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RESUMEN 

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

Se estudian los inconvenientes y ventajas que presenta esta técnica, ana­
lizándose 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 modificación en la fase de decantado, con la que ha 
disminuido el índice de repeticiones en nuestro la:boratorio. 

Por último, se presentan los criterios de valoración actual de los niveles 
séricos de digoxina, utilizados en nuestro laboratorio y se apuntan las 
nuevas vías de investigación farmacológica que permite esta técnica ana­
lítica. 

INTRODUCCIÓN 

Aunque hace ya dos siglos que Withe­
ring describió las propiedades que tiene 
la digital sobre el corazón e incluso sus 
efectos tóxicos 31

, hasta los últimos cin­
cuenta años, no se habían realizado per­
feccionamientos importantes con vistas a 
un mejor tratamiento digitálico y a una 
disminución en la frecuencia de aparición 
de intoxicaciones digitálicas. Estos progre­
sos incluyen la introducción de nuevos glu­
cósidos sintéticos mucho más purificados, 

* Dpto. Cardiovascula~ y Torácico. 

una mejor comprens10n de los mecanismos 
de acción, de sus efectos deseables e in­
deseables y de su absorción metabolismo y 
eliminación. 

Dentro de estas investigaciones, el uso 
de glucósidos marcados con radioisótopos, 
permitió la medición por primera vez de los 
glucósidos cardíacos tanto en sangre como 
en distintos tejidos 10 a 13

, 2 2 y n. 

Desde entonces, han sido descritos, mu­
chos métodos para la determinación de las 
concentraciones séricas de digoxina. Los 
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métodos más usados hasta la actualidad 
han sido: % AT 

1) Análisis por desplazamiento enzimático 
de isótopos 4

• 

2) La cromatografía de gases 30 

3) Por análisis de un derivado de dilución 
isotópica doble 21

• 

4) Por inhibición de la captación de Rb86 

por los hematíes 19
, 

2º. 

5) Por inhibición de la Na-K-ATPasa 

6) Por radioinmunoensayo. 

Este último método, fue posible, después 
de que en 1967 BUTLER 7 consiguiera desa­
rrollar anticuerpos antidigoxina en conejos 
y fueran titulados posteriormente 25

• Tras 
estos trabajos iniciales y utilizando técnicas 
de radioinmuno-ensayo ya introducidas para 
la determinación de insulina 32 renina y 
otras hormonas peptídicas, en 1969 3 se 
pudo comenzar a utilizar esta nueva técnica 
de laboratorio, que ha pasado a ser la más 
utilizada en la actualidad para la determi­
nación de las concentraciones séricas de 
digoxina. 

La técnica de determinación de digoxina 
sérica por radioinmuniensayo se basa en 
una reacción 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* 

11 
AgLAc 

Figura 1.- Reacción competitiva que se pro­
duce en el medio de reacción. 
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Figura 2.- Curva de la concentración en re­
bción al porcentaje de actividad total su­
puestos infinitos puntos conocidos. 

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

La curva standard que obtendríamos co­
nociendo infinitas concentraciones, sería 
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
racterística para cada laboratorio, depen­
diendo entre otros factores de la titula­
ción y afinidad de los anticuerpos. 

La dificultad y laboriosidad para obtener 
unos anticuerpos valiosos y su correcta ti­
tulación, ha hecho, que fueran preparados 
por distintos laboratorios químicos, equi­
pos para realizar las determinaciones inclu­
yendo todos los reactivos necesarios. 
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El propósito de este trabajo es analizar 
nuestra experiencia con esta nueva técnica 
analítica, estudiando sus aplicaciones prác­
ticas y los problemas que pueda plantear. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Desde Junio de 1975 venimos utilizando 
el «Digoxín I-125 Imusay R» preparado por 
los Laboratorios Abbott, para determinar 
las concentraciones séricas de digoxina. Las 
muestras sanguíneas fueron obtenidas por 
lo menos cuatro horas después de la admi­
nistración de la última dosis de digoxina, 
separando el suero por centrifugación y 
conservándolo congelado hasta el momento 
de realiz2r el análisis. 

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

cropipetas automáticas con puntas dese­
chables de 0,1 y 0,3 mi. 

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 modificación en la fase de 
decantado. En la figura 3 puede verse un 
esquema de la técnica utilizada. 

En todas las determinaciones, se cons­
truyó una curva standard mediante el aná­
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 realizó con un contador Nu­
clear Chicago, para radiaciones gamma y 
durante un minuto cada tubo. 

P.E.(;. 2 ml. 

An.tigeno marcado 
ú,l ml. 

\;/f-1 
~/\;] 

Su<0ro .. /

8 

O 
0,1 ml. • 

lJ 

Incuba.e il\n • 
temperatura 
ambiente du­
rant 
30' 

Contaje radioactividad 
del precipitad~ en 1 minuto 

Figun 3.-- Esquema mostrando la técnica seguida para la determinación de la digoxi­
:-.emi1. 
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TABL<A 

VALORES MEDIOS DE LAS CURVAS STANDARD 

Standard 

Sx 

si 

RESULTADOS 

o• O ng/ml. 

64'83 

3' 33 

0'53 

O' 5 ng/ml. 

56'53 

4'39 

0'70 

El análisis de las curvas standard de las 
39 determinaciones realizadas no mostró 
diferencias importantes; expresándose los 
valores medios del porcentaje de la activi­
dad total para cada punto de la curva stan­
dard en la tabla n.º l. En la rigura n.º 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, comprobándose que la canti­
dad analizada era ligeramente superior a 
0,1 ml. 

Se han debido repetir el 15 ,3 % 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 función renal, la 
dosis administrada y el tiempo transcu­
rrido desde la última dosis. 

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

1 'O ng/ml. Z'Ong/ml. 4'0 ng/ml 

43' 71 21'11 11'71 

4'69 3' 15 1'13 

0'75 0'50 0'18 

diadas han tenido siempre concentraciones 
superiores a 2,5 ng/ml. En la mayoría de 
los pacientes con tratamiento digitálico 
sostenido y con buena respuesta al trata­
miento, hemos encontrado concentraciones 
entre 1,0 y 2,5 ng/ml. 

DISCUSIÓN 

Como ya se ha planteado anteriormente, 
con este trabajo no buscamos los resultados 
concretos con determinados grupos de pa­
cientes, sino el análisis del método analí­
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 
analítico. De todas formas se trata de una 
microtécnica analítica y, como nos lo mues­
tra el porcentaje de repeticiones, está su­
jeta a múltiples fuentes de error que deben 
ser evitadas. 

Estas fuentes de error pueden tener, fun­
damentalmente, dos orígenes: el operador 
y la manipulación. Es útil recalcar la im­
portancia de que las determinaciones sean 
realizadas siempre por los mismos opera­
dores, ya que, así, se lograron evitar dife­
rencias personales de hábito, existiendo, 
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•= 39 

.. 

H 

•• 

11 

• 1,9 ng;ml 

Figura 4.- Representación de los valores medios de los puntos de las curvas standard 
con el error standard de la media. 

5 



6 M. TRIOLA Y COLS. Vol. XIX 

TABtA 11 

FACTORES BAJA CONCENTRACION SERICA 

l. DOSIFICACION INSUFICIENTE. 
2. NO TOMAR REGULARMENTE LA MEDICACION. 
3. CONTENIDO POBRE DE LA TABLETA. 
4. INEFICACIA BIOLOGICA DE LA DIGOXINA EN ALGUNOS PREPARACIONES CTMERCIALES. 
5. HIPERTIROIDISMO. 
6. SINDROMES MALA ABSORCION. 
7. ALTERACIONES METABOLISMO DIG1TA1 IDIOPATICAS. 

- FARMACOLOGICAS. 

además, una mayor seguridad en la per­
fecta observación de una metódica minucio­
sa y una atención intensa por el hábito ya 
adquirido. Las posibles fuentes de error en 

la manipulación son diversas y pueden de­
b~rse entre otros motivos a deficiencias en 
las micropipetas, aspirar aire al pipetear, 
pipeteo incorrecto (en las paredes del tubo), 

TA 'B LA 111 

VALORACION DE LAS CONCENTRACIONES 
~~~~~~~~~~~~~~~~------~_...._....,_....._~ 

* 

SERICAS DE 

Ot3 ng/wl· ... 

0•3 - 11 0 ng/ml. 

1'0 - 2'5 ng/ml.* 

2 t 5 ng/ml. 

DIGOXINA 

NIVELES DESPRECIABLES. 

" 

" 

BAJOS. 

TERAPEUTICOS. 

POTENCIALMENTE TOXICOS. 

1'5 - 2'0 ng/ml. niveles de digoxina óptimos. 
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centrifugación insuficiente, decantado defi­
ciente ... 

Nosotros, creemos que el decantado sim­
ple en un vaso, es una :uente de error no 
despreciable, pues quedará siempre algo de 
sobrenadante, que contaminará 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 así una menor contaminación ra­
dioactiva del precipitado. 

Los criterios que seguimos en la actuali­
dad para la valoración de las concentracio­
nes séricas de digoxina se muestran en la 
Tabla 2 y son bastante concordantes con 
las expresadas por otros autores 1

, 
6

, 
9

, 
14

, 

15, 2 4 y 26 a 28 . De todas formas, debe re­
cordarse que las concentraciones séricas 

guardan una estrecha relación con el tiempo 
transcurrido desde la última dosis. 

El hallazgo de niveles bajos en pacien­
tes con tratamiento digitálico sostenido, 
hace necesario el análisis de una serie de 
posibles factores 2

, 
1 8

, que se muestran en 
la tabla 3. 

Además de la aplicación mencionada pa­
ra el control de pacientes digitalizados, 
esta técnica ha ido adquiriendo importan­
cia en la investigación farmacológica y far­
macodinámica de la digoxina y sus deri­
vados, sin tener que recurrir al empleo de 
digoxina marcada con isótopos radioacti­
vos. En este campo de los estudios farmaco­
lógicos, se han llevado a cabo también mo­
dificaciones en la técnica, que han permi­
tido la determinación de las concentracio­
nes de digoxina en orina y en distintos 
tejidos s, 16, 11, 29_ 

SUMMARY 

The diíferent J¡;boratory 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 al] cases with a high deg'ree 

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 serie digoxin levels used in our labo­
ratory alfe described and new possibilities in 
pharma:ological investigation by this technic 
are mentioned. 
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