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Determinacion de las concentraciones séricas de digoxina

por radioinmunoensayo.
Valoracion y aplicaciones del método analitico
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RESUMEN

Se analizan las distintas técnicas de laboratorio para la determinacién de
las concentraciones séricas de digoxina, haciendo hincapié en la técnica
del radioinmunoensayo.

Se estudian los inconvenientes y ventajas que presenta esta técnica, ana-
lizdndose las curvas standard obtenidas en nuestras determinaciones
(n=39), viendo que es reproducible en todos los casos con un alto grado
de similitud. Se analizan las posibles fuentes de error de esta microtéc-
nica, sugiriendo una modificacién en la fase de decantado, con la que ha
disminuido el indice de repeticiones en nuestro laboratorio.

Por ultimo, se presentan los criterios de valoracién actual de los niveles
séricos de digoxina, utilizados en nuestro laboratorio y se apuntan las
nuevas vias de investigacién farmacoldgica que permite esta técnica ana-

litica.

INTRODUCCION

Aunque hace ya dos siglos que Withe-
ring describi6 las propiedades que tiene
la digital sobre-el corazén e incluso sus
efectos toxicos *', hasta los dltimos cin-
cuenta afios, no se habian realizado per-
feccionamientos importantes con vistas a
un mejor tratamiento digitdlico y a una
disminucién en la frecuencia de aparicidon
de intoxicaciones digitalicas. Estos progre-
sos incluyen la introduccién de nuevos glu-
coésidos sintéticos mucho mas purificados,
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una mejor comprensidon de los mecanismos
de accién, de sus efectos deseables e in-
deseables y de su absorcién metabolismo y
eliminacion.

Dentro de estas investigaciones, el uso
de glucésidos marcados con radioisétopos,
permiti6é la medicién por primera vez de los
glucosidos cardiacos tanto en sangre como
en distintos tejidos 1 a 3, 22 y 3,

Desde entonces, han sido descritos, mu-
chos métodos para la determinacion de las
concentraciones séricas de digoxina. Los
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métodos madas usados hasta la actualidad
han sido:

1) Anélisis por desplazamiento enzimético
de isétopos *.

2) La cromatografia de gases 3°

3) Por analisis de un derivado de dilucién
isotopica doble 2.

4} Por inhibicién de la captacién de Rb*®
por los hematies *°, 2°,

5) Por inhibicién de la Na-K-ATPasa °.
6) Por radioinmunoensayo.

Este altimo método, fue posible, después
de que en 1967 BUTLER 7 consiguiera desa-
rrollar anticuerpos antidigoxina en conejos
y fueran titulados posteriormente *°. Tras
estos trabajos iniciales y utilizando técnicas
de radioinmuno-ensayo ya introducidas para
la determinacién de insulina *? renina y
otras hormonas peptidicas, en 1969 2? se
pudo comenzar a utilizar esta nueva técnica
de laboratorio, que ha pasado a ser la méas
utilizada en la actualidad para la determi-
nacién de las concentraciones séricas de
digoxina.

La técnica de determinacion de digoxina
sérica por radioinmuniensayo se basa en
una reaccion competitiva entre la digoxina
sérica y la digoxina radiomarcada respecto
a los anticuerpos (figura 1). La cantidad
standard de digoxina marcada, unida a

Ag + Ac = Ag—Ac
—+
Ag*

Ag*Ac

Figura 1.-— Reaccién competitiva que se pro-
duce en el medio de reaccidn.
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Figura 2.— Curva de la concentracién en re-
lacién al porcentaje de actividad total su-
puestos infinitos puntos conocidos.

otros anticuerpos, ird disminuyendo a me-
dida que se produzcan incrementos de di-
goxina no marcada en el tubo analizado,
pudiendo asi obtener una curva standard
al conocer varias concentraciones de di-
goxina.

La curva standard que obtendriamos co-
nociendo infinitas concentraciones, seria
similar a la representada en la figura 2. En
ella vemos que, a medida que aumenta la
valor cociente entre la digoxina marcada
ligada al anticuerpo y la digoxina marcada
libre va disminuyendo. Esta curva es ca-
racteristica para cada laboratorio, depen-
diendo entre otros factores de la titula-
cién y afinidad de los anticuerpos.

La dificultad y laboriosidad para obtener
unoes anticuerpos valiosos y su correcta ti-
tulacion, ha hecho, que fueran preparados
por distintos laboratorios quimicos, equi-
pos para realizar las determinaciones inclu-
yendo todos los reactivos necesarios.
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El proposito de este trabajo es analizar
nuestra experiencia con esta nueva técnica
analitica, estudiando sus aplicaciones prac-
ticas y los problemas que pueda plantear.

MATERIAL Y METODOS

Desde Junio de 1975 venimos utilizando
el «Digoxin 1-125 Imusay ®» preparado por
los Laboratorios Abbott, para determinar
las concentraciones séricas de digoxina. Las
muestras sanguineas fueron obtenidas por
lo menos cuatro horas después de la admi-
nistraciéon de la tltima dosis de digoxina,
separando el suero por centrifugacién v
conservandolo congelado hasta el momento
de realizar el analisis.

Todas las determinaciones se han reali-
zado en tubos de un solo uso y por dupli-
cado, utilizando en las manipulaciones mi-

DIGUXINA POR RADIOINMUNOENSAYO 3

cropipetas automdticas con puntas dese-
chables de 0,1 y 0,3 ml

Las determinaciones han sido realizadas
siempre por las mismas personas para evi-
tar diferencias en la técnica. La técnica
utilizada es la descrita por el laboratorio
con una ligera modificacion en la fase de
decantado. En la figura 3 puede verse un
esquema de la técnica utilizada.

En todas las determinaciones, se cons-
truy6 una curva standard mediante el ana-
lisis de los sueros standard suministrados
por el laboratorio y con concentraciones
conocidas de 0,0; 0,5; 1,0; 2,04; 4,0 mono-
gramos {ng/ml).

El contaje de la radioactividad del pre-
cipitado, se realiz6 con un contador Nu-
clear Chicago, para radiaciones gamma y
durante un minuto cada tubo.
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Figura 3.~ Esquema mostrando la técnica seguida para la determinacién de la digoxi-

remiz,
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TABLA {

VALORES ~MEDIOS ~DE LAS ~CURVAS.  STANDARD

Standard 00 ng/ml: 0'5 ng/ml. 10 ng/ml. 2%0ng/ml 440 nig/ml
) T 4. t ¥
x Lo 68183 : 561530t 431710 210110 1 1117
1 ¥ 1 i i3
5x ; 3133 : 4739y 4%69 . RISl
:. t 1 ¥ t 1
5% 0153 0170 0'75 0'50 1 018
RESULTADOS diadas han tenido siempre concentraciones

El analisis de las curvas standard de las
39 determinaciones realizadas no mostréd
diferencias importantes; expresindose los
valores medios del porcentaje de la activi-
dad total para cada punto de la curva stan-
dard en la tabla n.° 1. En la figura n.° 4,
podemos ver la curva standard media con
el error standard de la media.

En las determinaciones 25 a 28 encontra-
mos una pendiente menor entre los puntos
2,0 ng/ml. y 4,0 ng/ml. debido a un fallo
en la pipeta, comprobandose que la canti-
dad analizada era ligeramente superior a
0,1 ml.

Se han debido repetir el 15,3 0 de las
determinaciones, por encontrar diferencias
entre los dos tubos de cada muestra, supe-
riores a un 10 % de la media entre ellos.

Los niveles de digoxina encontrados han
sido valorados siempre teniendo en cuenta
la edad, el estado de la funcién renal, la
dosis administrada y el tiempo transcu-
rrido desde la Gltima dosis.

En los pacientes que no habian recibido
nunca digoxina los niveles séricos encon-
trados, han sido siempre menores de 0,3
ng/ml. Las intoxicaciones digitdlicas estu-

superiores a 2,5 ng/ml. En la mayoria de
los pacientes con tratamiento digitalico
sostenido y con buena respuesta al trata-
miento, hemos encontrado concentraciones
entre 1,0 y 2,5 ng/ml.

D1scusionN

Como ya se ha planteado anteriormente,
con este trabajo no buscamos los resultados
concretos con determinados grupos de pa-
cientes, sino el analisis del método- anali-
tico utilizado. Tal como se ha podido ob-
servar en la figura 4, la curva standard es
reproducible en todas las determinaciones
con un alto grado de similitud; lo cual,
habla a favor de la validez de este método
analitico. De todas formas se trata de una
microtécnica analitica y, como nos lo mues-
tra el porcentaje de repeticiones, estd su-
jeta a multiples fuentes de error que deben
ser evitadas.

Estas fuentes de error pueden tener, fun-
damentalmente, dos origenes: el operador
y la manipulacién. Es util recalcar la im-
portancia de que las determinaciones sean
realizadas siempre por los mismos opera-
dores, ya que, asi, se lograron evitar dife-
rencias personales de habito, existiendo,
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Figura 4.— Representacién de los valores medios de los puntos de las curvas standard
con el error standard de la media.
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TABLA I

FACTORES BAJA CONCENTRACION SERICA

DOSIFICACION INSUFICTENTE.

CONTENIDO POBRE DE LA TABLETA.

HIPERTIROIDISMO.
SINDROMES MALA ABSORCION,

S R~ ANE O SR - S R o e e
D R I e S S ar

NO.'TOMAR REGULARMENTE LA MEDICACION.

INEFICACIA BIOLOGICA DE LA DIGOXINA EN ALGUNOS :PREPARACIONES COMERCTALES.

ALTERACIONES METABOLISMO DIGITAL - IDIOPATICAS.

- -~ FARMACOLOGIGAS:

ademas, una mayor seguridad en la per-
fecta observacién de una metddica minucio-
sa y una atencién intensa por el habito ya
adquirido. Las posibles fuentes de error en

la manipulacién son diversas y pueden de-
barse entre otros motives a deficiencias en
las micropipetas, aspirar aire al pipetear,
pipeteo incorrecto (en las paredes del tubo),

TABLA 1l

YALORACION DE LAS CONCENTRACIONES

SERICAS DE DIGOXINA

0'5 ng/mi.
013 - 110 ng/ml.
190 215 ng}’ml.*

2'5 ng/ml,

NIVELES DESPRECIABLES.

" BAJOS.
" TERAPEUTICOS.
" POTENCIALMENTE TOXICOS.

5 115 - g1 ng/ml, niveles de digoxina dptimos. '
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centrifugacién insuficiente, decantado defi-
ciente...

Nosotros, creemos que el decantado sim-
ple en un vaso, es una ‘uente de error no
despreciable, pues quedara siempre algo de
sobrenadante, que contaminara el precipi-
tado. Para disminuir este posible error, no-
sotros dejamos escurrir los tubos sobre pa-
pel absorbente durante, aproximadamente,
medio minuto después del decantado, lo-
grando asi una menor contaminacién ra-
dioactiva del precipitado.

Los criterios que seguimos en la actuali-
dad para la valoracién de las concentracio-
nes séricas de digoxina se muestran en la
Tabla 2 y son bastante concordantes con
las expresadas por otros autores *, §, °, ',
15 24y 26 5 28 De todas formas, debe re-

cordarse que Jlas concentraciones séricas
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guardan una estrecha relacién con el tiempo
transcurrido desde Ja tltima dosis.

El hallazgo de niveles bajos en pacien-
tes con tratamiento digitdlico sostenido,
hace necesario el analisis de una serie de

)

posibles factores *, '%, que se muestran en
la tabla 3.

Ademas de la aplicacién mencionada pa-
ra el control de pacientes digitalizados,
esta técnica ha ido adquiriendo importan-
cia en la investigacién farmacolégica y far-
macodinamica de la digoxina y sus deri-
vados, sin tener que recurrir al empleo de
digoxina marcada con isétopos radioacti-
vos. En este campo de los estudios farmaco-
légicos, se han llevado a cabo también mo-
dificaciones en la técnica, que han permi-
tido la determinaciéon de las concentracio-
nes de digoxina en orina y en distintos

tejidos 8 16 17 29

SUMMARY

The different laboratory technich for the de-
termination of digoxin serum concentrations
are analysed. Special emphasis is placed on
the radioimmunoassay technic.

The advantages and disadvantages of this
technic are studied and the standard curves
obtained in our determinations (n = 39) are
analysed. It can be seen that they can be
reproduced in all cases with a high degree

of similarity. The possible causes of error
in this microtechnic are also analysed and a
modification in the decanting fase, with which
the number of repetitions in our laboratory
has decreased, is suggested.

Finally the criteria for the actual evaluation
of the seric digoxin levels used in our labo-
ratory are described and new possibilities in
pharmacological investigation by this technic
are mentioned,
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