ISSN 1669-9106

ARTICULO ORIGINAL MEDICINA (Buenos Aires) 2017; 77: 31-36

FUNCION RENAL Y NIVEL PLASMATICO DE DABIGATRAN EN EL VALLE, MEDIDO POR UN
ENSAYO DE TROMBINA DILUIDA

MARTA E. MARTINUZZO' 2, CRISTINA DUBOSCQ?, ESTELA S. VINUALES? %, BEATRIZ GIRARDV",
DIANA PENCHASKY?2 4, JOSE CERESETTO? GERMAN STEMMELIN?, VICTORIA OTERO?,
LUIS H. BARRERA' 2, MARINA S. LOPEZ', JUAN C. OTASO"2, JOSE OYHAMBURU' 2

'Grupo Bioquimico, Laboratorio Central, Hospital Italiano de Buenos Aires, 2Instituto Universitario Hospital Italiano,
D
Buenos Aires, Argentina, 3Servicio de Hematologia, Hospital Britanico de Buenos Aires,
4Servicio de Hematologia, Hospital Italiano de Buenos Aires

Resumen El dabigatran etexilato (inhibidor directo de trombina) es eficaz en la prevencién tromboembédlica en

pacientes con fibrilacién auricular. No requiere control rutinario de laboratorio, pero dada su eli-
minacion renal, seria importante medirlo ante el deterioro de la funcion renal. Los objetivos del trabajo fueron
verificar la calidad analitica del ensayo tiempo de trombina diluido para medicién de la concentracién plasmatica
(cc) de dabigatran, correlacionar las cc con las pruebas basicas de coagulacién tiempo de protrombina (TP) y
tiempo de tromboplastina parcial activada (APTT) y evaluarlas de acuerdo al clearance de creatinina (CLCr).
Se utilizaron muestras de plasma de 40 pacientes que recibian dabigatran 150 (n = 19) o 110 (n = 21) mg/12
horas, colectadas 10-14 horas después de la ultima toma. Los ensayos de trombina diluida HemosIL DTI para
la mediciéon de dabigatran, TP y APTT (IL), fueron realizados en coagulémetros fotodpticos ACL TOP 300 y
500 (IL). El DTI present6 coeficiente de variacion intraensayo < 5.4% e interensayo < 6.0%, rango de linealidad
0-493 ng/ml; cc medidas en pacientes: mediana 83 (4-945) ng/ml. Individuos con CLCr en tercil inferior (< 46.1
ml/min) presentaron cc significativamente mas elevadas, 308 (49-945), que los de tercilos medio, 72 (12-190), y
superior, 60 (4-118) ng/ml. Las correlaciones cc vs. APTT o TP fueron moderadas, r?= 0.59, -0.66, p < 0.0001,
respectivamente. La prueba ensayada permitié cuantificar el nivel de dabigatran plasmatico tanto en pacientes
con funcién renal normal como deteriorada, representando una herramienta util en situaciones clinicas como
deterioro de la funcion renal, pre cirugia o emergencias.
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Abstract  Renal function and plasma dabigatran level measured at trough by diluted thrombin time

assay. Dabigatran etexilate (direct thrombin inhibitor) is effective in preventing embolic stroke
in patients with atrial fibrillation. It does not require laboratory control, but given the high renal elimination, its
measurement in plasma is important in renal failure. The objectives of the study were to verify the analytical
quality of the diluted thrombin time assay for measurement of dabigatran plasma concentration (cc), correlate
cc with classic coagulation assays, prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (APTT), and
evaluate them according to the creatinine clearance (CLCr). Forty plasma samples of patients (34 consecutive
and 6 suspected of drug accumulation) receiving dabigatran at 150 (n = 19) or 110 (n = 21) mg/12 hours were
collected. Blood samples were drawn at 10-14 hours of the last intake. Dabigatran concentration was determined
by diluted thrombin time (Hemosll DTI, Instrumentation Laboratory (IL). PT and APTT (IL) were performed on
two fotooptical coagulometers, ACL TOP 300 and 500 (IL). DTI presented intra-assay coefficient of variation <
5.4% and inter-assay < 6%, linearity range 0-493 ng/ml. Patients” cc: median 83 (4-945) ng/ml. Individuals with
CLCr in the lowest tertile (22.6-46.1 ml/min) showed significantly higher median cc: 308 (49-945), compared to
the average 72 (12-190) and highest tertile, 60 (4-118) ng/ml. Correlation between cc and APTT or PT were
moderate, r? = 0.59 and -0.66, p < 0.0001, respectively. DTI test allowed us to quantify plasma dabigatran levels,
both in patients with normal or altered renal function, representing a useful tool in clinical situations such as renal
failure, pre surgery or emergencies.
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El dabigatran etexilato es un inhibidor directo de trom-
bina utilizado para la prevencion del accidente cerebro-
vascular embdlico en pacientes con fibrilacion auricular
no valvular'-2, prevencién de tromboembolismo venoso en
cirugias de reemplazo de cadera y rodilla electivas, y en
tratamiento de tromboembolismo venoso® 4. Es una droga
que presenta dosis-respuesta previsible por lo que fue
lanzada al mercado sin necesidad de monitoreo rutinario
del nivel de anticoagulacién, aventajando de esta manera
a los anticoagulantes antagonistas de la Vitamina K.

El dabigatran llega a su pico de concentracion plasma-
tica a las 2 horas de administrado, y la misma declina de
manera biexponencial con una vida media de 11 horas
en individuos afiosos sanos. Después de multiples dosis
la vida media observada fue de 12-14 horas®.

Si bien la droga tiene una farmacodinamia previsible,
hay situaciones en las que se considera util la determi-
nacion de su nivel plasmatico, como ante un episodio
hemorragico, una evaluacién prequirdrgica de urgencia
en pacientes que la recibieron recientemente, sobredosis
0 intoxicacion, o en el caso de insuficiencia renal aguda.
También es recomendable medirla en casos de pacientes
con peso corporal extremadamente bajo, sospecha de
embarazo, insuficiencia renal cronica leve y en pacientes
que reciben ciertas medicaciones que interaccionan con
el metabolismo de la glicoproteina P®.

El dabigatran prolonga principalmente el APTT y en
menor cuantia los valores de tiempo de protrombina
(TP) dependiendo del reactivo/sistema de deteccion y
de las horas transcurridas entre la toma de la droga y la
extraccion sanguinea. El tiempo de trombina tradicional
(TT) es una prueba extremadamente sensible para medir
dabigatran.

La técnica para medir dabigatran en plasma mun-
dialmente mas utilizada en los laboratorios clinicos es
el tiempo de trombina diluido (HTI, Hemoclot Thromb
Inhibitor assay) que fue descripto hace varios afos y
producido por una Unica empresa que poseia de mane-
ra exclusiva los calibradores y controles respectivos’.
Esta técnica utiliza una trombina humana concentrada y
diluye la muestra 1/8 en plasma normal aportado por el
equipo. Mas recientemente otros métodos basados en
este mismo principio han sido desarrollados por otras
empresas, entre ellas el reactivo utilizado en este estudio
y que recientemente ha ingresado al pais, HemosIL DTI
de Instrumentation Laboratory (IL).

Los objetivos del presente estudio fueron: a) verificar
la calidad analitica (precision, exactitud y linealidad) del
test HemosIL DTI (tiempo de trombina diluido) para la
medicion de la concentracion plasmatica de dabigatran en
dos coaguldmetros diferentes de deteccion foto dptica, b)
correlacionar los niveles de droga con las pruebas basicas
de coagulacion TP, APTT y TT; y c) evaluar los niveles
de la droga medidos en el valle de acuerdo al clearance
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de creatinina de pacientes con fibrilacion auricular no
valvular anticoagulados con dabigatran.

Materiales y métodos

Se utilizaron 40 muestras de plasma de pacientes (34 con-
secutivos y 6 con sospecha de acumulacion de la droga) que
recibian dabigatran en dosis de 150 mg/12 horas, n = 19,
o0 110 mg /12 horas, n = 21, para prevenciéon de accidente
cerebrovascular embdlico por fibrilacion auricular no valvular.
La edad (mediana) fue 78 (23-89) anos, sexo: 23 femenino. El
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacion
del Hospital Italiano y los pacientes firmaron consentimiento
informado. Las muestras de sangre fueron tomadas en el valle
(10- 14 horas de la ultima toma) en citrato de sodio 3.2%. Las
determinaciones de TP, APTT y TT fueron realizadas antes
de 4 horas de extraida la muestra. Se congelaron alicuotas
de plasma a 80 °C hasta el momento de la determinacién de
la concentracion de dabigatran.

El TP fue realizado con el reactivo PT Fibrinogen HS plus
[/ L, Bedford MA, USA], el APTT con APTT SP (IL) y el TT con
HemosIL Thrombin Time (IL) por el método coagulométrico.

Medicion de dabigatran: se realizé la prueba coagulo-
métrica de tiempo de trombina diluido utilizando el reactivo
HemosIL DTI (IL), que contiene trombina bovina y plasma
normal como diluyente. Los calibradores y controles son
provistos por el fabricante.

Todas las determinaciones fueron procesadas en los dos
centros utilizando coagulémetros fotodpticos ACL TOP 300
y 500 (IL).

Para evaluar la performance analitica del ensayo DTI se
siguié el protocolo EP15A28, procesando controles bajo y alto
durante 5 jornadas de trabajo por triplicado.

La linealidad se midié a través de diluciones del calibrador
mas alto, y se verificd tanto diluyendo en buffer como en pool
de plasmas normales.

El CLCr se calculé a partir del valor de creatinina sérica a
través de la formula de Cockcroft-Gault.

Estadistica: Se investigd la correlacién entre los niveles
de dabigatran y TP (% actividad) o APTT a través regresion
no lineal.

La correlacion entre los niveles plasmaticos de dabigatran
y peso, edad y CLCr se determiné por el test de correlacién
de Spearman.

La comparacion de los niveles de dabigatran en plasma
en los diferentes tercilos de CLCr fue realizado por el test
no paramétrico de Kruskal Wallis con andlisis post Hoc de
Turkey y Bonferroni.

Resultados

La Tabla 1 muestra las caracteristicas de los pacientes
y los niveles de dabigatran obtenidos en el valle. Se ob-
serva que es una poblacion en general afiosa y la media
de CLCr observada fue cercana a 50 ml/min.

En el desarrollo de la puesta a punto de la técnica para
medir dabigatran en plasma, HemosIL DTI, se verificd un
comportamiento de calidad analitica aceptable en los dos
coagulémetros evaluados, dadas la buena reproducibili-
dad y exactitud del ensayo (Tabla 2).

También se pudo verificar la linealidad en un rango
extenso de cc como puede observarse enla Fig. 1ayb.



DABIGATRAN PLASMATICO Y FUNCION RENAL

TABLA 1.— Caracteristicas de la poblacion estudiada

Caracteristica Mediana Rango
Edad (afios) 78 23-89
Peso (kg) 73 43-116
Creatinina plasmatica (mg/dl) 1.05 0.61-2.49
CLCr (ml/min) 54.7 22.6-153.0
cc dabigatran (ng/ml) 83 4-945

CLCr: Clearance de creatinina, cc:concentracion plasmatica

TABLA 2.— Caracteristicas analiticas del ensayo HemosIL DTI|
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Control bajo (50 ng/ml)

Control alto (234 ng/ml)

ACL TOP300 ACL TOP500 ACL TOP300 ACL TOP500
CV% repetibilidad 2.04 2.03 5.07 5.40
CV% interensayo 4.28 3.10 5.94 5.32
BIAS % 4.0 1.5 5.9 3.9

CV%: coeficiente de variacion porcentual, BIAS%: sesgo porcentual con respecto a la media informada por el
fabricante, ACL TOP 300 y ACL TOP 500: coagulémetros automdticos fotodpticos.
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Fig. 1.— Linealidad del ensayo HemosIL DTl en los coaguléme-
tros ACL TOP 300 (a) y 300(b). Se grafican las curvas de
regresion lineal entre los valores medidos y los esperados
a partir de diluciones del calibrador mas elevado (493 ng/
ml). Las lineas punteadas muestran el 95%IC de la recta.
En cada grafico se expresa la ecuacién de la curva y el
coeficiente de correlacion de Pearson.

En muestras de individuos sanos (n = 10), que no re-
cibian la droga, el nivel de dabigatran plasmatico medido
fue < 10 ng/ml.

Se analizaron los resultados de las pruebas de coagu-
lacion clasicas TP (expresado en % de actividad) y APTT
con las cc de dabigatran en pacientes anticoagulados
con esta droga, hallandose correlaciones moderadas,
con ecuaciones de regresion no lineal de decaimiento
en una etapa, negativa y positiva, con r? 0.66 y 0.59,
respectivamente (Fig. 2 a y b). La prueba de tiempo de
trombina realizada de rutina utilizando trombina bovina
a 3U/ml es demasiado sensible, halldndose resultados
> 180 segundos en la mayoria de los pacientes (29/35),
(Fig. 2c¢). Ninguna muestra presentd TT normal y en 10
pacientes el TP fue normal. Entre las muestras evalua-
das, las tomadas en el valle y 3 muestras adicionales
tomadas a 48 horas de suspendida la droga, hubo 9 con
APTT normal que correspondian a concentraciones de
dabigatran medidas entre 10 y 72 ng/ml, siendo en 7 de
ellas > 30 ng/ml.

Cuando se analizaron los resultados de dabigatran
plasmatico en relacion con las caracteristicas de la pobla-
cion evaluada se observo débiles correlaciones positivas
con la edad (Fig. 3a), negativa con el peso (Fig. 3b) y con
el indice de masa corporal (Fig. 3c); adicionalmente, se
hall6 una correlacion negativa mas importante con el CLCr
(Fig. 3d), siendo todas estadisticamente significativas.

Al dividir los resultados en terciles de CLCr, se obser-
v6 que aquellos pacientes con CLCr en el tercil inferior
(22.6-46.1 ml/min) presentaban niveles de dabigatran
plasmatico en el valle estadisticamente superiores a
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Fig. 2.— Correlaciones de los valores de APTT (a), TP expresado en % de actividad
(b) y TT (c) con los niveles plasmaticos de dabigatran medidos en muestras de

pacientes.
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Fig. 3.— Correlaciones observadas entre las concentraciones plasmaticas de dabiga-
tran y la edad (a), el peso corporal (b), el indice de masa corporal (c) y el CLCr.
Se expresa en todos los casos los coeficientes de correlacion de Spearman (no

paramétrico).

aquellos con CLCr en el tercil medio (49.2-72.2 ml/min)
y en el tercil superior (82.8-153.2 ml/min) (Fig. 4).

Discusion

La concentracion media medida a las 12 horas después
de una dosis de 150 mg fue de 83 ng/ml (25-75 per-

centilo 61-143) en coincidencia con lo reportado para
esta droga®.

El método gold standard para la determinacion plas-
matica de dabigatran es la cromatografia liquida de alta
presion, seguida de deteccion por espectrometria de masa
(LC-MS/MS), que no esta disponible en la mayoria de los
laboratorios clinicos de rutina. El tiempo de trombina dilui-
do utilizado en este estudio demostré arrojar resultados
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Fig. 4.— Distribucién de las concentraciones plasmaticas de
dabigatran medidas en funcién del tercil de clearance
de creatinina (CLCr) en grafico de cajas que marcan los
percentilos 25 y 75, la mediana y el rango de los valores
obtenidos en cada tercil.

comparables en concentraciones > 50 ng/ml, y algo menos
precisos a concentraciones < 50 ng/mi® °,

Este trabajo nos permitié verificar el buen compor-
tamiento analitico del ensayo HemosIL DTI, en cuanto
a precision (repetibilidad, reproducibilidad interensayo),
exactitud (BIAS) y linealidad, asumiendo un error total
permitido de 15% que es el adjudicado al tiempo de
trombina. Existen pocos informes en la literatura sobre
la utilizacion de este ensayo para determinar dabigatran.
Los datos de la concentracion de dabigatran en muestras
procesadas en ambos coagulémetros fueron comparables
(datos no mostrados).

En segundo lugar hemos evaluado el efecto de los
niveles de dabigatran plasmatico en los resultados de las
pruebas basicas de coagulacion TP, APTT y TT. Hallamos
correlaciones moderadas entre el TP o el APTT y la cc
plasmatica de la droga, siendo mas afectado el APTT
que el TP. Estos hallazgos coinciden con numerosas
publicaciones® '3, Hemos verificado que el tiempo de
trombina habitualmente utilizado en la practica clinica es
demasiado sensible y por lo tanto la utilidad de la prueba
se limita a la exclusion de presencia de droga cuando
arroja un resultado normal'?'4,

Un hallazgo importante que confirma lo observado
en la literatura, es que un APTT normal no descarta
presencia de droga en concentraciones consideradas no
seguras (> 30 ng/ml) para realizar, por ejemplo, una ciru-
gia'®. Adicionalmente, confirmamos con nuestro sistema
reactivo-instrumento utilizado para APTT, que un valor >
2 veces el limite superior normal (> 78 seg) en el valle, se
asocio6 frecuentemente (6/10 muestras) a cc > 200 ng/ml,
concentracion reconocida como asociada a mayor riesgo
hemorragico'> 5. Los APTT prolongados en el valle dan
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una idea cualitativa de concentracion supra terapéutica
de dabigatran, pero pierden precision en la estimacion
cuantitativa debido al aplanamiento de la curva APTT
vs. nivel plasmatico de dabigatran a valores superiores
a 250-300 ng/m|0-13,

En nuestro grupo de pacientes hemos hallado co-
rrelacion negativa entre la cc de dabigatran en el valle
y el nivel de clearance de creatinina, demostrando que
los pacientes con CLCr en el tercil inferior presentaban,
como era esperable, las cc de droga mas elevadas, en
coincidencia con datos ya publicados' '¢. De la misma
manera existié una correlacion negativa con el indice
de masa corporal y positiva con la edad, factores que
estan asociados a un mayor riesgo de acumulacion de
droga, constituyendo la insuficiencia renal y el bajo peso
extremo caracteristicas que generan la necesidad de su
monitoreo® 1215,

Una de las limitaciones del presente estudio es que 6
de los 40 pacientes incluidos en él fueron seleccionados
por sospecha de acumulacién de droga por presentar
APTT muy prolongados obtenidos en muestras tomadas
en el valle. Esto podria sesgar los resultados; no obstante,
14 pacientes presentaban CLCr < 50 ml/min, en 8/14 la
cc de dabigatran medida fue superior a 200 ng/ml en el
valle. En esta pequefia poblacion estudiada no se hallo
asociacién entre la acumulacion de droga y la dosis
recibida, ya que 5 de los 8 pacientes que presentaban
> 200 ng/ml en el valle recibian 110 mg/12 horas y solo
tres 150 mg/12 horas.

En conclusion, el ensayo HemosIL DTI utilizado para
determinar la concentracion plasmatica de dabigatran pre-
senté muy buena precision y exactitud. Permitio estimar
la cc de dabigatran tanto en pacientes con funcion renal
normal, como en aquellos con funcion renal deteriorada.
Consideramos que la prueba es apta para la cuantificacion
de dabigatran en plasma, tanto a niveles altos para des-
cartar acumulacion de droga ante el deterioro de la funcion
renal como en niveles bajos pre cirugia o en situaciones
de emergencia. Este estudio confirma la importancia del
seguimiento regular del paciente anticoagulado con da-
bigatran que incluya la evaluacién de la funcién renal, asi
como de la medicion de los niveles de droga en el valle
en aquellos que desarrollan insuficiencia renal durante
el tratamiento.
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Aclaracion

Las caracteristicas del sello que ilustra la tapa la del nimero 6 de 2016 de Medicina (B Aires),

Camillo Golgi (1843-19269, son las que siguen:

Sello postal de Italia (1994). Serie Europa y los descubrimientos. Retrato de Camillo Golgi,
en angulo inferior derecho, neuronas tefidas con la “reazione nera”. Catalogo Ivert et Tellier
N° 2058. Valor facial 750 liras. Sello y fotografia: Dr. Claudio Zuckerberg. Digitalizacién B.B.
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