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Resumen

Objetivo: Comparar las dos técnicas analiticas mas utilizadas en la
determinacion de la digoxinemia y verificar cual de ellas atiende mejor
las necesidades de la rutina de seguimiento clinico de los pacientes con
insuficiencia cardiaca.

Métodos: En este trabajo fue investigado el perfil clinico y de labora-
torio de 15 pacientes con insuficiencia cardiaca los cuales fueron aten-
didos en el Ambulatorio para pacientes con Insuficiencia Cardiaca del
Hospital das Clinicas de la Universidad Federal de Goias, Brasil. Las
muestras de sangre de los pacientes fueron recogidas y analizadas por
Inmunoensayo y Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia acoplada a
Espectrometria de Masas (LC-MS/MS).

Resultados: Los resultados del test “t” de Student (p = 0,05) mostraron
que hubo diferencia significativa entre los dos métodos analiticos. Las
concentraciones determinadas por inmunoensayo fueron mayores que
las concentraciones determinadas por LC-MS/MS, ya que ese método
analiza la digoxina y también sus metabolitos y substancias endége-
nas, mientras que el LC-MS/MS analiza solamente la molécula de digo-
xina. Por otro lado, ninguno de los pacientes, presenté datos clinicos
relevantes sugestivos de intoxicacion digitdlica, a pesar de que varios
farmacos con potencial de interaccion estuvieron asociados al trata-
miento.

Conclusiones: A partir de los resultados obtenidos puede concluirse
que el método por LC-MS/MS se mostré mas selectivo y especifico,
siendo una opcion para la monitorizacion terapéutica de la digoxina,
desde que se obtengan valores de referencia para la digoxinemia por
LC-MS/MS.
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Therapeutic drug monitoring of digoxin in cardiac heart
failure outpatients: comparisons of two analytical methods

Abstract

Objective: To compare two analytical techniques used in the determi-
nation of plasma digoxin (LC-MS/MS and immunoassay) and to verify
which one better answer the need of the clinical monitoring routine
of patients with cardiac heart failure.

Method: The clinical findings in 15 cardiac heart failure (CHF) outpa-
tients of the Cardiac Heart Service of the Goias Federal University Cli-
nical Hospital were investigated. Blood samples of the patients were
collected and analysed by Immunoassay and by Liquid Chromato-
graphy coupled to Mass Spectrometry (LC-MS/MS).

Results: The results of the statistic test (Student p = 0,05) showed a sig-
nificant difference between the analytical methods: immunoassay con-
centrations were higher than the concentrations determined by LC-
MS/MS. The explanation may be because immunoassay method
measures digoxin plus other metabolites and endogenous substances,
while the LC-MS/MS method measures only the digoxin molecule.
None of the patients, showed relevant clinical data suggestive of digi-
talis intoxication, even several drugs with potential interaction were
associated with treatment.

Conclusion: It was concluded, therefore, that LC-MS/MS method is
safer, more selective and specific than immunoassay, being an option
for therapeutic drug monitoring of digoxin, since the reference values
would be obtain for digoxinemia by LC-MS/MS.

KEYWORDS
Digoxin; Cardiac heart failure; Plasma concentrations;
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Introduccion

La insuficiencia cardiaca (IC) es un problema de salud
publica de incidencia y prevalencia cada vez mas cre-
ciente'2. En el Brasil se estima una prevalencia de esa
enfermedad en 3,8% de la poblacion y segun datos del
Instituto Brasilero de Geografia y Estadistica (IBGE) esta
enfermedad es la causa mas frecuente de internacién
hospitalar de pacientes con méas de 60 afios>4. El estudio
EPICA, realizado en Portugal, mostré una prevalencia de
IC de 4,36% en adultos mayores de 25 afos de edad®.
Por otro lado, en Espafa el estudio PRICE evalué la pre-
valencia de IC en los pacientes mayores de 45 afos diag-
nosticados utilizando los criterios de Framingham, vy
observaron una prevalencia de 6,8%®.

La terapéutica de la insuficiencia cardiaca es realizada
por tres tipos de tratamiento: el tratamiento no farmaco-
l6gico, el farmacolégico y el quirdrgico, de acuerdo con
el grado gravedad del sindrome. El primero se refiere a la
identificacion de la etiologia y la eliminacion de las causas
no subyacentes, la eliminaciéon o correccién de los facto-
res agravantes, consejos, restricciéon de ejercicios fisicos,
oxigenoterapia, restriccion hidrica, salina y nutricional y
vacuna contra el virus de la gripe. El segundo tipo de tra-
tamiento se fundamenta en la utilizacion de varias clases
farmacoldgicas tales como los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA), los digitalicos, los
diuréticos, los antagonistas de la aldosterona, los blo-
gueadores beta-adrenérgicos, los vasodilatadores direc-
tos, los antagonistas de los receptores de angiotensina ll,
los antagonistas de los canales de calcio, los antiarritmi-
cos y los anticoagulantes?37.

La digoxina posee estrecho margen terapéutico (la
concentracion terapéutica varia de 0,5 a 2,0 ng/mL) y es
eliminada por la orina, la bilis y por biotransformacién,
con una semivida de eliminacion de aproximadamente
36 h en pacientes con funcién renal normal®°. La digo-
Xina atraviesa las barreras hematoencefalica y placentaria
y, en caso de insuficiencia renal, su semivida de elimina-
cion terminal es mayor y motiva la necesidad de un ajuste
posolégico'®12,

Junto con reacciones adversas de la digoxina, se han
descrito importantes interacciones medicamentosas,
principalmente aquellas que modifican los parametros
farmacocinéticos (absorcién, distribucion, metabolismo y
excrecion renal). Entre los farmacos que alteran la farma-
cocinética de la digoxina estan: verapamil, diltiazem,
espironolactona, amiodarona y diuréticos que causan la
deplecién de potasio como la tiazida, la furosemida y el
acido etacrinico®1314,

La monitorizacion terapéutica de farmacos (MTF, the-
rapeutic drug monitoring = TDM) consiste en la determi-
nacion de las concentraciones plasmaéticas de farmacos y
de su perfil cinético. Varios métodos analiticos han sido
utilizados para la realizacion de los estudios de MTF con
la digoxina, abordando el establecimiento de niveles

terapéuticos, el diagnoéstico de intoxicacion digitdlica, y
la evaluacion de la interaccion con medicamentos y con
alimentos. La mayoria de estos métodos utilizan equipos
automatizados para inmunoensayo y algunos técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiencia, utilizando dife-
rentes tipos de muestras biolégicas, con la intenciéon de
correlacionar la concentracion con los efectos clinicos de
la digoxina en el organismo™"7.

La determinacién de la concentracion plasmaética de la
digoxina no es un procedimiento de rutina en el Ambu-
latorio de Insuficiencia Cardiaca del Hospital das Clinicas
de la Universidad Federal de Goiads (HC-UFG), donde
aproximadamente 25% de los pacientes utilizan digoxina
y presentan marcadores que predicen mal diagnoéstico. El
perfil de las concentraciones plasmaticas de este farmaco
es desconocido y los ajustes de la dosis son realizados
empiricamente con base en los examenes clinicos. Por
ese motivo, la cuantificacion de la digoxina plasmatica en
estos pacientes se mostrd extremamente necesaria, visto
gue es un parametro esencial para determinar si la dosis
esta por debajo de la recomendada o si es toxica.

El objetivo de este trabajo fue comparar las dos técni-
cas analiticas mas utilizadas para la determinacion de
digoxina plasmatica (LC-MS/MS e inmunoensayo) e indi-
car cuél de ellas presenta mas ventajas para la rutina de
la monitorizacion terapéutica de la digoxina en pacientes
con insuficiencia cardiaca.

Material y métodos

Consideraciones bioéticas

Este trabajo fue evaluado por el Comité Etico de Inves-
tigacién en Humanos y Animales del HC-UFG con el
numero de protocolo 020/2007, siendo aprobado el
29/03/2007.

Pacientes

Fueron seleccionados 15 pacientes del Servicio de Car-
diologfa del Hospital das Clinicas de la UFG, obedeciendo
los siguientes criterios: edad superior a 18 afos, al menos
1 mes de tratamiento con digoxina y adecuada escolari-
zacion (pacientes alfabetizados o que tenian una persona
responsable alfabetizada). Los pacientes seleccionados
no estaban participando de otro estudio de investigacion
y firmaron el Término de Consentimiento Libre e Infor-
mado.

Recogida de muestras de sangre y formulario
de datos del paciente

La concentracion plasmaética minima (Cmin) fue deter-
minada a partir de muestras de sangre obtenidas inme-
diatamente antes de la administracion de la préxima
dosis del medicamento, después de que la concentracion
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del farmaco hubiera alcanzado el estado estacionario (de
8 a 10 dias después del inicio del tratamiento)'®'®. Una
segunda muestra fue obtenida 30 dfas después. Tras su
obtencién, la muestra de sangre fue centrifugada a 3000
rpm durante 10 min, y el suero almacenado a -20 °C
hasta su analisis.

Antes de obtener la muestra de sangre, cada paciente
fue consultado sobre la administracion del medicamento,
edad, peso, altura, utilizacién de otros medicamentos,
habitos (tabaquismo, alcoholismo) y los resultados de los
examenes de laboratorio complementarios fueron anexa-
dos en formularios apropiados. También fue realizada la
estimacion del indice de masa corporal (IMC). Se obtuvo
la segunda muestra de sangre en 8 de los 15 pacientes
en quienes fue recogida la primera muestra de sangre.

Métodos para la determinacion de la
concentracion sérica de la digoxina

Dos métodos fueron utilizados para determinar la con-
centracion sérica de la digoxina, uno de ellos fue por Cro-
matografia Liquida de Alta Eficiencia acoplada a Espec-
trometria de Masas (LC-MS/MS) (realizado en el Instituto
de Ciencias Farmaceuticas-ICF, Goiania-GO) y el otro por
Inmunoensayo por fluorescencia polarizada (realizado en
el Laboratorio Atalaia, Goiania-GO).

El método por LC-MS/MS utilizdé una columna croma-
tografica RP18'y el espectrémetro de masas (API 5000™)
con fuente de ionizacion por eletrospray. La digoxina fue
analizada por ionizacién negativa y el equipo fue ope-
rado en el modo MRM (multiple reaction monitoring). La
curva de calibracion fue linear entre 50,0-6000,0 pg/ml,
el limite de cuantificacion fue de 50 pg/mLy el tiempo de
retencion del pico de digoxina fue de 2,09 min. El patrén
interno utilizado fue la dexametasona y el método de
extraccion utilizado fue extraccion liguido-liquido, obte-
niéndose una recuperacion mediana de 73,8%. Entre los
parametros de validacién evaluados, se obtuvo que la
exactitud del método estuvo entre 86-112,4%, la preci-
sion de 4,1-11,3% y la estabilidad estuvo de acuerdo con
la recomendada por la Agencia Nacional de Vigilancia Sani-
taria de Brasil (ANVISA) en la resolucién RE 899/2003%°.
Esta técnica fue validada para la realizacion de estudios
de biodisponibilidad y bioequivalencia de comprimidos
de digoxina, demostrando ser especifico, sensible y
rapido para la cuantificacion sérica de la digoxina?®'.

Los analisis de digoxina por el método de inmunoen-
sayo por fluorescencia polarizada (FPIA) fueron realizados
en el equipo Immulite 2000 Digoxin (Siemens™), un tipo
de inmunoensayo enzimético de fase sélida competitivo
por quimiluminescencia??.

Analisis estadistico

Fueron aplicadas pruebas estadisticas descriptivas (me-
dia, desviacién estandar, mediana, maximo, minimo, por-

centajes) para los datos obtenidos de los pacientes. Para
comparacion de los resultados analiticos de la digoxina
en suero se utilizé el test “t" de Student. Fueron consi-
derados significativos aquellos valores con p < 0,05 para
comparacion de las medias. Los resultados analiticos fue-
ron tabulados como Media + DE (N = 46) (software Ori-
ginPro™ 7.5),

RESULTADOS

En la tabla 1 estan descritas las caracteristicas de los
pacientes y también los datos clinicos de la consulta mas
proxima de cada recogida de muestras de sangre. Nin-
guno de los pacientes presentd datos clinicos relevantes
que sugirieran sospecha de intoxicacién digitdlica. La
concentracion de potasio en suero aparecié aumentada
en el 26,67 % de los pacientes, siendo esta la Unica alte-
racion observada en los exdamenes de laboratorio. Con
relacion a la medicion de la presion arterial, todos los
pacientes presentaron presion sistélica controlada. La
media de la fraccion de eyeccion (FE) fue de 41,7 + 9%;
por lo tanto, ningun paciente presenté FE como marca-
dor de mal pronéstico.

La mayoria de los medicamentos prescritos a los
pacientes cardiacos presenta interaccion con la digoxina.
Sin embargo, en este estudio no fueron detectados datos
clinicos o de laboratorio que sugirieran algun dafio de los
pacientes como consecuencia de la interaccion medica-
mentosa. Con relaciéon a la prescripcion que los pacientes
entrevistados estaban recibiendo, las clases farmacolégi-
cas descritas en la tabla 1 estan de acuerdo con las cita-
das en la literatura para el tratamiento de la IC.

Considerando el intervalo terapéutico establecido de
0,5 a 2,0 ng/mL, como puede observarse en la figura 1,
apenas una de las 46 determinaciones realizadas por los
dos métodos, presentd concentracién ligeramente supe-
rior a la del limite maximo del intervalo terapéutico (pri-
mera colecta del paciente 10 analizada por inmunoen-
sayo). Sin embargo, una nitida diferencia de valores entre
los métodos también pudo ser observada. Las primeras
colectas de los pacientes P2, P4, P5, P7, P8 y las seqgundas
colectas de los pacientes P9, P10 y P11, analizadas por
LC/MS/MS presentaron concentraciones por debajo de
0,5 ng/mL. Los resultados del analisis por LC-MS/MS
mostraron que 15 muestras séricas presentaban concen-
traciones de digoxina dentro del intervalo terapéutico,
mientras que por el método de inmunoensayo fueron 22
las muestras en este intervalo. Las medias, fueron com-
paradas utilizando el test “t” de Student (p = 0,05), que
resultd en una diferencia significativa entre el Grupo A
(concentraciones plasmaticas de digoxina analizadas por
LC-MS/MS) y el Grupo B (concentraciones plasmaticas de
digoxina analizadas por Inmunoensayo por Quimiolumi-
nescencia).

La variacion de la concentracion plasmatica entre la
primera y la sequnda colecta fue de 29% y 53% para el
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Tabla 1. Caracteristicas antropométricas, clinicas y de uso

de medicamentos de los pacientes

con insuficiencia cardiaca del Ambulatério
de Insuficiencia Cardiaca del Hospital das Clinicas

de la Universidad Federal de Goias

Parametro n (%)
Edad (afos)
30-45 2(13,3)
46-60 8(53,3)
61-75 5(33,3)
Género
Femenino 4(26,7)
Masculino 11 (73,3)
Etiologia de la Insuficiencia cardiaca
Enfermedad de Chagas 4(26,7)
Hipertension 3(20,0)
Cardiomiopatia isquémica 2(13,3)
Cardiomiopatia idiopatica 3(20,0)

Clase funcional segiin la NYHA

I 5(33,3)
Il 8(53,3)
1l 2(13,3)
Medicamentos Asociados (ATC)
Inhibidores de la ECA (C09B) 8(53,3)
Blogueador adrenérgico (CO7A, C07C) 7 (46,7)
Diurético (C03B, C03C, CO3E) 13 (86,7)
Antagonista de la aldosterona (CO3D) 7 (46,7)
Antagonista del receptor de angiotensina
(C09C, C09D) 4(26,7)
Antiarritmicos clase | e Ill (CO1B) 3(20,0)
Anticoagulante oral (CO5BA) 4 (26,7)
Antiagregantes plaquetarios (BO1TAC) 3(20,0)
Antagonistas H2 (A02BA) 2(13,3)
Co-morbidades y agravantes
Diabetes 3(20,0)
Tabaguismo 2(13,3)
Ex-tabaquismo 8 (53,3)
Ex-etilista 3(20,0)
Hipertensién arterial 4(26,7)
DPOC 1(6,7)
Hipertiroidismo 1(6,7)
Sobrepeso 1(6,7)
1(6,7)

Obesidad grado |

Manifestacion de senales de la Insuficiencia

Cardiaca
Fibrilacion atrial
Edema de miembros inferiores

Presion arterial sistolica média, mmHg (DE)

Frecuencia cardiaca media, bpm (DE)
Fraccion de eyeccion média (DE)
Creatinina sérica média, mg/dL (DE)
Sodio sérico medio, mEg/L (DE)
Potasio sérico medio, mEg/L (DE)
Potasio sérico 4,8-6,6 mEg/L

NYHA: New York Heart Association, ECA: enzima convertidora de
angiotensina; DPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Croénica;
mmHg: milimetro de mercurio; DE: desvio estandar; mEq/L:
miliequivalente por litro; n (%): valor absoluto (valor relativo).VR:
valor de referencia. Presion arterial sistolica (VR: 12x8 mmHg); Frac-
cién de eyeccion (VR: 250%); Creatinina sérica (VR: 0,7-1,3 mg/dL
hombre y 0,6-1,2 mg/dL mujer); Sodio sérico (VR: 135-144 mEg/L);

Potasio sérico (VR: 3,6-4,8 mEq/L)

2,2 —o— LU/MS/MS

2,04
1,8
1,6 1
1.4 4
1.2
1,0 -
0,8 1
0,6 -
0,4 -
0,2 -

Concentracion (ng/mL)

Muestras plasmaticas

Figura 1. Concentracion plasmatica de la digoxina (ng/mL) ana-
lizada por inmunoensayo y por LC-MS/MS de 15 pacientes del
Ambulatorio de Insuficiencia Cardiaca del HC-UFG (n = 23).

inmunoensayo y el LC-MS/MS, respectivamente. Cierta-
mente, las caracteristicas individuales de cada paciente,
asi como la conocida variabilidad de la digoxinemia en
pacientes que usan digitalicos deben haber contribuido
en esta variacion. Siendo asi, de modo general las dife-
rencias observadas al comparar la digoxinemia de los
pacientes que retornaron al ambulatorio con un intervalo
de 30 dias (n = 8), ya eran esperadas y no comprometie-
ron el tratamiento de los pacientes ni alteraron la clinica
de los mismos.

Discusion

El inmunoensayo es un método ampliamente utilizado
en estudios tanto farmacocinéticos como de control tera-
péutico'™ 161823 Esta metodologia es utilizada en la deter-
minacion de las sobredosis en pacientes tratados con gli-
cosideos cardiacos y en la confirmacion de situaciones
clinicas en las que los sintomas de un paciente puedan
ser debidos tanto a la propia enfermedad cardiaca como
a la intoxicacion digitalica. El inmunoensayo también se
utiliza en la documentacién de la adherencia al trata-
miento, la infra o sobredosificaciéon y el sequimiento cli-
nico en circunstancias clinicas especiales como hipocale-
mia, hipomagnesemia, hipercalcemia, hipoxia, alcalosis o
funcién renal deteriorada???*. No obstante su amplia uti-
lizacion, el inmunoensayo de digoxina presenta interfe-
rencias analiticas con farmacos semejantes y con meta-
bolitos presentes en la matriz biolégica®.

Muchos factores fisiolégicos, farmacolégicos, patolo-
gicos y genéticos pueden afectar la interpretaciéon de los
resultados por inmunoensayo. La presencia de un factor
inmunoreactivo enddgeno, similar a la digoxina, fue re-
portada en suero de pacientes con dafio renal y hepatico;
la presencia de estos factores puede llevar a resultados
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falsamente elevados?*. Ademas, anticuerpos heterofilicos
de suero humano pueden reaccionar con inmunoglobu-
linas incluidas en los componentes del ensayo causando
interferencia en los inmunoensayos in vitro. Por lo tanto
el método descrito es, muy sensible, sin embargo, poco
selectivo??.

El método analitico en cromatografia liquida de alta
eficiencia acoplado a espectrometria de masas (LC-
MS/MS) es especifico, sensible y rapido para la cuantifi-
cacion sérica de la digoxina. En este método, solo se
cuantifica la digoxina, sin interferentes tales como farma-
cos, metabolitos o substancias endégenas. Es por ello
que esta técnica mostrd una tendencia a presentar valo-
res de concentracion sérica mas bajos que la técnica de
inmunoensayo?'.

En ese sentido, ya existen algunos trabajos que inten-
tan correlacionar la afinidad y la actividad intrinseca de la
digoxina con la ATPasa dependiente de sodio y potasio
(NaK-ATPasa), solamente con los niveles de digoxina,
obtenidos por LC/MS/MS, sin la interferencia de metabo-
litos activos o de factores inmunorreactivos similares a la
digoxina™".

De esa manera, a pesar de la necesidad de establecer
mejor los valores de referencia y del costo todavia ser ele-
vado para algunos laboratorios, la técnica por LC-MS/MS
es bastante atrayente, ya que necesita de menores volu-
menes de muestra, no depende de extensa limpieza de
la muestra, es segura, mas sensible y especifica?3. Por
otro lado ademas de ser un procedimiento mas rapido
gue el inmunocromatografico, se vuelve mas adecuado
para una rutina de grandes volumenes de analisis?>26. Al
realizar comparaciones entre métodos diferentes, un
aspecto muy importante es que no debe ajustarse la
dosis basandose solamente en los resultados analiticos,
ya que ademas de las diferencias de valores entre los
métodos, los niveles terapéuticos de la digoxina presen-
tan alto grado de variabilidad y muchas veces se sobre-
ponen a los de la toxicidad. Por lo tanto no sirven como
Unico pardmetro para confirmar o descartar el diagnés-
tico de intoxicacion digitalica®. Se han descrito respuestas
tdxicas asociadas a concentraciones séricas de digoxina a
partir de 1,7 ng/mLy, en ocasiones, se evidencian contra-
dicciones entre niveles séricos y resultados clinicos. Asi-
mismo, una digoxinemia inferior a 0,5 ng/mL puede pre-
sentarse con una respuesta terapéutica adecuada y una
digoxinemia superior a 2,0 ng/mL no condiciona necesa-
riamente la presencia de signos o sintomas de intoxica-
cion digitalica.

Los estudios a ser realizados en este sentido deben con-
siderar que el nivel sérico es solamente una fraccién del
total del farmaco en el organismo. La semivida de la digo-
xina puede prolongarse mucho (en el orden de 100 horas)
en pacientes anuricos debido al elevado volumen de distri-
bucién de la digoxina y su capacidad de unirse amplia-
mente a los tejidos corporales?’. La variabilidad de las con-
centraciones plasmaticas de la digoxina ya son bien

conocidas, tanto que el Digitalis Investigation Group, un res-
petado grupo de especialistas patrocinados por Institutos
Nacionales de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica
propuso alterar los valores de referencia para un intervalo
terapéutico mas bajo de 0,5 a 0,8 ng/mL de digoxina®.

Algunos farmacos usados por los pacientes estudiados
en este trabajo que podrian alterar la deteccion de la
digoxina elevando los valores encontrados por medio de
interaccion medicamentosa son: la espironolactona
(antagonista de la aldosterona), la amiodarona (antiarrit-
mico), furosemida y la hidroclorotiazida (diuréticos), lo
cual ya fue comprobado en 46,67 %, 20,0% e 86,67 %
de los casos, respectivamente (Tabla 1).

La hipocalemia inducida por la furosemida y por la
hidroclorotiazida puede aumentar la sensibilidad a los
digitalicos™7223°, hecho que también fue observado en
26,7 % de los pacientes estudiados en esta investigacion.

A pesar de que las concentraciones séricas de digoxina
medidas por LC-MS/MS se mostraron mas bajas, ninguno
de los pacientes presentd datos clinicos o en los electro-
cardiogramas compatibles con la infradosificacién, lo que
indica que las dosis administradas fueron satisfactorias'®'®.

A partir de lo expuesto puede concluirse que substan-
cias enddgenas y exdgenas pueden ser un problema
comun para los métodos de inmunoensayo de digoxina,
provocando resultados falsamente elevados, mientras
que el LC-MS/MS es un método mas selectivo y sensible.
Por esos motivos este método seria el mas indicado para
el monitoreo plasmatico de la digoxina, utilizando valores
de referencia adecuados.
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