Evaluacion de un
Radioinmunoanalisis de Digoxina
con separacion cromatografica

Dr. Guillermo Acebedo*

Hemos hecho la evaluacién de un rapido radioinmunoandlisis de digoxina con una conveniente
separacion cromatogréfica. La conveniencia de los resultados répidos (Stat) v la precision del
método de AMES son evidentes, Hemos hecho algunas modificaciones, sin embargo los resulta-
dos clinicos serén publicados luego.
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A Rapid RIA for Digoxin with convenient chromatographic separation of bound and free ligand
has been evaluated, Nevertheless clinical resuits have been planned for another publication.

The convenience of stat results obtained with this method, with some minor modifications of
the '‘Ames” procedure, appears evident in the discussion.
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Vincent Butler, de Columbia University (1)
ha sido uno de tos pioneros en el desarrollo
de métodos de RIA para el seguimiento de
niveles terapéuticos y toxicos de Digoxina,
en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca
y las arritmias,

El articulo de revision sobre este tema publi-
cado en Seminars of Nuclear Medicine (2) es
valiosisimo, tanto para el clinico cardiovas-
cular como para el bioguimico especializa-
do en estos métodos.

El horizonte clfnico del RIA {3) parece inago-
table hasta hoy y la aplicacién de estos méto-
dos microanal iticos y ultrasensibles es particu-
larmente Gtil en la dosificacion y seguimiento
de drogas potencialmente toxicas como los
glucosidos esteroides, grupo en el cual se des-
taca la digoxina, cuya actividad como car-
diotébnico ha sido reconocida desde el siglo
XVII (4).

Solo a fines del S. X1X, sin embargo, comenzd
un uso racional, con bases cientfficas de este
agente de origen vegetal. Esta droga, como ex-
tracto de la digital, ha sido conocida desde
tiempo de Paracelso, segin nos refiere la His-
toria de la Medicina. Las variedades mas
conocidas en Colombia son la “‘digitalis pur-
purea” y la ““digitalis lanata” de la Sabana de
Bogotd. Hemos encontrado estas variedades
en el Alto de Santa Elena {Ruta que conduce
al Mpio. de Rionegro en el Depto. de Antio-
guia-Colombia).

En cuanto a la actividad farmacoldgica de esta
droga queremos mencionar que el componen-
te de aztcar en los glucésidos permite su fija-
ciébn al miocardio y disminuye su efecto irri-
tante sobre !as mucosas, lo cual permite su a-
plicacion oral. No obstante, su actividad fisio-
|bgica disminuye poco en ausencia del azlicar,
mientras que en ausencia del aglucon o genina
la eficacia se hace nula.

La actividad cardraca normal estd condiciona-
da al equilibrio i6nico Ca-K y se ha compro-

bado que la actividad de los digitales depende
criticamente de este entorno electrolitico. (5)

Aunque la terapia con digitales empieza a re-
ducirse un poco por el sclo hecho de que se
delimita su aplicacion clinica especifica y por
el progresivo uso de vasodilatadores y diuré-
ticos, su utilizacién racional exige e! segui-
miento estricto de los niveles circulantes de la
droga 8 - 12 horas después de la administra-
cidn oral de la dosis en uso terapéutico,

Esta droga sigue siendo el agente inotropico
oral de escogencia en el tratamiento de la in-
suficiencia cardfaca congestiva y en algunas
arritmias. (8).

Materiales y
Meétodos

Los RIAs para digoxina se basan en los mis-
mos principios generales pero difieren mayor-
mente en la etapa de separacion entre la droga
ligada a su anticuerpo espec(fico y la que per-
manece libre en el tubo de reaccidn, Esto des-
pués de haber realizado una corta incubacion
para la union antigeno-anticuerpo deseada pa-
ra el anélisis (20 - 60 min. seg(n el método).

Todos los métodos de separacion en RiA han
sido comparados para la mayoria de los ensa-
yos publicados, El método con el uso del po-
limero PEG (polietilenglicol) que nosotros
publicamos para T3 y T4 (6) es el mismo
que el Dr. Butler aplico para sus publicacio-
nes sobre el RIA de Digoxina.

Otro método de separacidon muy difundido,
ha sido el de carbén activado, que ofrece la
desventaja de una dificii dosificacion de la
suspensiéon y el peligro de ligar inespecifica-
mente al complejo antigeno—anticuerpo. El
método de segundo anticuerpo (doble) uti-
lizado por nosotros para TSH (7}, los de re-
sinas de intercambic i6nico (Mallinkrodt)
y Ultimamente el de columna cromatogra-
fica inserta en el tubo de ensayo, utilizado por
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el actual método ligeramente modificado de la
AMES, aparecen muy ventajosos por su faci-
lidad de operacidn y su precisibn y repro-
ductibilidad.

Hemos estudiado este estuche de la AMES
por la disponibilidad de reactivos, compra-
dos a esta firma, fabricados en Jerusalen,
Israel,

Los componentes del estuche son:

1. Digoxina—!1125
Estindares desde 0.6 hasta 4.6 ng/ml.

Anticuerpo contra un conjugado de
digoxina {no especificado) obtenido en
conejos.

a., Columnas cromatogrificas para separa-
cidn, Se trata de una resina no especifi-
cada, empacada en tubos plasticos.

5. Solucién buffer de fosfato y EDTA disd-
dico, a un pH de 7.4, Sin especificacién
de concentracidn det amortiguador,

Utilizamos, para la deteccidn de material
radiactivo (1125) un contador gamma, manual
comprado a Abbott, con una eficiencia de
conteo de mas dei 90C/o para este radioisd-
topo. El conteo de fondo (background) fué de
20 a 30 CPM,

Las micropipetas utilizadas son de la marca
Centauro, con puntas plasticas desechables
compradas a *’Laboratorios Ltda.”

Resultados

Habiendo seguido a la letra el método reco-
mendado por la AMES,(9) encontramos til
la modificacion de afiadir los 0.6 ml, de buffer
para dilucion, al final de la incubacidn, es
decir, antes de aplicar las columnas cromato-
grificas para separacion, Esto hace més inte-
ligible el efecto de diluciébn para terminar

la incubacidn y permite un pipeteo mas co-
modo y exacto que cuando las columnas ya lo
estorban,

La reprodyctibilidad del método dentro del
mismo andlisis; fué del orden de 49/o, Entre

MEDICINA UP.B. — VOLUMEN | - No, 3

diversos andlisis, no la confirmamos, por ca-
rencia de reactivos del mismo lote, pero se-
rfa aparentemente buena de acuerdo con
los resultados del paralelismo que publicamos
entre las dos curvas estandar realizadas en di-
versas semanas de trabajo.

La sensibilidad del método fué muy buena
para un desplazamiento de un 109/o de la
droga ligada: 0.25 - 0,3 ffg/ml.

El método grafico que utilizamos es diferente
al recomendado por AMES, puesto que es-
tamos acostumbrados al control de calidad
que requiere seguir el enlace especifico y la
llamada curva de desplazamiento de pendiente
negativa, tanto para el grafico manual como
para el computarizado (7). E| seguimiento
de la droga libre, en estos casos, |0 encontra-
mos desventajoso,

Obsérvese la prueba de paralelismo de dos cur-
vas estdndar realizadas en dos semanas dife-
rentes. Grifico No. 1

Contrariamente a lo que esperdbamos, este
método de separacidn mantiene una perfec-
ta independencia del efecto de las protei-
nas de un ‘‘pool” de plasma normal que utiliza-
mos para comparar. Obsérvese la superpo-
sicion de las rectas en escala semilogaritmi-
ca. Gréfico No, 2.

Hay que destacar que en las curvas estindar’
notamos una tendencia a disminuir notoria-
mente la pendiente con niveles por encima de
3ng./ml. De esto continuar, recomendariamos
el uso ae s6lo 30 microlitros de suero sangui-
neo en determinaciones clinicas como las que
haremos en el futuro proximo para publica-
cion,

Discusion

Serfa precipitado y objetable cientifica y ¢l
nicamente el publicar resultados clinicos del
seguimiento de niveles de ‘digoxina en sangre,
sin haber evaluado escrupulosamente un mé-
todo en nuestros laboratorios, acostumbrados
como estamos a esta disciplina y al disefio de
estos mismos meétodos micra y ultramicroa-
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naliticos (7). El objetivo de esta publicacion
es el de demostrar los requisitos minimos para
que un método anal(tico (comercial o no)
se convierta en un instrumento confiable para
trabajo clinico e investigativo, no sélo por su
valor intrfnseco sino por la destreza necesaria
en el personal de laboratorio para su estricto
control de calidad, por razones expuestas en
una anterior publicacion.(3).

Hay que abonar al método aqui evaluado, que
se destaca por su rapidez, necesarisima en es-
tos casos para obtener una informacion clini-
ca expedita y por su préctica etapa de separa-

¢ion, que infortunadamente lo limita al nu-
mero de columnas que presenta el estuche de
reactivos,

En la proxima publicacidbn compararemos este
método de separacién con el de PEG, (Polie-
tilenglicol) tan familiar para nosotros. Avan-
zaremos en mds detalles clinicos, cuando el
Proyecto de Investigaciones Biomédicas del
CIDI autorice el seguimiento de un grupo de
pacientes tratados con Digoxina, en los hos-
pitales asociados a la Facultad de Medicina
de la U,P.B,
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Grafico No. 2
EFECTO DEL SUERO LIBRE DE DIGOXINA
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