle due gambe. La fettunwédrica € stata posta
orizzontalmente attorno al polpaccio per localiezda circonferenza

massima in un piano perpendicolare all’asse praieigella gamba. Negli
anziani la circonferenza del polpaccio é stataurats in posizione supina
e il ginocchio sinistro flesso a 90°.

» Circonferenza Braccio

Al soggetto in piedi e con le braccia abbandonidseramente ai lati del

tronco i individuare il punto di repere in corrisutenza del punto medio
del braccio, il gomito del paziente é flesso dig#@di con il palmo che

guarda in alto. E’ quindi necessario individuarenirgine laterale dell’

acromion palpando la superficie superiore del msaespinoso della
scapola e segnare il punto medio fra esso e il gorhinastro misuratore

deve essere posto perpendicolarmente all’assemaiaalel braccio.

6. DENSITOMETRIA TOTAL BODY

La determinazione della composizione corporea & stiienuta mediante esame
di Densitometria a raggi X (Dual Energy X-ray Absiometry- DEXA) c/o la
Radiologia del Padiglione Geriatrico dellOspedMaggiore di Verona. Nello
studio da noi condotto, per la misurazione del gpaorporeo totale (FM) e della
massa muscolare (FFM), e stato impiegato il DEXAodgie QDR4500 con il
software di analisi versione 8.21 (Waltam, USA)dpesizione radiante risulta
inferiore a 8 Sv ed il tempo di misurazione totaleari a 6 minuti.

Il grasso corporeo e la massa muscolare sonovatatati in Kg.

Tutte le scansioni sono state esaminate e valwatain singolo operatore.
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V- ANALISI STATISTICA

Le variabili continue sono espresse come medie &®DPnediane.

Le correlazioni lineari (univariate) sono stateetffate tra i vari parametri
antropometrici e di composizione corporea.

Il confronto tra mMGFR e i risultati delle varie fioule di stima delleGFR é stato
eseguito con il metodo grafico modificato propagaoBland e Altman.

L’errore medio (difference.mean)Z(eGFR-mGFR), dove n rappresenta il
numero di GFR eseguti, € un indicehdas (polarizzazione). La sua deviazione
standard (difference.SD) quantifica la dispersiorterindividuale delle formule
di predizione e sta alla base del calcolo degéirirlli di confidenza al 95% (95%
Cl) riportati nei grafici di Bland-Altman [106] colimiti pari a mediat2SD. In
altri termini, nei grafici le linee tratteggiate rgieriscono ai limiti di confidenza
superiori e inferiori  (upper.agreement.limit=  drf@ace.mean+2SD e
lower.agreement.limit = difference.mean- 2SD).

La dispersione dei valori di eGFR e calcolata camediana della differenza
assolutd eGFR - mGFR e la forza predittiva di ogni formula & stata detieata
con il coefficiente di correlazione lineare di Psar (r).

L’errore standard della media (difference.se) difiaatla precisione con cui e
nota la differenza media, considerata come vagadigatoria, il cui intervallo di
confidenza al 95% e pari a +2SE.

L’errore percentuale assoluto medio (differencé@b8 100* X |eGFR -
mGFR|/ MGFR/n) e un indice di accuratezza che riassureglimla capacita
predittiva delle varie formule in quanto non diperdh sovra- e sottostime e dal

livello di mGFR.
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L’accuratezza percentuale relativa, definita coraecgntuale dei pazienti la cui
stima del GFR rientrava entro il 15, 30 e 50% aajra o al di sotto del MmGFR,
e stata calcolata per tutte le sei formule di atindicate.

In tutti i test I'ipotesi & stata considerata ndém il two-tailedo <0.05.

Modelli di regressione lineare multipla con scat® minimi quadrati sono stati
utilizzati per la produzione delle formule di stirdalla quota di produzione della
creatinina da variabili antropometriche e di comgiose corporea.

L’analisi statistica é stata eseguita presso fisti di Bioingegneria del CNR di

Padova.

VI- RISULTATI

RISULTATI STUDIO I (prospettico)

Lo studio e stato condotto in una popolazione dil@ine, con eta basale di 71.87
+ 2.4 anni e BMI di 26.34 + 4.44 Kg/m? e 62 uomion eta basale di 72.51+
2.29 anni e BMI di 27.01+ 3.39 Kg/ mz.

Le modificazioni dei parametri antropometrici e aimposizione corporea nel
corso del follow up sono descritti in tabella V pedonne e in tabella VI per gli
uomini.

Nel sesso femminile, a fronte di un modesto aumetpeso, del resto non
significativo, si osserva un aumento statisticamesignificativo dopo 5 anni
dell'indice di massa corporea (p<0.05) e dellaanferenza della vita (p<0.01)
con una riduzione significativa della massa musediatale (p<0.01), muscolare

appendicolare (p<0.001) e aumento della massaagnass significativo.
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Negli uomini si osserva, come per le donne, laipesdatisticamente significativa
di massa magra sia totale che appendicolare (p¥p.6énza variazioni della
massa grassa, del peso corporeo, del BMI e detlarderenza vita.

Nelle popolazioni dei 2 sessi abbiamo osservatm dopnni (vedi Tabelle VIl e
VIII) un modesto aumento di glicemia non signifigat con riduzione di

insulinemia a digiuno anch’essa non statisticamesigmificativa. Riduzione

significativa dell’albuminemia sia nei maschi cledl@ femmine (p<0.001).

Tabella V. Modificazione dei parametri antropometrici e di quosizione corporea
nei soggetti di sesso femminile durante il periaioosservazione ( basale e dopo

follow-up di 5 anni ).

Femmine(n=91) Media = DS Media £ DS p
(basale) (follow-up 5 anni)
Eta (anni) 718724 76.87 £2.2 <0.001
Peso (kg) 63.65 + 10.78 63.84 + 10.95 N.S.
BMI (kg/m?) 26.34 £ 4.43 26.67 £ 4.59 <0.05
Altezza (m) 1.55 + 0.060 1.54 + 0.0644 <0.005
Circonferenza vita (cm) 82.84 + 10.46 84.75 #/80. <0.01
FFM (Kg)° 34.74 £ 4.08 34.23 +£4.38 <0.01
FFM App (Kg)° 13.32+1.98 12.86 £ 2.00 <0.001
FM (Kg)° 25.87 £8.18 26.07 + 8.86 N.S.

FFM,massa magra; FFM App, massa magra appendicélslienassa grassa,;

°*Valutato mediante metodica DXA.
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Tabella VI. Modificazione dei parametri antropometrici e di qoosizione corporea

nei soggetti di sesso maschile durante il periodosgervazione ( basale e dopo follow-

up di 5 anni).

Maschi (n=62) Media = DS Media £ DS p
(basale) (follow-up 5 anni)

Eta (anni) 7251 +2.3 76.95+2.3 <0.001

Peso (kg) 78.11+11.12 77.75+10.72 N.S.

BMI (kg/m?) 27.01+3.4 26.94 + 3.17 N.S.

Altezza (m) 1.70£0.08 1.70£0.08 N.S.

Circonferenza vita (cm) 95.91 £9.19 96.24 £ 9.07 N.S.

FFM (Kg)° 52.18 +5.70 50.25 £ 5.69 <0.001

FFM App (Kg)° 2112 +2.74 19.93 + 2.70 <0.001

FM (Kg)° 21.71 £ 6.89 21.80£7.15 N.S.

FFM,massa magra; FFM App, massa magra appendicélsllenassa grassa,;

° Valutato mediante metodica DXA.

A fronte di una riduzione in entrambi i sessi deatinina sierica (p 0.081 nelle

donne e 0.002 negli uomini), non si sono osservargzioni statisticamente

significative nel dosaggio dell'urea in uomini enth@ e acido urico nelle donne.

Riduzione di acido urico nel sesso maschile (p<®).08el campione studiato, in

entrambi i sessi, si osserva un aumento signitioati cistatina C (p<0.001).

Una correlazione statisticamente significativa @tastindividuata tra hsPCR e

cistatina C (p<0.05) nei due sessi nel corsofalieiw-up.

Nel corso del follow-up (vedi tab. IXa e IXb) nohésevidenziata una modifica

sostanziale dello stile alimentare nell’intera ¢eotn particolare non sono variati
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in modo significativo l'introito calorico, la quata di proteine totali (inserire
media..) e animali, e la quota lipidica. In entramdessi si € osservato, invece, un
aumento significativo dell’'introito di proteine vetgli (p<0.01 nelle donne e
<0.05 nei maschi) ed di carboidrati (p<0.05, pdranbi i sessi)

La stima del GFR (eGFR) sono indicate nelle tabXlle XI: di queste solo la
formula di Hoek, nel corso del follow up, mostraaunduzione statisticamente
significativa in entrambi i sessi (p<0.001). Ndkenmine si riduce I' eGFR con la
formula di Cockcroft-Gault e con la formula di Tagl peraltro non
significativamente; con le formule di Virga e cOMDRD nel sesso femminile
'eGFR apparentemente aumenta sebbene in modoigoificativo. Anche nei
maschi, dopo 5 anni, viene descritto un apparameeato dell’ eGFR che risulta
statisticamente significativo per le formule di §are MDRD (rispettivamente
p<0.01 e p<0.05), mentre non raggiunge la sigriifita statistica per le formule
di Cockcroft-Gault e di Taylor. | Grafici 1 e 2 micao il decorso nel tempo del
eGFR medio con le varie formule.

La cistatina C inoltre non correla in nessun moalo le variabili di composizione
corporea (massa magra, massa magra appendicolan@assa grassa) come
mostrato nella Figura 4; al contrario, nella Figur®, viene mostrata la
correlazione significativa di creatinina con massayra totale.

E’ stata infine effettuata una analisi matematiebliadvariazione percentuale annua
delle due variabili correlate (creatinina e dellassa magra totale) considerando
cumulativamente tutti i soggetti del campione sdtwli La variazione percentuale
media per anno della creatinina e risultata -1.4#&ntre la variazione percentuale

media della massa magra é risultata -0.5%
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Tabella VII. Modificazione dei parametri laboratoristici nei sgefti di sesso

femminile durante il periodo di osservazione ( bagadopo follow-up di 5 anni ).

Femmine(n=91) Media £ DS Media £ DS p
(basale) (follow-up 5 anni)
glicemia (mmol/L) 5.45+1.68 5.66 £ 0.98 SN
insulina (mUIl/mL) 11.41 +18.01 8.86 + 4.66 N.S.
creatinina (umol/L) 79.32 £ 15.50 76.95+16.31 N.S.
cistatina C (mg/L) 1.31+£0.17 1.42 £0.22 <@.00
urea (mmol/L) 6.19 £1.55 6.26 £1.5 N.S.
acido urico (mmol/L) 0.27 £0.06 0.27 £0.06 N.S.
colesterolo totale (mmol/L)5.89 + 0.88 6.12 £+ 0.92 <0.05
colesterolo HDL (mmol/L) 1.36 +0.23 1.60 £ 0.30 <0.001
trigliceridi (mmol/L) 1.42 £0.33 1.29 £ 0.50 B
albumina (g/L) 43.85 * 3.06 40.92 £ 2.62 <0.001
Tabella VIII. Modificazione dei parametri laboratoristici nei sypgfti di sesso

maschile durante il periodo di osservazione ( bagatopo follow-up di 5 anni ).

Maschi (n=62) Media £ DS Media £ DS p
(basale) (follow-up 5 anni)
glicemia (mmol/L) 5.99+1.32 6.25+1.51 SN
insulina (mUIl/mL) 11.73+12.50 9.80 +5.03 N.S.
creatinina (umol/L) 101.90 + 17.47 93.85+20.21 <0.005
cistatina C (mg/L) 1.29+£0.19 1.44 £0.24 <@.00
urea (mmol/L) 6.87 £1.36 6.75+1.52 N.S.
acido urico (mmol/L) 0.34 + 0.06 0.31 +0.06 <0.005
colesterolo totale (mmol/L)5.49 + 1.03 540+1.0 N.S.
colesterolo HDL (mmol/L) 1.23 £0.22 1.3+0.30 0.85
trigliceridi (mmol/L) 1.52 £ 0.66 1.30 £ 0.63 €1
albumina (g/L) 46.19 £ 4.57 41.43 £2.80 <0.001
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Tabella I Xa Modificazione delle abitudini alimentari nei soggedi sesso

femminile ( basale e dopo follow-up di 5 anni).

Femmine(n=91) Media £ DS Media = DS p
(basale) (follow-up 5 anni)
Calorie (Kcal) 1639 +415.3 1642 +417.1 N.S.
Proteine (g) 61.3 £19.2 60.07 £ 20.9 NS
Proteine aninali (g) 38.6 +18.3 38.1+19.5 N.S
Proteine veget. (g) 21.3+6.8 23.0+5.5 <0.01
Lipidi (g) 56.5 +19.7 55.2 +£20.3 NS
Carboidrati (g) 204.5 £ 61.7 210.5+60.0 <0.05

Tabella 1Xb Modificazione delle abitudini alimentari nei soggedi sesso

maschile (basale e dopo follow-up di 5 anni).

Maschi (n=62) Media £ DS Media = DS p
(basale) (follow-up 5 anni)
Calorie (Kcal) 2218 + 499 2190 £ 492 N.S.
Proteine (Q) 78.3+£23.8 77.9+235 N.S.
Proteine aninali (g) 48.5 + 23.3 46.6 + 24.0 40.0
Proteine veget. (g) 28.0+£6.7 29.7+6.2 <0.05
Lipidi (g) 68.5+22.4 68.0 £ 21.9 NS
Carboidrati (g) 256.8 £ 63.1 249.5 £ 66.0 <0.05
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Tabella X. Confronto tra formule di stima del filtrato glomédawe nei soggetti di
sesso femminile ( basale e dopo follow-up di 5 anni

Femmine(n=91) Media £ DS Media £ DS p
(basale) (follow-up 5 anni)

formula di Cockcroft-Gault 54.46 + 11.12 52.76 210 N.S.

formula di Virga 64.39 +11.87 65.32 + 13.85 N.S.

MDRD formula 53.25+9.73 53.48 £+ 11.55 N.S.

formula di Hoek 58.13 +8.11 53.52 + 8.45 <0.001

formula di Taylor 56.58 +8.70 56.56 + 9.03 N.S.

Tabella XI. Confronto tra formule di stima del filtrato gloméave nei soggetti di
sesso maschile ( basale e dopo follow-up di 5 gnni

Maschi (n=62) Media £ DS Media = DS p
(basale) (follow-up 5 anni)

formula di Cockcroft-Gault 51.77 + 9.96 53.09 £40 N.S.

formula di Virga 59.89 +11.14 64.07 +13.68 GD.

MDRD formula 53.82 £9.27 57.07 +£12.28 <0.05

formula di Hoek 59.01 £ 8.38 52.78 £ 8.38 <0.001

formula di Taylor 73.44 £12.15 74.38 £11.90 SN.

La cistatina C inoltre, in entrambi i sessi, carsignificativamente con le formule
predittive di GFR di Cockcroft-Gault, Virga, MDRDd2 Taylor, quest’ultima solo
per le donne. La cistatina C correla significatiegmte in uomini e donne (p<0.05)
con il logaritmo della hsPCR.

Anche la creatinina correla con tutte le formuledative del GFR, con urea e
acido urico, ma non con la hsPCR.
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Figura 4: Correlazione tra concentrazioni di cistatina C egsa magra totale.

2,00
1,80 o
o
o
o
o
1,60 OO ? ©
o
00 %o o o o o
8} @ o o o
o o @& o o ®O0 O o O
£ 1,40 0 900 4
= o o %ozg o 9 o
] cg Se)
° o =) o ° % o o
(o] ) o
1,20 ° 92 o Jo o o o %o o &
® o
&Ko o © ® © o
8 3 o Qo °
o ® (o) o
1,00 og © © ()
o o
0,80
T T T T T
30000,00 40000,00 50000,00 60000,00 70000,00
Massa magra totale
Figura 5: Correlazione tra concentrazioni sieriche di creatim e massa magra
totale
o
150,00
o
125,00
o
3 _
e 100,00
]
75,00
o
(o) ° R-quadrato lineare = 0,222
50,00
T T T T T
30000,00 40000,00 50000,00 60000,00 70000,00
Massa magra totale

62



Grafico 1: Confronto tra formule di stima del filtrato glomé&are nei soggetti di sesso

femminile (basale e dopo follow-up di 5 anni).
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Grafico 2: Confronto tra formule di stima del filtrato glomé&are nei soggetti di sesso

maschile (basale e dopo follow-up di 5 anni).

eGFR

75
70
£
o 65
d
c
£ 60 -/.
€
955
50
Follow-up
media 5 anni

[+-CG  Viga - MDRD  Hoek < Tayor|



RISULTATI STUDIO Il (trasversale)

1- Popolazione

Tra i pazienti ricoverati nella Divisione Nefrolagi del'Ospedale Maggiore di
Verona dal Marzo al Luglio 2007, sono stati arrtiot®nsecutivamente, previo
consenso informato scritto, complessivamente 8§ettigdi ambo i sessi (60%
maschi). Le caratteristiche cliniche dei pazierdi ierisultati degli esami di

laboratorio e strumentali sono riportate nella Tiabéll.

Tabella XII . Caratteristiche cliniche e laboratoristiche dei paati arruolati.

Variabili Soggetti, n=84

Popolazione | Maschi Femmine
Genere, M/F 49 35
Razza, caucasica/nera 46/3 35/0
Eta, anni 49.1+18.3 46.0£16.5 53.5+£20.0
Peso corporeo, Kg 77.3£16.6 81.5+15.8 71.2+16.0
BMI 27.1#55 26.9+5.2 27.3%6.0
Lean Mass Tot, Kg 51.8+10.8 57.61£8.5 43.317.8
Lean Mass appendic., Kg 22.7+6.2 26.1+5.4 17.74¢5.1
Creatinina sierica, mg/dL 1.19+0.39 1.27+£0.39 1M8F
loexolo GFR, ml/min/1.73mqg| 73.9+25.9 77.9126.1 G2%.9

| valori sono espressi come mediatSD

L’etiologia della nefropatia era costituita da wo@fatia ipertensiva (n=21),
glomerulonefrite cronica (n=28), rene solitario $=rene policistico (n=4),

nefropatia diabetica (n=1), anomalie urinarie i®lg§n=1). Nessun paziente
presentava edema clinicamente evidente.

Trentotto pazienti presentavano ipertensione agarcon durata media 11.8+£9.7
anni, (range 1-32 anni), 29 dei quali in trattamewgbn ACE-Inibitore. La

diagnosi di Diabete Mellito di tipo 2 era presem®& soggetti con durata media di
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malattia di 11.8+10.8 anni (range 2-32 anni). lllova della creatininemia

risultava in media 1.19+0.4 mg/dL con range 0.4¥®)/dL.

2- Misurazioni antropometriche

| pazienti presentavano un ampio range di pesoocepe di BMI (peso in
Kgl/altezzain m) (Tab. V). Il BMI risultava in media 27.1 (rga 17.9-45.9). La
prevalenza dei pazienti in sovrappeso, definito e @&BMI<29.9 era pari al
40.7%, mentre quella dei pazienti con obesita,nitafida BMI>30, era pari al
33.3%. Il 26% circa dei soggetti presentava BMI<25.

Le circonferenze delladdome, coscia, gamba e byacuisurate con nastro
metrico inestensibile in doppio cieco, venivanooripte come medie in
centimetri. La media [tSD] della circonferenza @eltlome, coscia, gamba e
braccio risultava 94.4+16.0, 50.8+£5.4, 37.5+3.8332.0 cm, rispettivamente. Le
misure antropometriche risultavano, come attegmjfegativamente differenti nei
due sessi in relazione alla differente distribueialella massa adiposa. | risultati
delle misurazioni antropometriche sono stati, quindilizzati come variabili
dipendenti nelle correlazioni (r di Pearson) coBMI e come covariate insieme
a sesso, peso, altezza ed eta nelle formule diessigne multipla per la
predizione della quota di produzione della creatni

Tutti i pazienti sono stati sottoposti alla detaramione della composizione
corporea mediante DEXA ed i parametri espressi gn $0no stati inseriti nel
database. In particolare sono stati riportati apaetri riguardanti la misurazione
della massa magra (FFM-BMC) totale (corporea) (LRI)-e appendicolare
(somma della massa magra muscolare degli arti) (). La Total-Mass
rappresenta la somma delle tre componenti (masgganmauscolare + massa

grassa + massa 0ssea).
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La Total-Mass risultava in media 76.2 Kg+16.0.; LBM risultava in media
51.8+10.8 Kg;. la massa muscolare appendicolaréMdaBp) risultava in media
22.846.1 Kg.. Le misurazioni riguardanti la perceé di massa grassa totale e
appendicolare e la componente ossea non sono riatéate poiché la loro
valutazione esula dagli obiettivi dello studio. hesure quantitative (espresse
come medie e/o mediane) dei componenti della cagdite corporea sono poi
state utilizzate come covariate nelle formule diressione per la stima della
guota di produzione giornaliera della creatinina.

Come atteso, nella popolazione studiata, sia LBMiteediatSD: 57.6£8.5 vs
43.4+7.8; p=0.001) che LBM-app (mediatSD: 26.1+4s217.7+5.1; p<0.001)
risultavano significativamente piu rappresentate sesso maschile vs il sesso
femminile. Si deve ricordare, tuttavia, che il sessaschile era maggiormente
rappresentato nella nostra popolazione in ragior@rch 1.5:1 rispetto al sesso
femminile. La LBM-tot e I'eta, considerata comeiahile indipendente continua,
evidenziavano solo una tendenza alla correlaziaonersa che, perod, non

raggiungeva la significativita statistica®®.032; r: -0.179; p=0.34).

3- GFR misurato (Clearance plasmatica di ioexolo)

I GFR e stato misurato con metodica della cleagaplasmatica dell'ioexolo,
normalizzato per superficie corporea calcolata isécda formula di Dubois and
Dubois [64] ed espresso in ml/min/1.73nCome illustrato nella Tabella XII il
GFR misurato & risultato in media 73.9+25.9 ml/miABnf con un ampio range
compreso tra valori al limite inferiore della clas€KD IIl e valori ai limiti
inferiori dell'iperfiltrazione glomerulare (rangeedGFR 23-137.6 ml/min per

1.73nf). Il GFR misurato (MGFR) con la clearance plasraatiello ioexolo &
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stato assunto come misurazione di riferimento oeafronto con i risultati delle

varie formule di stima del GFR (eGFR).

4- Comparazione delle formule per la stima del GFR

Per tutti i pazienti & stato calcolato il valoremstto del GFR mediante 5
equazioni gia pubblicate in letteratura da Cockaaofl Gault (CG) [70], Levey A
et al (MDRD) [118], Virga et al. (Virga) [81], MayGlinic (MCQ) [79], Taylor et

al. (TAY) [80]. (Tabella XIlI).

Tabella XIIl. Confronto fra il GFR calcolato con le diverse foreu

Diff.mean = errore medio in ml/min/1.73m

Diff.sd = deviazione standard di Diff. mean;

Diff.se = Errore standard di Diff. mean;

Upper.agreem.limit e Lower.agreem.limiti = limiti donfidenza 95% superiore
ed inferiore 2SD della Diff.mean;

Diff.absperc = differenza assoluta percentualeGfie da mGFR.

Virga CG MDRD MCQ TAY
Diff.mean 6,39 3,50 -3,269 9,91 3,65
Diff.sd 16,94 18,11 | 17,57 25,17 17,57
Diff.se 1,87 2,00 1,94 2,78 1,94
Diff.absperc 19,19 19,97 | 18,31 29,25 23,17
upper.agreem.limit | 40,26 39,73 | 31,89 90,25 38,79
lower.agreem.limit -27,48 -32,72 | -38,41 -40,44 -31,48
agreem.limit.se 3,24 3,46 3,36 4,81 3,36

Il confronto tra mMGFR e i risultati delle varie fioule di stima delleGFR é stato
eseguito con il metodo grafico modificato propodg#oBland e Altman. Il mGFR,
metodo di riferimento, e riportato sullasse X inamera da consentire il

confronto tra i vari grafici. | valori numerici debnfronti statistici, riportati nella
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Tabella XIII, non ne risultano alterati poiché sisano sull’errore di predizione

definito come eGFR-mGFR (Fig. 6).
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Figura 6. Confronto fra mGFR e i
risultati ottenuti con le varie formule
di stima del’eGFR eseguito secondo
il metodo Bland-AltmanSull'asse X
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Nel seguente grafico sono riportati i valori dedtaratezza relativa percentuale

delle varie formule di stima del GFR (Fig. 7).

Figura 7. Confronto fra l'accuratezza relativa delle varie ricule di

determinazione del GER
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5- Calcolo e stima della quota di produzione di Crainina

La formula del GFR puo essere definita anche cagaes

GFR = (1/Cr) *k
essenddk un parametro individuale che comprende, nellmsttdzionario, sia la
guota di produzione (esogena ed endogena) di wiheatiche I'eventuale
eliminazione tubulare ed extra-renale. In consierse del fatto che la
popolazione analizzata si trovava per definizionesteady-state per quanto

riguarda composizione corporea, stato di idratagiaieta e valori bioumorali, la
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guota di eliminazione extrarenale della creatirdnstata considerata trascurabile.
Pertanto, essendo noti il GFR (mGFR) e il valordadereatininemia, e stata
calcolata (MGFR non normalizzato in ml/min * S-¢r@aa in mg/dL) la quota
individuale di produzione della creatinina (Cr-PRQEpressa in mg/min. Nella
nostra popolazione Cr-PROD e risultata 0.899 +0ngImin [0.896] (mediatSD;
[medianal).

Le correlazioni fra produzione di creatinina, BMlati antropometrici e di

composizione corporea sono riportate nelle TabaNeXVI.

Tabella XIV .Correlazione Cr-PROD e composizione corporea (r)

Lean-tot Lean-app Mass-tot

Cr-PROD
P<0.001

0.74 0.78 0.94

Tabella XV. Correlazioni tra BMI e Produzione di Creatinina (€PROD) e tra
BMI e composizione corporea valutata con la DEX&Qr PROD é stata
determinata come descritto in precedenza.

Cr PROD Lean Tot Lean App
BMI (n 0.395 0.692 0.501
p 0.031 0.0001 0.005

Tabella XVI. Correlazione Cr-PROD e BMI vs. misure antropoméiei¢ r ).

Circ-addome Circ-coscia Circ-gamba  Circ-bracci
Cr-PROD 0.30° 0.69" 0.517 0.71*
BMI 0.95** 0.69" 0.81* 0.85*

N.S.°;p<0.05", p<0.01*, p<0.001**.

Correlando le produzioni individuali di creatiniron le varie masse della

composizione corporea misurate con la DEXA e snddae componenti non
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significative, abbiamo evidenziato come |'unico neggore significativo sia
rappresentato dalla massa magra appendicolare{apph La stima di Cr-PROD
emersa dalla formula di regressione lineare risyliadi:

Cr-prod = 0.9821 + 0.03842 * (Lean-app in Kg -25).
Intercetta (£SE) 0.9821+0.04, coefficiente (xSE)r geean-app in Kg-25)
0.03842; p<0.0001.
In altri termini, ad esempio, un soggetto medio @m kg di massa magra

appendicolare dovrebbe produrre ca. 1Img/min diicriea pari a circa 1.44 g/die.

Abbiamo infine ipotizzato che si possa stimare t&PROD a partire da covariate
surrogate per la composizione corporea (sesso, PEEO € misure
antropometriche). Pertanto, attraverso una regnessi multiple-steps ed
eliminando progressivamente in modo automaticocolagate non significative,
siamo giunti alla seguente formula:

Cr-PROD =-0.366115 + (0.28081 se maschio) — @80 Circ-addome in cm)

+ 0.042854 * Circ-braccio (in cm)

Sesso maschile: coefficiente(tSE) 0. 280811+0.040.@001; Circ-add:
coefficiente(xSE) -0.00275+£0.002, p=0.05; Circ-lmiac coefficiente(xSE)
0.042854+0.008, p<0.0001.

SE residuo 0.203 su 77 gradi di libert&£R®.60). Statistica {77 br)28.39,

p<0.00001.
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VII-DISCUSSIONE

La determinazione della funzione renale rappresentendispensabile strumento
per I'identificazione precoce e per il monitoragdielle malattie renali. Purtroppo
le tecniche di misurazione del GFR che utilizzanarcatori esogeni come
I'inulina, le sostanze marcate con radioisotopimeezzi di contrasto radiologici,
ancorché precise ed accurate, risultano ancoraonmaliaginose, dispendiose in
termini di tempo e costi, generalmente disagevaliibpaziente e non proponibili
nella pratica clinica quotidiana. Per tutti quesbtivi, il ricorso a metodiche di
misurazione del GFR con l'utilizzo di marcatori geaqi € riservato alla sola area
di sperimentazione clinica. Nel corso degli ulti#b anni, numerosi ricercatori
hanno proposto alcuni modelli matematici per lanatidel GFR che potessero
ridurre la variabilita dell’errore intraindividualed interindividuale insita nei

marcatori endogeni tra i quali, la creatinina ez&atro il piu utilizzato.

STUDIO |

Negli ultimi anni nuovi marcatori endogeni si somdfacciati sulla scena
dell'impiego clinico. La Cistatina C, per esempmwesenta caratteristiche tali da
proporsi come una valida, per alcuni Autori migiipalternativa all'impiego della
creatinina. Questo studio longitudinale con folHogrdi 5 anni in un campione di
soggetti anziani sani ha dimostrato riduzione $icgiva di massa muscolare
totale, appendicolare in entrambi i sessi senzaiffoazioni significative di
massa grassa.

| valori di creatininemia si sono ridotti duranté periodo di follow-up
verosimilmente in relazione alla riduzione dei liveli massa magra, mentre

quelli di cistatina C sono aumentati significativamrte in entrambi i sessi.
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Le formule di stima del GFR, nel nostro studio, m@amlato risultati discordanti;
I'unica che sembre realmente stimare il declino@ER di circa 1 ml/min/1.73fMm
per anno come atteso, € la formula di Hoek.

| nostri risultati, che dimostrano una riduziondlalenassa magra totale ed
appendicolare, confermano precedenti studi traalrexdongitudinali [107-110],
suggerendo di considerare la perdita di massa ntagna un fisiologico processo
legato all'invecchiamento.

La prevedibile riduzione dei valori di creatininemnin base alla riduzione della
massa magra, e stato confermato dal risultato dediggior riduzione della massa
magra nel sesso maschile (2 Kg) rispetto alla perdisurata nel sesso femminile
(0.5 Kg). Tuttavia I'analisi della variazione pent@ale media annua del valore
della creatininemia e della massa magra totalesiderati i soggetti di ambo i
sessi cumulativamente, indica una significativapprzione tra la riduzione della
massa muscolare (-0.5% annuo) rispetto alla rwhezdella creatininemia (-1.4%
annuo). In altre parole, l'invecchiamento determeide attraverso il descritto
processo di sarcopenia, piu precocemente nel nmsspietto alla femmina, una
riduzione non solo quantitativa, ma anche “qualitdtdella massa magra.

Non sono presenti in letteratura studi longitudinhe descrivano variazioni della
cistatina C correlati allinvecchiamento; paraltelente tutte le ricerche che ne
hanno descritto caratteristiche fisico-chimiche wnzionali, ne sottolineano
I'indipendenza dall'eta [40,41, 45, 111].

Uno studio di popolazione (99) ha descritto i viatoedi di cistatina C per classi
di eta: 0.75+£0.089 mg/L per i ragazzi dai 4-19 a®nr4+0.10 mg/L tra i 20-59
anni e 0.83+0.0103 mg/L per soggetti con eta >6fl. arale studio descriveva
I'incremento di cistatina C oltre i 60 anni di eia negli uomini che nelle donne

probabilmente dovuto al solo fisiologico declinol d8FR. Nella nostra
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popolazione di studio cistatina C risulta signifieamente aumentata in maschi e
donne dopo 5 anni di follow-up con valori mediiaiZzio dello studio di circa 1.3
mg/L. Non € presente in letteratura un riferimestie possa associare determinati
valori di cistatina C ad un definito valore di GRisurato (MGFR).

L’altra caratteristica essenziale della cistatinacGnfermata anche nel nostro
campione di studio, € la sua indipendenza dallassenasuscolare [41]. Numerosi
Autori, infatti, hanno bene evidenziato la scarsautla correlazione tra cistatina
C e BMI 0 massa magra [40, 111].

Un solo studio eseguito in 77 persone di eta 65.8tanni e con malattia renale
cronica, ha finora confutato questa affermaziomaodirando che la correzione
delle formule di regressione che utilizzano laatisea C con i parametri di
composizione corporea e/o antropometrici, fornsioe ulteriore, ma lieve,
miglioramento della capacita di predizione del GER2]. Attraverso un modello
matematico di regressione multipla, gli Autori dstrano infatti che la varianza
del GFR spiegato dalla cistatina C &R546; p=0.003, mentre I'inserimento
della massa magra nella formula di regressioneionggla predizione del GFR di
circa il 16% (R=0.649, k 7768.401; p<0.001).

Una recente metanalisi di 46 studi, che hannozaélo la cistatina C quale
semplice ed accurato marker di GFR, ne ha confernhat superiorita di
accuratezza rispetto alla creatininemia.

L’'unico studio che, in modo prospettico, ha anainzla relazione tra mGFR e
cistatina C € stato eseguito da Perkins e coll {450 pazienti diabetici. Tale
studio ha confermato I'esistenza di forte correlaei (R=0.67) tra cistatina C e
MGFR a tutti i livelli di declino della funzionaditrenale.

Nella casistica del nostro studio la cistatina Gurata all'inizio dello studio e

risultata correlare significativamente con hsPCRntrambi i sessi. Tale risultato
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conferma precedenti osservazioni di Keller e cbllj] i quali hanno osservato la
presenza di associazione lineare tra cistatinan@aker di infammazione quali
PCR, IL-6, TNFu e recettori solubili 1 e 2 del TNF nella popolamadi anziani
con GFR ancora conservato del Health Aging and BGdynposition Study
(ABC Study).

A partire dalla terza-quarta decade di vita € ngta progressiva riduzione del
GFR pari a circa 1ml/min/1.73per anno: con l'ivecchiamento, una riduzione
della clearance della creatinina di tale entitdaéasdescritta anche nel Baltimora
Longitudinal Study on Aging

La formula di Cockcroft and Gault, applicata ai geti del nostro studio, ha
dimostrato un decremento medio del GFR pari a rilfihin/1.72nf , nell’arco
dei 5 anni del follow-up, nelle donne ed un aumentedio pari a 1.3
ml/min/1.72nf negli uomini.

La formula di Cockcroft and Gault & facilmente aggibile nella pratica clinica,
ma numerosi studi hanno dimostrato che la forzarelilizione di questa, come di
altre meno diffuse formule di stima, si riduce seimente quando applicate a
pazienti con caratteristiche differenti rispettoaielle della popolazione
sperimentale studiata. Inoltre, € noto che tuttdolenule di stima del GFR
presentano accuratezza scarsa proprio nella fassaidio del declino della
funzione renale.

Nel 1976 Cockcroft e Gault pubblicarono il loro ditu[70] su un campione di
249 soggetti maschi di etd compresa tra 18-92 argun un range di clearance
della creatinina misurato tra 11lml/min e valori mali. Inserendo in un
diagramma le medie delle escrezioni urinarie giliera di creatinina calcolate
come u-Cr/kg per ogni gruppo di eta verso I'eta iaelil ogni decade, gli Autori

derivarono la seguente formula di regressione eawatso una semplice
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conversione matematica ottennero pertanto la stdeHda clearance della
creatinina per i soggetti maschi. In consideraziop@, della minore massa
corporea delle femmine, proposero di corregger®naula di predizione per il
sesso femminile con fattore di correzione paB5®bo della formula per i soggetti
di sesso maschile. E’ stato dimostrato che C-G gmastimare il GFR per
valori ridotti di funzione renale oppure nei sodgefiovani, nei soggetti con
sovrappeso od obesi e nelle donne [114,115] estottare i valori alti di GFR
[116]. Questa formula, come anche la MDRD, non eppaeguata allo scopo di
monitorare nel tempo piccole variazioni di funzitidaindividuale anche perché
presenta coefficienti di variazione ben superiori 18%. Infatti il gruppo
dell’lstituto “Mario Negri” di Bergamo [117] ha rgotato che la percentuale di
valori di CVgrr entro £10% varia dal 20 al 45% a seconda dellendibe
utilizzate.

La formula MDRD é stata proposta da Levey e caiell’'ambito del MDRD
Study [74] mediante la misurazione del GFR cocléarance delf*-lotalamato
in una popolazione suddivisa in tmraining group (1070 casi) e uwalidation
group 658 casi). Diverse equazioni (6 variabili) sondestsviluppate attraverso
modelli di regressione delle caratteristiche ttaining group ma la formula
semplificata a 4 variabili (creatinina sierica,,etasso e razza) e divenuta la piu
diffusa formula di stima del GFR [118] tanto daersssuggerita dalle Linee
Guida internazionali come strumento per la stadiezidelle nefropatie. Da
sottolineare nuovamente come nel campione di pamwia del MDRD furono
esclusi i soggetti di eta geriatrica.

La formula a 4 variabili del MDRD descrive nellagmlazione del nostro studio

un aumento dei valori del GFR nel corso dei 5 aehifollow-up.
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Diversi Autori hanno indicato che formula MDRD peeta un vario grado di
inaccuratezza sottostimando in maniera eviden@FR ai valori alti [114,115,
116, 119 ], nei soggetti di sesso femminile, negksi.

Applicando la formula di Virga normalizzata per setficie corporea ai 153
anziani del nostro studio, si e osservata stabildeGFR nelle donne e un suo
apparente incremento negli uomini nel follow-up artmi. Virga e coll. avevano
validato tale formula per la stima della clearade#la creatinina in un campione
di 530 pazienti del Veneto orientale con vario grad danno renale (creatinina
media 2.66+2.61 mg/dl, range 0.50-15.4; clearanedladcreatina media
55.2438.2 ml/min, range 2.1-144) [81]. La corretama tra la formula di Virga e il
GFR misurato con la clearance plasmatica di ioeralisultata ottima (r=0.856).
La formula di Virga, similmente a C-G, predice laarance della creatinina, ma
distingue due diversi modelli di regressione pestlma del GFR nel maschio e
nella femmina. Anche qui 'ampia variabilita delnth® renale tra i soggetti dello
studio rende tale formula inadatta al nostro camgpigi anziani sani.

Pochi studi hanno direttamente esaminato la rateztca GFR, creatininemia e
composizione corporea intesa come quantificazioeléa dnassa magra (Lean
Body Mass) o, ancora meglio, della massa muscolareffetti tutte le formule
basate sulla creatininemia includono parametri dw@o indirettamente
espressione di massa muscolare (I'eta, il sessa))'@moluzione principale di
qgueste formule di stima, cioé la sostituzione diap®etri surrogati di massa
corporea, con le misure dirette di massa muscaarstata compiuta solo da
Donadio et al [120] e piu recentemente da Tayl@ §0]. Donadio e collhanno
dimostrato di essere in grado di predire il GFR namalto grado di accuratezza
impiegando una formula che include la creatinin@maura, creatinina sierica e

massa muscolare misurata con analisi bioimpederiara. Va peraltro
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segnalato che gli Autori non hanno potuto fornin@ formula per predire il GFR
che possa essere generalizzata. L’'accuratezzateetiwa bioimpedenziometrica
nella determinazione di LBM e controversa e nontuté accettata. L’esame
bioimpedenziometrico €, infatti, un ottimo predialell’acqua corporea totale e,
indirettamente, della Fat Free Mass. Piccoli errel posizionamento degli
elettrodi sulla cute, lo stato di idratazione cet@re differenze di etnia possono
inficiare una corretta valutazione di FFM con unarto da 2.5 a 6 Kg.

Taylor e coll. partendo da questi presupposti, bgmoposto una nuova formula
per la predizione del GFR partendo, pero, da ufaepatta misurazione della
LBM effettuata mediante DEXA. Lo studio e statoefffiato su soli 10 pazienti la
cui composizione corporea e stata misurata attsaven esame DEXA [70]. La
nuova formula di regressione per la stima del GERwgerso la determinazione
della LBM e la creatininemia ha il vantaggio di naecessitare di variabili
surrogate per la stima della massa muscolare. tralamione lineare tra il GFR
stimato con la formula proposta da Taylor rispettanGFR, determinato con
clearance def®-lotalamato, & risultata soddisfacente (r=0.950.p001). Un
limite significativo di questo lavoro sta, tuttayvigel campione troppo limitato di
casi. Nel nostro studio la formula di Taylor nonisiltata in grado di descrivere
variazioni significative del GFR, risultando untrddto stabile nelle donne e in
lieve incremento negli uomini.

Nel nostro studio abbiamo inoltre considerato lanfida piu nota utilizzata nei
soggetti adulti che contenesse la cistatina C. iteet coll. [105] che hanno
sostituito la creatininemia con un diverso maraattirfiltrazione glomerulare, un
marcatore endogeno la cui produzione non dipentlie uk@ssa muscolare e dalla
composizione corporea. Tale formula ha descrittbaneostra casistica una

riduzione del GFR di circa 4.61 ml/min/1.73melle donne, e 6.23
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ml/min/1.73nf negli uomini dopo 5 anni di follow-up, in line@rc i risultati
attesi dovuti al fisiologico invecchiamento. Taisultati sembrano confermare
precedenti studi che hanno usato formule basate esisktatina C, predicendo il
GFR in modo piu accurato rispetto a quelle contgn@mcreatinina [46, 47].

La variabilita delle popolazioni usate nello studielle diverse formule di stima
del GFR e il fatto che nessuna delle formule eastanhdotta in coorti di pazienti
con valori di creatinina vicini alla normalita efmn GFR solo marginalmente
ridotto, come nella coorte dei soggetti di questali®, pud spiegare la variabilita
di stima del GFR atteso . | risultati del nostnodsd sottolineando I'indipendenza
della cistatina C da sesso, eta e composizioneowsap ed il suo significativo
aumento dopo 5 anni di follow-up, ci portano a e la cistatina C e la
formula di Hoek come validi strumenti di funzioial renale quando la

creatininemia rientra ancora nei limiti di norma.

Il nostro campione di soggetti comprende anziarbuono stato di salute, senza
storia di malattia renale acuta o cronica, corestiimentare sostanzialmente
costante e con valori di creatininemia nel rangacdmalitd. Nonostante cio e
nonostante non siano state riscontrate differergrefisative nell’alimentazione
dei soggetti della nostra coorte di anziani, agastegistrata una riduzione della
massa magra in proporzione maggiore nel maschpetts alla donna. Tale
fenomeno di iniziale sarcopenia, correlabile alldochiamento, sembrerebbe
pertanto piu precoce nel soggetto di sesso masghpetto ai soggetti di sesso
femminile insorgendo tra i 70-75 anni in media. ID@acanto la riduzione della
creatininemia e risultata proporzionalmente maggi@spetto alla sola riduzione
guantitativa della massa magra. Questa osservazsatdene non quantificata

con metodo sperimentale, introduce l'ipotesi chentalificazioni che il processo
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di invecchiamento induce nella struttura muscolawe sono esclusivamente e
semplicisticamente riconducibili alla riduzione ldeinassa. Rispetto ai soggetti
piu giovani, valutati per esempio nello Studioridversale, i soggetti dello Studio
| presentano, nel corso del follow-up modificazial@l muscolo in termini non
solo quantitativi ma anche qualitativi, ad esempiotermini di capacita di
produzione di creatinina.

Recentemente € emerso un certo interesse rigudrda aunto ritenuto cruciale
nellinsorgenza della sarcopenia dellanziano: cee I'apporto dietetico di
proteine sia realmente sufficiente [121]. Campbaibll. hanno studiato I'effetto
dell'eta sull’Estimated Average Requirement (EARlaeRecommended Dietary
Allowance (RDA) in due gruppi di soggetti giovagil¢46 anni) e anziani (63-81
anni) sani [122]. | risultati di questo studio dhigrm sul bilancio azotato ha
evidenziato che la richiesta proteica dietetica emkione adeguata di proteine non
e differente nei giovani rispetto agli anziani iesta proteica: 0.61+0.14 g/Kg/d
vs 0.58+0.12 g/Kg/d, rispettivamente; razione praestmata: 0.85+0.21 g/Kg/d
per entrambi i gruppi) e che razione proteica adtgunon differisce
statisticamente dalla RDA (0.80 g/Kg/d). Altri Autchanno invece studiato
I'effetto di diete short-term con alto apporto @iob (3g/Kg/d vs 1.5g/Kg/d) in
soggetti giovani (241 anni) ed anziani (70+2 arsapi [123]. Il risultato di
questo studio indica che aumentare l'introito poateaumenta il bilancio azotato
in entrambi i gruppi e non potenzia la sintesi @icd, ma l'impiego post-
assorbitivo delle proteine come energia. Inoltr&HR dei soggetti anziani, gia
ridotto rispetto a quello dei giovani, non aumesdane in questi ultimi favorendo,
quindi I'incremento degli effetti catabolici posssaorbitivi.

Infine, i dati di questo studio, sebbene in manierdiretta, consentono di

affermare che le variazioni della composizione oocgp osservate nel corso
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dell'invecchiamento consistono non soltanto in umduzione della massa
muscolare, ma anche in una piu marcata variaziefla thualitd” del muscolo.
Tale processo di invecchiamento sembra piu pregusie soggetti di sesso
maschile rispetto alle donne del nostro campionée caicordiamolo,
all'arruolamento presentavano la stessa eta. Dadrireentali nell’animale
confermano che le modificazioni strutturali e fwrali, che avvengono del
muscolo nellinvecchiamento, derivano da complesse non ancora
completamente note variazioni della attivita mitodioale e della ridotta sintesi di
proteine “nobili” rispetto allincremento delle gieine di sostegno come
collageno e proteine della matrice extracellula@d] 125].

Le modificazioni strutturali, ultrastrutturali e rfmionali che il processo di
invecchiamento produce nella massa magra non smuwacompletamente note.
L’indeterminazione della capacita di “produzionef dreatina e quindi di
creatinina associata alla difficoltosa stima dedlale quantita massa magra di un
soggetto anziano, per quanto sin qui descrittapkoéano linaffidabilita della

creatininemia come marcatore di GFR in questa oatedi soggetti.

Limitazioni dello studio

Una limitazione potrebbe derivare dalla scarsa masi della popolazione in

esame, nonché dal fatto che i soggetti selezi@matio tutti in buone condizioni

di salute all'inizio dello studio e quindi i presenisultati potrebbero non essere
rappresentativi di una popolazione geriatrica ndema

Una seconda limitazione € a breve durata del folipvehe potrebbe aver limitato
le osservazioni prospettiche delle variabili laboratiche prese in esame.

La mancanza di un gold standard di riferimento [gemisura del GFR nel

campione di anziani analizzato ha inoltre impeditmltre, di verificare la
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precisione e l'accuratezza delle varie formuletoina analizzate applicabili nella
pratica clinica.

La mancata conservazione di campioni della racaait@aria delle 24h non ha
consentito la possibilita di confronto delle formudi stima con la misura della

clearance della creatinina e una piu attendibiunai del bilancio azotato.

STUDIO Il (trasversale)

La precisione dei metodi di misura di GFR basdtastlearance plasmatica di un
qualsiasi marcatore esogeno € in genere buona roa €Vgrr = 2% di
variabilita statistica [53]. Tale precisione e admg a rilevare una variabilita
intra-individuale su tempi brevi dell'ordine del58 [53]. Altrettanto non si puo
dire delle formule di stima del GFR (Cockcroft aG@ult, MDRD, etc.) che
utilizzano la concentrazione plasmatica della @nest e parametri
antropometrici o demografici quali variabili suredg della massa muscolare.
Tutte queste formule non appaiono adeguate allpasdo monitorare nel tempo
piccole variazioni di funzionalita individuale irugnto si discostano dalle misure
di GFR con clearance plasmatica con coefficientvatiazione ben superiori al
10%. Infatti il gruppo “Mario Negri” di Bergamo[ll7ha riportato che la
percentuale di valori di Cyfr entro £10% varia dal 20 al 45% a seconda delle
formule utilizzate. Inoltre, una comune criticaaita alle formule Cockcroft and
Gault (C-G) e MDRD é che non vengano adeguatanmet# in considerazione
il sesso dei soggetti, che determina differenzexcgpalmente per la massa
muscolare, a cui € legata la produzione di creainé le variazioni della massa

muscolare con l'eta.
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Le formule di eGFR, e tra queste la formula C-G BRI rappresentano i piu
diffusi strumenti oggi impiegati in clinica per teterminazione della funzione
renale. Numerosi studi dimostrano, pero, che ladaati predizione di queste,
come di altre meno diffuse formule, si riduce ans@esibilmente quando si cerca
di applicarle a pazienti con caratteristiche défdr rispetto a quelle della
popolazione sperimentale studiata. Inoltre, conmeodirato di seguito, pressoché
tutte le formula di eGFR presentano una accurateeaesa proprio nella fase di
esordio del declino della funzione renale.
Nel 1976 Cockcroft e Gault pubblicarono il loro ditu[70] su un campione di
249 soggetti maschi di etd compresa tra 18-92 argtn un range di clearance
della creatinina misurato tra 11lml/min e valori mafi. Inserendo in un
diagramma le medie delle escrezioni urinarie giliera di creatinina calcolate
come u-Cr/kg per ogni gruppo di eta verso I'eta iaelil ogni decade, gli Autori
derivarono la seguente formula di regressione:

24h uCr/kg (mg/kg) = 28 — (0,2*eta in anni)
Attraverso una semplice conversione matematicaoét® pertanto la stima della
clearance della creatinina per i soggetti mascaifdrmula di predizione per il
sesso femminile fu ottenuta correggendo quellai peaschi moltiplicata per un
fattore 0.85 in considerazione della minore masagrendelle femmine.
La formula MDRD semplificata a 4 variabili, propastda Levey e coll.
nelllambito del MDRD Study [118] e divenuta la miffusa formula di stima del
GFR [118] tanto da essere suggerita dalle Lineed&unternazionali come
strumento per la stadiazione delle nefropatie.
E’ stato dimostrato che C-G pu0 sovrastimare iIRGper valori ridotti di
funzione renale oppure nei soggetti giovani, ngigetti con sovrappeso od obesi

e nelle donne [114, 115] e sottostimare i valdti @il GFR [116]. D’altro canto,
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diversi Autori hanno indicato come anche la formMBRD presenti un vario
grado di in accuratezza, sottostimando in manieideate il GFR ai valori
altif114, 116], nei soggetti di sesso femminileglhebesi.

Gli unici lavori di confronto tra C-G e MDRD con (EFR misurato con la
clearance plasmatica dell'ioexolo, utilizzata nestno studio, confermano questi
riscontri: C-G risultava relativamente piu accuratasoggetti con modesta o
minima riduzione della funzione renale, laddove MDRresentava una migliore
performance nei soggetti con trapianto renale afficgenza renale [117]. Un
relativo vantaggio della MDRD rispetto alla C-G swte nel fatto che, per questa
ultima, 'errore relativo ljias) e direttamente correlato al BMI, portando quindi
tanto alla sovrastima del GFR degli obesi quanta sbttostima del GFR dei
pazienti sottopeso .

Recentemente Virga e coll. hanno proposto una ntmwaula per la stima della
clearance della creatinina studiando 530 paziegitiVéneto con vario grado di
danno renale (creatinina media 2.66£2.61 mg/digeah50-15.4; clearance della
creatina media 55.2+38.2 ml/min, range 2.1-144)|.[&h correlazione tra la
formula di Virga e il mMGFR con la clearance pladozatdi ioexolo e risultata
ottima (r=0.856). La formula di Virga, similmenteGG, predice la clearance
della creatinina, ma distingue due diversi modsillregressione per la stima del
GFR nel maschio e nella femmina. Questa soluzidapetto a quella proposta
per la stima della clearance della creatinina ce®@ @er le donne che suggerisce
una riduzione del 15% della stima del maschio, d#ppaun sensibile
miglioramento nelle performance (errore % medio.3+28.3 vs + 5.2+30.1 vs -
11.4+£25.9, p<0.0005, rispettivamente GFRVirga vsRGE vs GFRMDRD).
Anche lo studio di Virga conferma la costante sitina del GFR da parte di

MDRD in entrambi i sessi.
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Infine, il Gruppo della Mayo Clinic ha sviluppatma nuova formula (Mayo
Clinic Quadratic — MCQ-) basata su dati relativB20 soggetti con funzione
normale o ridotta [116]. La formula, che restiteista stima del GFR in
ml/min/1.73n%, & costruita su tre variabili delle quali unactaatinina, & elevata
al quadrato (sesso, eta in anni e creatinina ilb)g/

Cirillo e coll. hanno confrontato le performanceadcuratezza e precisione della
GFRCG, GFRMCQ e GFRMDRD rispetto al mGFR misuratm clearance
dell'inulina, in 380 soggetti di ambo i sessi canpmo range di eta (18-88 anni) e
funzione renale (media mMGFR 75.9 ml/min/1.?3mrange 8.2-158.8;
creatininemia media 1 mg/dL, range 0.51-9.02) [1@3] Autori concludono che
la variabilita della predizione del GFR evidenzidtlla tre formule dipende da
sesso, eta e BMI; inoltre la precisione € lievermentggiore per GFRMDRD
rispetto a GFRCG ai bassi livelli di GFR, ma sinmpler i valori non ridotti; la
GFRMCQ risulta la formula meno precisa. | risultgtiindi suggeriscono che
I'accuratezza della predizione del GFR tende arsidoei soggetti anziani, negli
obesi con GFRCG e per funzione renale solo lievémedotta con GFRMDRD.
Il lavoro di Cirillo e coll. non aveva previsto eterminazione diretta della
composizione corporea mediante esame DXA dei sbggatliati. | risultati di
questi autori comunque, individuano nel BMI, un igadore surrogato ed
impreciso di composizione corporea, una importéattere per il potenziamento
dell'accuratezza delle formule. In realta, come alirato da altri autori e da noi
in questo studio, il BMI e piuttosto un indicatode “adiposita” che di massa
magra.

Pochi studi hanno direttamente esaminato la rateztca GFR, creatininemia e
composizione corporea intesa come quantificazioeléa dnassa magra (Lean

Body Mass) o, ancora meglio, della massa muscolareffetti tutte le formule
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basate sulla creatininemia includono parametri dw@o indirettamente
espressione di massa muscolare (I'eta, il sessa))'@moluzione principale di
qgueste formule di stima, cioé la sostituzione diap®etri surrogati di massa
corporea, con le misure dirette di massa muscaarstata compiuta solo da
Donadio e coll. [120] e piu recentemente da Taglooll.

Per poter confrontare I'accuratezza dei vari eGabbiamo utilizzato un grafico
di Bland Altman modificato, dove sullasse X e etatiportato il GFR di
riferimento e non la media con il eGFR testato fB&mGFR]/2).

L’accuratezza delle formule valutata mediante fetBnza percentuale in valore
assoluto (Tab. XllI) si € dimostrata migliora peDRD (18.31%), ma altrettanto
buona sia per la formula di Virga (19.19%)e per TAN.20%) che per CG
(19.97%).

Abbiamo quindi verificato I'accuratezza relativd(¢ GFR-mGFR)/mGFR|*100 )
delle varie formule di stima del GFR attraversg&acentuale di pazienti il cui
eGFR risultasse entro il 15, 30 e 50% al di sopsad sotto del MGFR. Anche in
guesto buone performances nella previsione accuigltaeGFR spettano alla
formula di Virga (52% di pazienti ricadevano enird5% di errore percentuale
assoluto) seguita dalla C-G e dalla formula di ®aytispettivamente 47 e 45%
dei pazienti con errore percentuale assoluto <159tando si consideri un
margine piu ampio dell’errore percentuale assaligita stima del GFR (<30%) la
migliore performance € a carico di MDRD (83% deizipati) contro
performances lievemente minori di CG e Virga ( 88%r %, rispettivamente).

Un lavoro pubblicato recentemente nel J Am Soc K#di26] ha verificato le
performance della MDRD in una vasta (5504 pz) eéavpopolazione di pazienti
che ha partecipato a dieci studi sperimentali opdpolazione nel corso

dell'ultimo decennio. Questa popolazione comprendepit robusto numero di
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soggetti con diabete di tipo 1 e 2, donatori dierensoggetti con classi minori di
CKD, non adeguatamente rappresentati nell'originatudio MDRD da cui sono
state derivate le formule di stima del GFR. Rispeit pazienti dello studio
MDRD, i pazienti raccolti nel database comune preseano un mGFR piu alto
(79.9425.9 vs 40+21 ml/min/1.73n, ma etd (49+18 vs 51+13 anni) e BMI
simili. Per quanto riguarda il BMI i pazienti dedtdbase comune presentavano in
circa pari proporzioni normo-, sovrappeso ed obe@6, 40, 34%). | risultati di
guesto studio sono sovrapponibili ai dati riscantnal nostro piccolo campione
di casi. La formula MDRD presenta il minor biasaenhaggiore precisione per
mMGFR<60 ml/min/1.73/ sottostima i MGFR tra 60-119 ml/min/1.73me
sovrastima mGFR per valori >120ml/min/1.73nL’accuratezza, considerata
come errore relativo percentuale entro il 30% déRR, e circa sovrapponibile
nelle due classi di eGFR (<60 >%0 ml/min/1.73r) (83%), ma inferiore a
quella riscontrata nello studio MDRD (90%).

Sebbene estremamente limitati ed ancora prelimimarostri dati confermano
guanto riportato in letteratura relativamente altarsa precisione ed accuratezza
della MDRD nella diagnosi precoce di nefropatiauviadrabile nelle prime due
classi CKD. Le ipotesi costantemente avanzate dai Autori per spiegare la
scarsa accuratezza per i valori elevati di GFR istm®0 principalmente nella
difficolta di definire una sicura calibrazione ldetreatinina, ma soprattutto nella
variabilita della massa muscolare e della dieta ghi@ marcatamente
interferiscono nella produzione di creatinina induale. Le variabili surrogate
per la stima della massa magra, di volta in vaiteodotte nelle varie formule, si
sono manifestate per la maggior parte insoddistacen

Per tale motivo, l'ulteriore valutazione dei dadiccolti dalla nostra casistica ha

avuto lo scopo di quantificare la massa muscolarel@ metodica DXA. | dati di
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correlazione multivariata evidenziano come la massescolare, da cui viene
prodotta la creatinina endogena giornaliera, siretiordirettamente con la
circonferenza del braccio, della gamba, ma mol&zssanente con altri parametri
antropometrici di comune impiego in clinica, conheéBMI e la circonferenza
addome. In particolare questi ultimi parametri Iteoo essenzialmente
espressione della massa grassa (Fat-tot). | datiadéro studio evidenziano una
scadente correlazione del BMI sia con la massa antajale corporea che con
guella degli arti e con la quota di produzionealeheatinina individuale.
Stimando, quindi, trascurabile la quota di escmziextrarenale in virtu dello
stato stazionario in cui si trovavano i pazienpee i livelli di GFR lontani dalla
grave insufficienza renale, la quota di produzidinereatinina € stata derivata
attraverso una semplice formula matematica daliane:

GFR = 1/Cr * k (dove k equivale alla produzionecgatinina in mg/min).

E’ evidente che una stima, la piu precisa possildiek, cioé della produzione
endogena di creatinina e in ultima analisi di LBMtrebbe consentire di
migliorare la performance delle formule di stimd @&R. Applicando modelli
matematici di regressione lineare e scartando tepomenti della composizione
corporea non statisticamente significative abbiasumenziato che il piu forte
predittore di massa muscolare fonte della creaimiria massa muscolare degli
arti (appendicolare) (0.601; P<0.0001). Singolarmente anche variabili
importanti come quelle demografiche (eta, sessuaktil peso e l'altezza non
sono risultate significative a dimostrazione chigetpossono soltanto contribuire
con peso differente alla stima della massa magtetaL considerata come
variabile continua é risultata correlata in maniekeersa alla quota di produzione

della creatinina, sebbene con una debole signifiat(p= 0,027). Sicuramente
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I'esiguo numero dei casi studiati e la prevalengbsgsso maschile tra i soggetti
con meno di 60 anni rappresentano un limite pestguealutazione.
Abbiamo, infine, ipotizzato di poter stimare la m@asnuscolare di un soggetto
attraverso semplici misure antropometriche senzacdrso a determinazioni
strumentali. La correlazione di regressione cha legproduzione di creatinina
alle misure antropometriche e alle variabili denadighe, escludendo di volta in
volta quelle non statisticamente significative, imdine mostrato una stretta
relazione solo con il sesso maschile, la circomieaedel braccio e quella
dell’addome nella formula:
Cr-PROD =-0.366115 + (0.28081 se maschio) — (BG2irc-addome in cm)

+ 0.042854 * Circ-braccio (in cm)
La formula di regressione risulta significativa®R.780; P<0.0001).
La nota differenza per sesso della LBM e stata exomdita in questo studio. Si
noti che la formula riporta tra i regressori, e edta significativita statistica
(0,042854*circ.braccio; p<0,0001; -0,00275*cirdathe, p=0,05), anche la
circonferenza del’addome che abbiamo dimostraseresun piu forte predittore
della massa magra. Il coefficiente di regressioeaccirc. addome ha pero un
valore negativo. Pertanto, nella formula, la qudtanassa lipidica comunque
compresa nella misura della circonferenza del waserrebbe “corretta” dalla
sottrazione della frazione della circ.addome.
Con una casistica ancora cosi limitata non & n@straizione quella di proporre
una formula per stimare il GFR alternativa a quetleamerose, disponibili in
letteratura e validate in ampie popolazioni. Lenfale per la stima della
produzione della creatinina hanno costituito giusto modello per testare le
nostre ipotesi circa la predizione della massa magrdella relativa quota di

produzione di creatinina. Similmente alla origimaformula MDRD e C-G,
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nessuna delle altre formule per la stima del GF&aéa condotta in coorti di
pazienti con valori di creatinina vicini alla norlita e con GFR solo
marginalmente ridotto. Cio spiega uno dei prindipabtivi per il quale nessuna
delle formule testate sia particolarmente accueapaecisa nel range di funzione
renale appena al di sotto della normalitd scelionostro studio. Una seconda
ragione é il problema della corretta calibraziomdiadcreatininemia, in uso nei
Laboratori di Cleveland, ancora non universaimexeettata. Il terzo motivo sta
nel fatto che, perché le formule di stima possammui@tamente predire il GFR, la
creatinina dovrebbe essere considerata un markenleid di filtrazione
glomerulare, quando € a tutti noto che cid nonorisie alla realta. L'incertezza
nella definizione quantitativa della massa magraisgolare), soprattutto in
determinate categorie di soggetti (obesi, anzsgsso femminile), costituisce un
ulteriore importante limite nella predizione acdardel GFR. Come dimostrato
dai recenti studi, questi fattori rivestono maggiamportanza nella scarsa
accuratezza delle formule per i valori alti di GERn W e coll. hanno verificato
che con l'aggiustamento per LBM, calcolato con folandi Zasadny KR
([0.9*(altezza in cm — 152) + (50 se maschio, 4&5emmina)], il miglioramento
della accuratezza di molte delle formule note itefatura € in realtd piuttosto
modesto (R=0.25-0.30) in una coorte di soggetti con normoiome renale
[127]. Nello stesso studio emerge che C-G corqg¢talLBM fornisce una stima
pit vicina al mGFR ¥Tc DPTA), ma non tanto accurata da rimpiazzare le
metodiche con radionuclidi.

Ulteriori studi in un campione piu vasto di sogpetton casistica piu complessa,
saranno necessari per la validazione di questaregyar la proposta di una nuova
e piu accurata formula di stima del GFR.

Limitazioni dello Studio Il
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I limiti di questo studio consiste essenzialmenpstituiti nella limitazione del
campione di casi e nel disomogeneo bilanciamemto maschi e femmine. Un
secondo limite consiste nella differente calibraeiael dosaggio della creatinina
rispetto agli standards utilizzati dal Laboratodp Cleveland dove la formula
MDRD é stata generata. La correzione della calibrez effettuata attraverso la
verifica di uno stesso campione di sieri dosatingblLaboratorio di Verona che a
Cleveland ha consentito una certa, ma non assohdazione dell’errore
analitico. Cid nonostante i risultati confermangdtesi dell'importanza della
determinazione della massa muscolare per la stitnaqeurata della produzione
individuale di creatinina. Le formule di verificaelde ipotesi escludono, per il
momento, il contributo di parametri demografici ®rapometrici classici nella
predizione della massa muscolare ad eccezioneedsb snaschile. A causa della
scarsita del campione, la correlazione inversalardaBM e I'eta, nota dalla
letteratura, non e stata qui confermata con sigatifiita statistica ma solo come
tendenza. Migliori i risultati della correlazioneat quota di produzione di

creatinina ed eta considerata per fascia (<60 car®0).

VIII-CONCLUSIONI

STUDIO | Prospettico La determinazione della funzione renale rappriasen

indispensabile strumento per l'identificazione p@x e per il monitoraggio delle
malattie renali, soprattutto nell’anziano risultassere uno strumento
indispensabile nella comune pratica clinica pegdiastamento terapeutico di
farmaci e l'indicazione ad esami radiologici con zziedi contrasto. Troppo
indaginose e costose le tecniche invasive che usaistanze marcate con
radioisotopi e i mezzi di contrasto radiologici. lsala determinazione della
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creatininemia e un indicatore inaffidabile del eGR& soggetti anziani sani,
obesi, malnutriti, con recenti e rapide variaziated peso corporeo, in stato
anasarcatico e con sindrome nefrosica e nei sancpEbesi. Soprattutto negli
anziani sani e con funzionalita renale ancora awase risultano inapplicabili le
formule matematiche di stima del GFR “creatininedt. La riduzione della
massa magra, piu precoce nel maschio, si accompagnana riduzione
proporzionalmente maggiore dell’attivita sintetit@tabolica del muscolo.

| nostri risultati suggeriscono una specifica tdilidella cistatina C nella
valutazione della funzionalita renale nell'anziamgottolineando la sua
indipendenza dalle modificazioni della composiziamgporea eta-correlate. Le
ipotesi formulate in questo studio, se confermate dhti sperimentali,
suggeriscono la necessita di adottare formule idiastlel GFR “dedicate” alle

persone anziane proprio come gia in uso per i bambi

STUDIO 1l TrasversaleQuesto studio conferma la grande variabilita ecarsa

accuratezza delle principali formule per la stineh @FR, ampiamente usate in
clinica e fortemente promosse dalle Linee Guidaridzionali, soprattutto nei
pazienti con iniziale decurtazione della funzionaeale, obesita, eta avanzata o
giovanile e sesso femminile. | limiti dellaccurata delle formule di stima,
verificate in questo lavoro, consistono nella saaitae differenza che esiste tra le
caratteristiche della popolazione sulle quali éaststruita la formula e quelle
della popolazione oggetto del nostro studio (eteia, GFR, patologie associate,
dieta, etc.). L'accuratezza delle formule di stided GFR piu diffuse (MDRD,
MCQ, C-G) si riduce sensibilmente quando si applcaoggetti con lieve

decurtazione del GFR.
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L’ipotesi che l'incertezza nella corretta definim® quantitativa della massa
magra, da cui origina la creatinina di ogni soggedta il principale determinante
del bias delle formule e stato confermato in questiedio. La valutazione
attraverso misurazioni dirette della LBM e la carome del GFR per questo dato
ha evidenziato una relazione molto superiore rispat parametri surrogati di
composizione corporea come l'eta, il peso, l'aleezka stima della quota di
produzione della creatinina & possibile, sebbedatii siano ancora preliminari,
attraverso semplici e ripetibili determinazioni ramometriche dirette che non
richiedono il ricorso a costose tecniche diagnbstic

La societa scientifica nefrologica sta impiegandudevoli energie al fine di
correggere i maggiori bias che interferiscono coa accurata valutazione del
GFR (standardizzazione del dosaggio della creamia e verifica e validazione
delle formule di stima del filtrato). Il semplic@shaggio della creatininemia non e
in grado di individuare con sufficiente accuratekzatadio funzionale CKD in un
ampissima quota della popolazione. Pertanto, nangssere piu giustificata da
parte del Medico una valutazione approssimativanéuitiva” della funzione
renale sulla base del semplice dosaggio dellaiomeamia. Allo stato attuale,
pero, le formule piu diffuse per la stima del GERRbbene molto migliori della
creatininemia di per sé, presentano un grado dicimatezza maggiore proprio
negli stadi iniziali delle malattie renali. Cichiede quindi uno sforzo educativo
sullimportanza della interpretazione clinica deésuitati per le conseguenze
connesse alle scelte terapeutiche nel singolo pi@z{ad esempio chemioterapia,
antibioticoterapia, ipoglicemizzanti orali, antigoganti, etc), se non per le
valutazioni prettamente prognostiche e/o di valot@a del rischio globale a

medio e lungo termine.

93



IX- BIBLIOGRAFIA

1-Renal data systeB005annual data report:atlas of end-stage renakdee in
the united stateBethesda,Md.:National Institute of Diabetes amgeBtive and
Kidney Diseases,2005.

2-Coresh J,Bird-Holt D,Astor BC,et &hronic Kidney disease
awareness,prevalence, and trends amdrfg.adults,1999 to 20QDAmM Soc
Nephrol 2005;16:180-8.

3-National Kidney FoundatioiK/DOQI clinical practice guidelines for chronic
kidney disease: evaluation,classification,and #ition.Am J Kidney Dis
2002;39:suppl 1:S1-S266.

4- Go AS, Chertow GM, Fan D, McCulloch CE, HsuGhwronic kidney disease
and the risk of death, cardiovascular events, anspitalization N Engl J Med
2004; 351: 1296-305.

5- Heymsfield SB, Arteaga C, McManus C, et lleasurement of muscle mass
in humans: validity of the 24-hour urinary creatieimethodAm J Clin Nutr 37:
478-494, 1983.

6- Horber FF, Scheidegger J, Frey B¥erestimation of renal function in
glucocortcoid treated patient&ur J Clin Pharmacol 28: 537-541,1985.

7- James GD, Sealey JE, Alderman M, efdbngitudinal study of urinary
creatinine and creatinine clearance in normal sulge Race, sex, and age
differencesAm J Hypertens 1:124-131,1988.

8- Lew SQ, Bosch JHEffect of diet on creatinine clearance and excretio
young and elderly healty subjects and patienth vahal diseaseJ Am Soc
Nephrol 2:856-865,1991.

9- Mayersohn M, Conrad KA, Achari:R he influence of a cooked meat meal on
creatinine plasma concentration and creatinine cieae Br J Clin Pharmacol
15:227-230,1983.

10- Shemesh O., Golbetz H., Kriss JP, Myers Bibiitations of creatinine as a
filtration marker in a glomerulopathic patienkddney Int 1985;28: 830-838.

11- Lesley A. Stevens, Andrew S. Levélinical implications of Glomerular
Filtration Rate (GFR) Estimating Equationdephrology Rounds 2006;Vol.4
IssueZ2.

12- Bonsnes RW, Taussky HBn the colorimetric deterrmination of creatinine
by Jaffé reactionJ Biol Chem 1945;158:581-591.

94



13- Jaffe M:Uber den Niederschlang welchen pikrinsaure in ndemadarn
erzeigt und Uber eine neue Reaction des Kreatiifthysiol Chem.
1886;10:391-400

14- Young DSEffects of drugs on clinical laboratory te8% ed Washington
DC, American Association of clinical Chemistry Pyd990,pp3-128.

15- Kroll MH, Hagengruber C, Elin RReaction of picrate with creatinine and
cepha antibioticsClin Chem 1984;30:1664-1666.

16- Doolan PD, Alpen EL, Theil GB: Clinical appraisal of the plasma
concentration and endogenous clearance of creagirhAm J Med 1962; 32: 65-
79.

17- Fabiny DL, Ertingshausen Gutomated reaction-rate method for
determination of serum creatinine with the Certhi&m Clin Chem 1971;17:
696-700.

18- Gerard SK, Khayam-Bashi Bharacterization of creatinine error in ketotic
patients: A prospective comparison of alkaline giermethods with an enzymatic
method Am J Clin Pathol 1985;84:659-664

19- Hood B, Attman P, Ahimén J, Jagenburd@nal hemodynamics and
limitations of creatinine clearance in determinifigyation rate in glomerular
diseaseScand J Urol Nephrol 1971;5:154-161.

20- Lesley A. Stevens, Josef Coresh, Tom GreendreAis. LeveyAssessing
Kidney Function — Measured and Estimated GlomerEitiration Rate N Engl J
Med 2006; 354: 2473-83

21- James GD, Sealey JE, Alderman M, efAdbngitudinal study of urinary
creatinine and creatinine clearance in normal sulge Race, sex, and age
differencesAm J Hypertens 1988;1:124-131.

22- Horber FF, Scheidegger J, Frey ®yerestimation of renal function in
glucocortcoid treated patient&ur J Clin Pharmacol 1985;28: 537-541.

23- Brod J, Sirota JHEhe renal clearance of endogenous “creatinine” iannJ
Clin Invest1948; 27:645-654.

24- Bauer JH, Brooks CS, Burch RRenal function studies in man with
advanced renal insufficiencam J Kidney Dis 1982;2:30-35.

25- Fuller NJ, Elia MFactors influencing the production of creatinine:
Implications for determination of urinary creati@rand creatine in marClin
Chim Acta 1988;175:199-210.

26- Carrie BJ, Golbetz HV, Michaels AS, Myers BDreatinine: An inadequate
filtration marker in glomerular diseaseAm J Med 1980;69: 177-182.

95



27- Pasternack A, Kuhlback Biurnal variations of serum and urine creatine
and creatinineScand J Clin Lab Invest 1971;27: 1-7.

28- Rosano TG, Brown HHAnalytical and biological variabilty of serum
creatinine and creatinine clearance: Implicatiows €linical interpretation Clin
Chem 1982; 28: 2330-2331.

29- Simonsen O, Grubb A, Thysell Hhe blood serum concentration of cystatin
C (gamma-trace) as a measure of the glomerulaatibn rate Scand J Clin Lab
Invest 1985;45: 97-101.

30- Barrett AJ, Davies ME, Grubb Ahe place of human gamma-trace (cystatin
C) amongst the cysteine proteinase inhibit@dgochem Biophys Res Commun
1984;120:631- 6.

31- Brzin J, Popovic T, Turk V, Borchart U, MachlileWW. Human cystatin, a new
protein inhibitor of cysteine proteinasd&iochem Biophys Res Commun
1984;118:103- 9.

32-

32- Schwabe C, Anastasi A, Crow H, McDonald JK,rB&rAJ.Cystatin Amino
acid sequence and possible secondary strucBitechem J 1984;217:813—7.

33- Turk V, Brzin J, Longer M, et dProtein inhibitors of cysteine proteinases:
[ll. Amino-acid sequence of cystatin from chickgg white.Hoppe-Seyler's Z
Physiol Chem 1983;364:1487 — 96.

34- Abrahamson M, Olafsson I, Palsdottir A, etSttucture and expression of the
human cystatin C genBiochem J 1990;268: 287— 294.

35- Grubb AO. Cystati€—Properties and use as diagnostic marketv Clin
Chem 2000;35:63-99.

36- Dharnidharka VR, Kwon C, Stevens&erum cystatin C is superior to serum
creatinine as a marker of kidney function: a metalgisis.Am J Kidney Dis
2002;40:221- 6.

37- Risch L, Herklotz R, Blumberg A, Huber ARffects of glucocorticoid
Immunosuppression on serum cystatin C concentraiionenal transplant
patients.Clin Chem 2001;47:2055-9.

38- Fricker M, Wiesli P, Brandle M, Schwegler Bh&dd C.Impact of thyroid
dysfunction on serum cystatin Kidney Int 2003;63: 1944— 1947.

39- Wiesli P, Schwegler B, Spinas GA, SchmidS€rum cystatin C is sensitive to
small changes in thyroid functio@lin Chim Acta 2003;338:87-90.

40- Dharnidharka VR, Kwon C, Stevens&erum cystatin C is superior to serum

creatinine as a marker of kidney function: a metalgsis.Am. J. Kidny Dis.
2002;40:221-226.

96



41- Tanaka A. Suemaru K. Araki A.new approch for evaluating renal function
end its practical application]. Pharm. Sc. 2007; Sep 8.

42- Finney H, Newman DJ, Thakkar H eRaference ranges for plasma cystatin
C and creatinine measurements in premature infar@snates, and older
children. Arch Dis Child82:71-75, 2000.

43- Norlund L, Fex G, Lanke Reference intervals for the glomerular filtration
rate and cell-proliferation markers: serum cysta@rand serum beta 2-
microglobulin/cystatin C-ratioScand J Clin Lab Inve&7:463—-470, 1997.

44- Vinge E, Lindergard B, Nilsson-Ehle P, GrubbRElationships among serum
cystatin C, serum creatinine, lean tissue massgdoisherular filtration rate in
healthy adultsScand J Clin Lab Inve8§9:587-592, 1999.

45- Pucci L, Triscornia S, Lucchesi D, Fotino Cll&gini G, Pardini E, Miccoli
R, Del Prato S, Penno @ystatin C and estimates of renal function: searghi
for a better measure of kidney function in diabg@@tients Clin Biochem 2007,
53 (3) 480-8.

45- Perkins BA, Nelson R, Ostrander B, Blouch Kol€éwski A, Myers B,

Warram J.Detection of renal function decline in patients twiliabetes and
normal or elevate GFR by serial measurements ofursercystatin C

concentration: results of a 4 years follow-up studlyAm Soc Nephrol 2005; 216:
1404-12.

46- Menon V, Shlipak MG, Wang X, Coresh J, GreerSiigvens L, Kusek JW,
Beck GJ, Collins AJ, Levey AS, Sarnak MJystatin C as a risk factor for
outcome in chronic kidney diseage Intern Med 2007; 147: 19-27.

47- Shlipak MG, Sarnak MJ, Katz R, Fried LS, SetngL, Newman AB,

Siscovick DS, Stehman-Breen @Cystatin C and the risk of death and
cardiovascular events among elderly persoNsEngl J Med 2005; 352 (20):
2049-60.

48- Levey AS:Measurement of renal function in chronic renal dise Kidney
Int 1990;38:167-184

49- Smith HW, Goldring W, Chasis H:he measurement of tubular excretory
mass, effective blood flow and filtration rate etnormal human kidney Clin
Invest 1938;17:263-278.

50- Nosslin, B.:Determination of clearance and distribution volumvih the
single injection tecniqueActa med scan. Suppl 1965;442:97.

51- Schnurr E, Lahme W, Kiuppers Measurement of renal clearance of inulin
and PAH in the steady state without urine collattiGlin Nephrol 1980;13:26-
29.

52- Frennby B., Sterner G.Contrast media as marker of GFEur Radiol.
2002;12:475-484 .

97



53- Sambataro, M., Thomaseth, K., Pacini, G., RdbaC., Carraro, A.,
Bruseghin, M., Brocco, E., Abaterusso, C., DeFer@u, Fioretto, P., Maioli, M.,
Tonolo, G.C., Crepaldi, G., and Nosadini,Hkasma clearance rate of 51Cr-
EDTA provides a precise and convenient techniqueneasurement of
glomerular filtration rate in diabetic humand.Am Soc Nephrol 1996;7:118-127.

54- Broechner-Mortensen ,JA simple method for determination of glomerular
filtration rate. Scan. J. Clin Lab. Invest 1972;30, 271-274.

55- Prueksaritanont T, Chen ML, Chiou WEimple and micro high-prformnce
liquid chromatographic method for simultaneous deiaation of p-
aminohippuric acid and iothalamate in biologicalifis.J Chromatogr
1984;306:89-97.

56- O'Reilly PH, Brooman PJC, Martin PJ, et &lccuracy and reproducibility of
a new contrast clearance method for the determomatif glomerular filtration
rate. BMJ 1986,;293:234-236.

57- Schwartz GJ, Furth S., Cole SR, Warady B., Mufio Glomerular
Filtration Rate via plasma iohexol disappearanciéofstudy for chronic Kidney
disease in childreKidney Int 2006; 69,2070-2077.

58- Stake G, Monn E, Rootwelt K, MonclairThe clearance of iohexol as a
measure of the glomerular filtration rate in chiér with chronic renal failure
Scand J Clin Lab Invest 1991;51:729-734.

59-Brown SCW, O’Reilly PHlohexolo clearance for the determination of
glomerular filtration rate in clinical practice: Hdence for a new gold standard
Urol 1991;146:675-679.

60- Gaspari F, Perico N, Matalone M, et &lrecision of plasma clearance of
iohexol for estimation of GFR in patients with redseaseJ Am Soc Nephrol
1998;9:310-313.

61- Gaspari F., Perico N., Ruggenenti P., MosconAmucastegui C.S., Guerini
E., et alPlasma clearance of nonradioactive ioihexol aseasure of
glomerular filtration rateJ Am Soc Nephrol1995; 6:257-263.

62- Turner ST, Reilly SLFallacy of indexing renal and systemic hemodynamic
measurement for body surface ar@a J Physiol 1995;268: R978-R988.

63-Mc Cance RA, Widdowson EM:he correct physiological basis on wich to
compare infant and adult renal functidoancet 1952; 2:860-862.

64- Du Bois D, Du Bois EFA formula to estimate the approximate surface area
if height and weight are knowArch Intern Med 1916;17:863-871.

65-Peters AM, Allison H, Ussov WYSimultaneous measurement of

extracellular fluid distribution and renal functiomith a single injection ot ™ Tc
DTPANephr Dial Transplant 1995;10:1829-1833.

98



66- Boer PEstimated lean body mass a san index for normadizaif body fluid
volumes in human#&m J Physiol 1984;247: F632-F636.

67-Wesson LG JrRenal hemodynamics in physiological stdtephysiology of
the Human Kidney. New York, Grune & Stratton, 196996-154.

68- Van Beek E,Houben AJHM, van Es PN, etRéripheral haemodynamics of
renal function in relation to the menstrual cycl&in Sci 1996;91: 163-168.

69- Zuccala A, Zucchelli RJse and misure of the renal functional riserve
concept in clinical nephrologWNephrol Dial Transplant 1990;5:410-417.

70- Cockcroft DW, Gault MHPrediction of creatinine clearance from serum
creatinine Nephron 1976;16:31-41.

71-Taylor GO, Bamgboye EA, Oyedriran ABOO, LongeS2rum Creatinine
and prediction formulae for creatinine clearanédr J Med Sci 1982;11:175-
181.

72- Rolin HA 11, Hall PM, Wei Rinaccuracy of estimated creatinine clearance
for prediction of iothalamate glomerular filtratiomte. Am J Kidney Dis 19844
48-54.

73- Klahr S, Levey AS, Beck GJ, et allhe effects of dietary protein restriction
and blood-pressure control on the progression abolt renal diseaseN Engl J
Med 1994,330:877-884.

74-Levey AS, Bosch JP, Lewis JB, et #l. more accurate method to estimate
glomerular filtration rate from serum creatinin@: new prediction equation .
Modification of Diet in Renal Disease Study GroApn Intern Med 1999;130:
461-470.

75- Norden G, Bjrck S, Granerus G, Nyberg Gstimation of renal function in
diabetic nephropathy: Comparison of five methddisprhon 1987;47:36-42.

76- Waz WR, Feld LG, Quattrin: Serum creatinine height, and weight do not
predict glomerular filtration rate in children wittDDM. Diabetes Care 1993;16:
1067-1070.

77-Li Zuo, Ying-Chun Ma, Yu-Hong Zhou, Mei Wang, &8in Xu, Hai-Yan
Wang:Application of GFR- Estimating Equations in Chin€&sgients With
Chronic Kidney DiseaséAm J Kidney Dis, Vol 45, No3, 2005:pp 463-472.

78- Stoves J, Lindley EJ, Barnfield MC, et MIDRD equation estimates of
glomerular filtration rate in potential living Kidey donors and renal transplant
recipients with impaired graft functioephrol Dial Transplant 2002;17: 2036-
2037.

99



79- Rule AD., Larson T S.,. Bergstralh EJ etldsing Serum Creatinine to
estimatee Glomerular filtration rate: Accuracy in@d health and in Chronic
Kidney DiseaseAnn Intern Med. 2004;141:929-937.

80- Taylor TP, Wang W, Shrayyef MZ, De Anna C,. thison FN, Gadegbeku
CA: Glomerular filtration rate can be accurately prethd using lean mass
measured by dual-energy X-ray absorptiomeigphrol Dial Transplant
2006;21:84-87.

81- Virga G, Gaspari F., Thomaseth K, Cara M., Messinone R., Rossi VA
new equation for estimating renal function usinge Agody Weight and serum
creatinine.Nephron Clin Pract 2007;105: c43-c53.

82- Fliser D, Ritz E.Serum cystatin C concentration as a marker of renal
dysfunction in the elderhAm. J Kidney Dis. 2001 Jan; 37 (1): 79-83.

83- Wasen E, Isoaho R, Mattila K, Vahlberg T, Kav&lL, Irjala K.Estimation of
glomerular filtration rate in the elderly: a comgaon of creatinine-based
formulae with serum cystatin @.Inter Med. 2004 Jul; 256 (1): 70-8.

84- Zamboni M, Armellini F, Harris T, Turcato E, &tiolo R, Bergamo-Andreis
IA, Bosello O.Effects of age on body fat distribution and cardssular risk
factors in womenAm J Clin Nutr 1997; 66: 111-115.

85- Zamboni M, Turcato E, Santana H, Maggi S, Haffi, Pietrobelli A,
Heymsfield SB, Micciolo R, Bosello 'he relationship between body
composition and physical performance in older wondeAm Geratr Soc 1999.

86- Kehayas J, Fiatarone MA, Zhuang H, Roubenoffdral body potassium and
body fat: relevance to agingm J Cl Nutr 1997; 66: 904-910

87- Baumgartner RN, Stauber PM, Mc Hugh D, Koehtavl, Garry PJ.
Crosssectional age differences in body compositiggerson 60+ years of agé
Gerontol Med Sci 1995; 50(6): 307-316.

88- Zamboni M, Armellini F, Muller D, Sorkin J, Teato E, Andres R, Bosello
O. Methodological and clinical aspects of subcutandatiglistribution In: Angel
A, Anderson H, Bouchard C, Lau D, Leiter L, MenaelRR (eds). Progress in
obesity research: 7. Jhon Libbey, London, Parisn&dl996, pp 145-150

89- Enzi G, Gasparo M, Bianchetti PR, Fiore D, SamM, Zurlo F.
Subcutaneous and visceral fat distribution accagdio sex, age and overweight,
evaluated by computed tomographAyn J Clin Nutr 1986; 44: 739-746.

90- Borkan G, Hults D, Gerzof S, Robbins A, SilbériAge changes in body
composition revealed by computed tomograpgh@erontology 1983; 38: 673.

91- Kuk JL, Lee SJ, Heymsfield SB, RossWRaist circumference and abdominal

adipose tissue distribution: influence of age aar. &4m J Clin Nutr 2005; 81:
1330-1334.

100



92- Dutta C.Significance of sarcopenia in the elderBm Soc Nutr Sci 1997;
992S-993S.

93- Roubenoff RN, HughesV/Aarcopenia: current concept$ Gerontol 2000;
55(12): M716-M724.

94- Visser M, Langlois J, Guralnik JM, Cauley JApKmal RA, Robbins J,
Williamson JD, Harris TBHigh body fatness, but not low fat-free massdiote
disability in older men and women: the cardiovaacuiealth StudyAm J Clin
Nutr. 1998; 68: 584-590.

95- Visser M, Kritchevsky SB, Goodpaster BH, Newm&®B, Nvitt M, Stamm
E, Harris TB.Leg muscle mass and composition in relation to faxé&remity
performance in men and women aged 70 to 79: thdtije®ging and Body
Composition Studyl Am Geriatr Soc 2002; 50: 897-904.

96- Gallagher D, Visser M, Wang Z, Harris TB, Par®kN Jr, Heymsfield SB.
Metabolically active component of fat-free masfiuence of age, adiposity and
gender Metabolism 1996; 45(8):992-997.

97- St-Onge MP, Wang J, Shen W, Wang ZM, Allison, BiBshka S, Pierson RN
Jr, HeymsfieldDual-energy X-ray absorpiometry measured lean tsegtie mass:

different relation to body cell mass across thelalifie span.J Gerontology 2004;

59(8): 796-800.

98- Lexell J. Human aging, muscle mass and fiber type compositibn
Gerontology SerA 1995; 50A: 11-16.

99- Sreekumaran NAge-related changes in musclslayo Clin Proc 2000;
75(suppl): S14-S18.

100- Zamboni M, Mazzali G, Fantin F, Rossi A, DiaRcesco V.Sarcopenic
obesity: a new category of obesity in the eldelytr Metab Cardiovascular Dis
2008; 18: 388-395.

101-Oksa H, Pasternack A, Luomala M, Sirvid Rrogression of chronic renal
failure. Nephron 1986;35:31-34.

102- Kirschbaum BBAnalysis of reciprocal creatinine plots in renalltee. Am
J Med Sci 1986;29:401-404.

103- Coresh J, Astor BC, McQuillan G, et aCalibration and random variation
of the serum assay as critical elements of usingagons to estimate glomerular
filtration rate. Am J Kidney Dis 2002;39: 920-929.

104- Gaspari F., Ferrari S, Stucchi N, CentemerCé&irara F, Pellegrino M, et

al.: Performance of different prediction equations fe@neating renal function in
Kidney transplantationAm J Transplant 2004; 4:1826-1835.

101



105- Hoek FJ, Kemperman FAW, Krediet RA comparison between cystatin C
plasma creatinine and the Cockcroft and Gault fdanfor the estimation of
glomerular filtration rate Nephrol Dial Transpl 2003; 18: 2024-31.

106- Bland JM, Altman DGStatistical methods for assessing agreement between
two methods of clinical measuremerncet 1986;i; 307-310.

107- Baumgartner RN, Stauber PM, McHugh D, KoeléM et al. Cross-
sectional age differences in body composition irs@es 60+ years of agel
Gerontol Med Sci 1995; 50: 307-16.

108- Forbes GBLongitudinal change in adult fat free mass: inflaerof body
weight.Am J Clin Nutr 1999; 70: 1025-31.

109- Pollock MI, Mengelkoch LJ, Graves JE et ®lenty-year follow-up of
aerobic power and body composition of older trattletes J Appl Physiol 1997;
82:1508-16.

110- Zamboni M, Zoico E, Scartezzini T et &8ody composition changes in
stable weight elderly subjects: the effect of skéging Clin Exp Res 2003;
15:321-7.

111- Filler G, Bokenkamp A, Hofmann, Le Bricon &t al.: Cystatin C as a
marker of GFR: history, indication, and future raseh. Clinical Biochemistry
2005; 38:1-8.

112- Macdonald, Martora S., Jibani M., Robertsebal.: GFR Estimation using
Cystatin C Is not indipendent of Body Composi#om.J Kidney Dis 2006; 48
(5):712-19.

113- Keller CR, Odden MC, Fried LF et &idney function and markers of
inflammationi in elderly persons without chronicdkey disease: the Health
Aging and Body Composition Stud§idney Int 2007; 71: 239-44.

114- Poggio ED, Wang X, Greene T, Van Lente F, RM: Performance of the
modification of diet in renal disease and Cockcf®éult equations in the
estimation of GFR in health and in chronic kidnagedsel Am Soc Nephrol
2005;16:459-466.

115- Froissart M, Rossert J, Jacquot C, Paillard Hayillier P: Predictive
performance of the modification of diet in renabeAse and Cockroft-Gault
equations for estimating renal functiahAm Soc Nephrol 2005;16: 763-773.

116- Rule AD, Gussak HM, Pond GR, Bergstralh E&g&t MD, Cosio FG,
Larson TSMeasured and estimated GFR in healthy potentiaidyddonorsAm
J Kidney Dis 2004;43:112-119.

117- Gaspari F, Ferrari S, Stucchi N, Centemef&yara F, Pellegrino M, et al.:

Performance of different prediction equations faireating renal function in
Kidney transplantationAm J Transplant 2004; 4:1826-1835.

102



118- Levey AS, Greene T, Kusek JW, Beck @&X implified equation to predict
glomerular filtration rate from serum creatinine bgtract)J Am Soc Nephrol
2000;11: A0828.

119- Cirillo M, Anastasio P, De Santo N®elation of gender, age, and body
mass index to errors in predicted kidney functiNephrol Dial Transplant 2005;
20:1791-1798.

120- Donadio C, Annalisa L, Tramonti G, Bianchi @eatinine clearance
predicted from body cell mass is a good indicatbremal function.Kidney int
1997; [Suppl 63]: S166-S168.

121- Millward DJ. Sufficient protein for our eldersAm J Clin Nutr 2008;
88:1187-8.

122- Campbell WW, Craig AJ, McCabe JP, Carnell NlBetary protein
requirements of younger and older adults. Am J Qlitr 2008; 88: 1322-9.

123- Walrand S, Short KR, Bigelow ML, Sweat AJ, stut SM, Nair KS.
Functional impact of high protein intake on healtigerly peopleAm J Physiol
Endocrinol Metab 2008; 295: E921-E928.

124- Chabi B, Ljubicic V, Menzies KJ, Huang JH, &ah A, Hood DA
Mitochondrial function and apoptotic susceptibilily aging skeletal muscle
Aging Cell. 2008 Jan;7(1):2-12.

125- Ryall JG, Schertzer JD, Lynch GGSellular and molecular mechanisms
underlying age-related skeletal muscle wasting amhknessBiogerontology.
2008; 9(4):213-28.

126- Stevens LA, Coresh J, Feldman HI, Greene $hl}®, Nelson RG, Rahman
M, Deysher AE, Zang Y, Schmid CH, Levey AEvaluation of the Modification
of Diet in renal Disease Study equation in a lardegerse populationJ Am Soc
Nephrol 2007; 18:2749-57.

127- Lim WH, Lim EEM, McDonald SLean body mass-adjusted Cockcroft and

Gault formula improves the estimation of glomerulétration rate in subjects
with normal-range serum creatininblephrology 2006; 11: 250-6

103



