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It has been suggested that sodium renal excretion is regulated, at least partially, by a factor
with natriuretic properties called digoxin-like factor (DLF). As this substance crossreacts with
digoxin antibodies, it was measured with a radioimmunoassay used to determine exogenous
digoxin. Methodological conditions and quality control to determine DLF in plasma and urine
have been established. Good correlation coefficients in specificity as well as dilution studies
were obtained. Within —and between— assay coefficients of variations indicate good repro­
ducibility. Moreover, changes in plasma DLF levels were detected in patients with cirrhosis or
with renal failure, diseases which thrive on alterations in salt and water metabolism. In ton­
elusion, this radioimmunoassay method for measuring DLF may be useful to investigate the
role of this factor in several physiological and pathological conditions.
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La excrecion renal de sodio parece estar
regulada por cambios en el volumen de fil-
trado glomerular y en la secrecion de al-
dosterona y ademas por un agente hu­
moral estimulado, posiblemente, por la
expansion del volumen extracelular, ha-
biendose encontrado actividad biologica
en extractos de plasma y orina. Este factor 

* A quien debe dirigirse la correspondencia.

se ha llamado hormona natriuretica (17) o
digoxina endogena, por su actividad si­
milar a los digitalicos inhibiendo la Na+-
K+ ATPasa (2).

Paralelamente, se ha descubierto que
peptidos atriales (ANP) poseen actividad
natriuretica y vasodilatadora (3) afectando
la excrecion de sodio y la presion arterial,
mediante la induccion de cambios hemo-
dinamicos (17). Estos factores natriureti-
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cos son diferentes del factor natriuretico
similar a la digoxina.

Fue Smith (14) quien sugirid por pri-
mera vez la existencia de una hormona na-
triuretica «X» como explicacion al feno-
meno de escape de sodio a la aldosterona.

La naturaleza de este factor endogeno
similar a la digoxina no se conoce, pero
todos los autores que han intentado ca-
racterizarla fisica y quimicamente estan de
acuerdo en que se trata de una sustancia
de bajo peso molecular (< 1000 Da), so­
luble en agua, estable al calor y no dige-
rible por enzimas proteolfticos (1, 15). Su
origen es desconocido, pero podria ser
producida por el hipotalamo (9).

Para la determinacion de este factor se
han utilizado diversas tecnicas aprove-
chando su capacidad de inhibit la Na+-K+
ATPasa (17). Pero desde que se observe
que esta sustancia presentaba reaccion
cruzada con los anticuerpos antidigoxina
(2), el metodo mas empleado para su
cuantificacion consiste en la determina­
cion de los niveles de digoxina endogena
en sangre y orina, utilizando para ello el
radioinmunoanalisis de digoxina (6, 8,
13).

En el presente trabajo nos propusimos
establecer las condiciones metodologicas,
mediante un exhaustive control de cali-
dad, para la medida de la digoxina endo­
gena tanto en el plasma como en la orina,
por un RIA que se utiliza para la deter-
minacion de digoxina exogena. Finalmen-
te, con objeto de validar la tecnica para
una posible aplicacion clinica, se midieron
los valores de digoxina endogena en su-
jetos normales y en pacientes con insufi-
ciencia renal o cirrosis, enfermedades que
cursan con cambios en el volumen circu­
late eficaz (5, 11, 12).

Material y Mctodos

Muestras sanguineas y urinarias. — El
estudio se realiza en muestras de suero y
plasma heparinizado, y en orina de 24 ho­

ras, de 18 sujetos sanos (9 varones y 9
hembras) sin control de dieta, que no to-
maban ningun farmaco o droga en el mo-
mento del estudio, cuyas edades oscilaban
entre los 18 y 26 anos (edad media 22
anos). Para estudiar la influencia del tiem-
po que transcurre desde la extraccion de la
muestra hasta la determinacion analitica,
se consideran periodos de tiempo a las 0,
1, 2 y 6 horas; asimismo se determina la
influencia de la temperatura sometiendo
una mezcla de plasmas a 2 horas de calen-
tamiento en un bafio de agua a 24, 40, 50,
60 y 70 °C. Para estudiar Ta influencia que
los distintos pH fisiologicos de la orina
pudieran ejercer sobre los valores de la di­
goxina endogena, se incuba la orina du­
rante 20 horas a temperatura ambiente y a
60 °C con un pH entre 4-8.

Por otra parte, para observar la posible
aplicacion clinica del RIA se midieron los
niveles de este-factor en muestras proce-
dentes de 22 pacientes con insuficiencia
renal cronica y de 16 con cirrosis. En am­
bos grupos el unico requisite considerado
era que no estuviesen bajo tratamiento con
digital.

Procedimiento de extraccion. — Las
muestras plasmaticas fueron extraidas y
concentradas mediante etanol (3 ml de
plasma o suero y 12 ml de etanol absoluto
al 98 % frio, dejandolo en agitador rota-
tivo durante 15 min y centrifugando 10
min a 3500 rpm), para eliminar lipidos y
protemas del medio, asi como otras mo-
leculas de alto peso molecular que pudie­
ran interferir. Posteriormente, fueron de-
secadas por corriente de aire en bafio a
37 °C. La orina se guardo congelada a
—20 °C hasta el momento del RIA para su
medicion directa.

Para estudiar la influencia del procedi­
miento de extraccion anadimos digoxina
marcada con I125 en cantidades de 14416 y
58202 cpm a 10 muestras plasmaticas antes
del procedimiento, obteniendo el porcen-
taje de recuperacion tras medida de la ra-
dioactividad en el extracto seco.
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Procedimiento del radioinmunoanalisis.
— Los niveles de digoxina endogena se
determinaron mediante un RIA comercial
para la medida de digoxina exogena en
suero humano (Digoxin Maia kit Serono
Diagnostic), que utiliza digoxina marcada
con I125, anticuerpo unido covalentemente
a particulas magneticas y metodo de se-
paracion del antigeno libre del unido al
anticuerpo, basado en la simple aplicacion
de un campo magnetico.

Control de calidad del RIA. — Sensi-
bilidad: fue obtenida proyectando sobre la
curva patron (utilizando 14 RIAs) me­
diante interpolacion parabolica de los
puntos, el error del punto cero. La dosis
que se obtiene con tai lectura es la mas pe-
quena que es posible detectar, no siendo
igual a cero.

—Indice de precision metodoldgica: se
obtuvo calculando el valor medio de los
coeficientes de variacion entre cada dos
duplicados de todas las muestras de una
misma experiencia.

—Precision. — Intra-ensayo: se anali-
zaron dos mezclas de plasmas 8 veces en
un mismo experimento, la A perteneciente
a individuos sanos y la B a enfermos tra-
tados con digoxina exogena. Entre-ensa-
yos: se utilizaron las dos mezclas de plas­
mas anteriores en 8 ensayos diferentes.

—Especificidad: La especificidad se
analizo mediante tres pruebas distintas: a)
recuperacion: se anadieron 4 cantidades
conocidas de digoxina exogena (416,6;
833,3; 1666,6 y 3333,3 pg/ml) a dos plas­
mas con distintos niveles de digoxina en­
dogena antes de la extraccion de la mues-
tra. b) dilucion: a partir de distintos vo-
lumenes de plasma (1, 2, 4 y 6 ml) de una
misma mezcla de plasmas se separaron 4
alfcuotas y se introdujo cada una de ellas
en un ensayo distinto, manteniendo siem-
pre la misma constante de dilucion. En
otros 3 experimentos, 3 extractos plas-
maticos distintos se diluyeron en tampon
fosfato a 1/2, 1/4 y 1/8, e igualmente 3
muestras de orina se diluyeron seriada- 

mente con agua bidestilada. c) reactividad
cruzada del anticuerpo antidigoxina del
kit, con varies posibles interferentes.

Metodos estadisticos. — Se utilizo el test
de Student para datos apareados en la
comparacion de los niveles de digoxina
endogena en plasma heparinizado y suero;
analisis de la varianza de dos vias para la
influencia del tiempo y la temperatura.
Para la sensibilidad se tomo la media y
desviacion estandar de las 14 curvas pa­
tron. El indice de precision metodologico
se estudio mediante el coeficiente de va­
riacion, al igual que la precision intra e in-
ter-ensayo. Para pruebas de recuperacion
y de dilucion se utilizo el coeficiente de
correlacion de Pearson.

Resultados

Obtencion de la muestra. — Se observa
una diferencia significativa (p < 0,01) en­
tre los niveles de digoxina endogena de-
tectados en las muestras de plasma hepa­
rinizado (196 ± 33,4) y suero (146 ±
54,8). Sin embargo, el tiempo compren-
dido desde la extraccion de las muestras y
las 6 horas posteriores, asi como los cam­
bios de temperatura entre 20 y 70 °C no
influyeron en los niveles de este factor.
Tampoco se observan diferencias por la
influencia de los distintos pH fisiologicos
de la orina (entre pH 4-8), sobre los va-
lores de digoxina endogena.

Procedimiento de extraccion. — Las
pruebas de recuperacion, anadiendo di­
goxina marcada con I125 a las muestras
plasmaticas, permitieron detectar un
90,01 % de las cpm previamente anadidas
antes de la extraccion.

Control de calidad. — El estudio esta-
distico de las 14 curvas estandar demuestra
buena reproducibilidad con un indice de
precision metodoldgica de 2,34 ± 1,24 y
una sensibilidad de 83 ± 81 pg/ml. En el
analisis de la precision intra- y entre-en-
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Tabla I. Precisitin intra- y entre-ensayo para dos niveles distintos de digoxina endtigena (A, niveles nor­
males y B, niveles altos).

n = numero de casos; X = media; DE = desviacion estendar; CV = coeficiente de variacidn en %.

Intra-ensayo Entre-ensayo

A 8 A B

n 8 8 8 8
X 233,3 1084,9 278,3 1295,6
DE 11,6 59,8 22,4 85,4
CV 5,0 5,5 8,0 6,6

Digoxina endogena esperada

Digoxina endogena esperada

Fig. 1. Recuperation y espetifitidad de un RIA para la medida de digoxina endogena.
A) Rccuperacion anadiendo difcrentes cantidades de digoxina exogena a 2 mezclas de plasma. B) Analisis
de regresion con difcrentes volumenes de plasma. C) Analisis de regresion con diferentes diluciones del

extracto plasmatico. D) Analisis de regresion lineal con diferentes diluciones de orina.
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sayo no se encuentran diferencias signifi-
cativas (tabla I).

El estudio de especificidad muestra que,
mediante las prueoas de recuperacion del
RIA anadiendo cantidades conocidas de
digoxina exogena antes de la extraccion, se
obtiene una recuperacion del 70,1 ±
0,7 % con buena correlacion lineal entre
la digoxina anadida y la medida (fig. 1A);
y que en las pruebas de dilucion a partir
de distintos volumenes de plasma, los va-
lores esperados de digoxina endogena se
acercaron a los valores medidos y guar-
daron una buena linealidad (fig. IB). De
la dilucion de los extractos plasmaticos y
de las muestras de orina se obtuvieron,
igualmente, unos coeficientes de regresion
cercanos a 1 entre los valores esperados y
los medidos, siendo los limites de fiabili-
dad bastante aceptables para cada uno de
los valores de la dilucion (fig. 1C-D).

La reactividad cruzada del anticuerpo
antidigoxina del kit con posibles interre-
rentes como digitoxina y lanatosido C fue
del 8,3 y 93 %, respectivamente.

Aplicacion biologica. — Los niveles de
digoxina endogena se encontraron eleva-
dos entre 2-3 veces en los pacientes con

Fig. 2. Niveles plasmaticos de digoxina endogena
en sujetos control (C), pacientes con insiificiencia

renal (IR) y cirroticos (Cir.).
Los datos son media ± EE. * p < 0,05; ** p <

0,001 vs. controles.

insuficiencia renal, respecto a los sujetos
controles (fig. 2). En los pacientes cirro-
ticos, igualmente, se observa un aumento
significativo de este factor respecto al gru-
po control (fig. 2).

Discusion

Durante los ultimos anos se han publi-
cado varios trabajos sobre el desarrollo de
metodos radioinmunologicos, para la me­
dida de una sustancia endogena semejante
a la digoxina (6, 8, 13), aprovechando su
caracteristica biologica de dar reaccion
cruzada frente a anticuerpos antidigoxina.
En lo que se refiere a la medida en plasma,
la mayor parte de los autores incluyen ex­
traccion y concentracion de la muestra
plasmatica mediante tecnicas engorrosas
de dificil utilizacion en laboratorios de
tecnologia media, como HPLC (7), o que
son antieconomicas en tiempo y capacidad
de procesamiento de varias muestras a la
vez, como paso por columnas de Sephadex
(10). En el presente trabajo se describe un
metodo de extraccion simple y un RIA
sencillo, para la medida de digoxina en­
dogena, que permite y facilita determina-
ciones simultaneas de esta sustancia, tanto
en sangre como en orina.

Con las muestras plasmaticas es preciso
tener en cuenta el anticoagulante utiliza-
do, para poder comparar resultados,
mientras que la muestra no se afecta si lle-
ga al laboratorio en las primeras 6 horas,
por lo que respecta a la temperatura. Res­
pecto a la extraccion se debe partir siempre
del mismo volumen plasmatico o al menos
mantener la misma constante de dilucion
del extracto entre otras cosas, porque la
fuerza ionica y la concentracion de otras
sustancias del medio pueden alterar la es­
pecificidad de la union antigeno-anticuer-
po. En las muestras de orina no se utiliza
ningun metodo de extraccion por consi­
derate un material normalmente libre de
protcinas y lipidos. Tampoco se utiliza
ningun metodo de concentracion, ya que 
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como la aldosterona, se encuentra en ni-
veles del orden de los nanogramos, lo que
permite una medicion adecuada.

La recuperacion de todo el proceso
muestra un 70,1 ± 0,7 %. Aunque este
porcentaje pudiera parecer poco efectivo
se observa muy buena correlacion lineal
entre la digoxina anadida y la medida, ya
que es preferible un porcentaje de recu-
peracion bajo, pero reproducible, a un
porcentaje alto con amplias variaciones y
posibilidad de resultados falsos positives.

El coeficiente de variacion hallado en la
precision en el ensayo es aceptable si bien
es mayor (5 %) que el obtenido para el m-
dice de precision metodologica (2,34 %).
Esta variacion podria deberse a una menor
precision de los valores obtenidos para los
plasmas en relacion a la mayor precision
en los valores estandar, producido quizas
por posibles interferencias de componen-
tes plasmaticos o de extractos que puede
haber en la reaccion antigeno-anticuerpo.
La precision entre-ensayos indica buena
reproduccion apoyando la validez del me-
todo de analisis.

En el estudio de aplicacion biologica va-
rios autores encuentran una elevacion de
los niveles de digoxina endogena en en-
fermos con insuficiencia renal (5, 11) y
discuten el posible papel de esta sustancia
en la natriuresis observada en esta pato-
logia. El incremento en los niveles de di­
goxina endogena respecto al grupo control
(fig. 2), es un dato que se aporta para dar
validez metodologica a la tecnica, sin en­
trar en implicaciones fisiopatologicas. En
cuanto a los niveles en cirroticos, no ha-
llamos una disminucion (fig. 2) como ca-
bna esperar de acuerdo con la disminucion
del volumen circulante que presentan y
con otros datos descritos (12). Esta dis-
crepancia puede ser debida a que, en este
grupo, no se tuvo en cuenta la posible
existencia de patologia asociada.

Sin embargo, se ha podido observar que
dicho factor medido con el mismo RIA,
se encuentra elevado en ratas tanto hiper-
tensas como normotensas a las cualcs se les 

substituye el agua de bebida por una so-
lucion salina de CINa al 1 % (16).

En resumen, el radioinmunoensayo
para la digoxina adaptado por nosotros
para la medida de la digoxina endogena en
el plasma y orina de sujetos normales se
muestra preciso, fiable y util para este fin.

Resumen

Se establecen las condiciones metodoldgicas me-
diante un control de calidad para la medida de la di­
goxina endogena, tanto en plasma como en orina. Se
obtienen unos coeficientes de correlacion cercanos a
1 en el estudio de especificidad, tanto en pruebas de
recuperacion como de dilucion. Igualmente, los coe­
ficientes de variacion, tanto intra- como inter-ensa-
yo, indican una buena reproducibilidad, habiendose
encontrado, ademas, cambios en los niveles de este
factor en situaciones fisiopatologicas que cursan con
alteraciones del metabolismo hidrosalino, como ci-
rrosis e insuficiencia renal. En conclusion, la adap-
tacion del RIA descrito resulta preciso, fiable y util
para la medida de la digoxina endogena.

Palabras clave: Digoxina, Digoxina endogena, Ra­
dioinmunoensayo.
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