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RESUMEN

La finalidad de este trabajo es estudiar las condiciones en que se realizan
las determinaciones por radioinmunoandalisis de digitalicos en distintos medios
bioldgicos, asi como el comportaniento de dichos compuestos (Digoxina, BMD,
Digitoxina' frente a un mismo anticuerpo.

Ensavos realizados para valorar A metildigoxina en suero, plasma,y liqui-
do céfaloraguideo normales, de sujetos no tratados, demostraron que el sistema
digoxina*- antidi poxina-metildigoxina se comporta en forma diferente al siste-
ma digoxina*-antidigoxina-digoxina.

SUMMARY

Studies on digoxin derivatives in different biological media by radioimmunoassay

The fundamental aim of this study was to develope a methodology to be
applied to phamacological studies, directed to demonstrate the passage of
digitalic compounds through the blood-brain barrier. This siudy was a com-
parative one between 3 methyl digoxin {SMD) and digitoxin (Dv). :

Em— Digoxina marcada ¢~ radionucleidos.
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A methodology of radioimmunoassay was developed for differeat biologi-
cal media: serum (S), plasma (P) and cerebro spinal fluid (CSF). In addition,
the immunochemical behaviour (affinity, displacement, etc.) of BMD was
studied when reacted with digoxin (D) and digoxin-antisera, supplied by the
commercial kits utilized in these studies.

INTRODUCCION

Siendo bien conocida la importancia de la concentracion y el tipo de pro-
teinas presentes en suero (8), plasma (P), y liquido céfalo-raquideo (LCR)
vy su influencia, cuando se usa principalmente como método de separacion en
las curvas dosis-respuesta sustancias que actuan por adsorcion (1, 2y 3),
se realizo una sere de estudios previos de determinaciones utilizando prepa~
rados comerciales de diferente origen.

La finalidad de la metodologia desarrollada en este trabajo fue realizar
estudios farmacolégicos destinados a determinar el pasaje a través de la ba-
rrera hematoencefalica de A MD y digitoxina.

Los datos asi obtenidos serviran de base para una mejor interpretacion
de los estudios farmacoldgicos realizados.

VMATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ‘‘Kits’’ comerciales de digoxina 1251 {Digo K 125-C.LS.),
3H Dignxna y H Digitoxina (Schwarz Mann).

Se construyeron curvas patrones de dosis-respuesta en lcs medios biolo-
gicos siguientes:

e Suero liofilizado cuando éste fue provisto por el productor del **Kit”.

o Suero fresco, obtenido de un banco de sangre, con el fin de comparar
su comportamiento en el sistema, con el suero liofilizado.

o Plasma nommal, obtenido de un banco de sangre de individuos normales
no digitalizados para estudiar la conveniencia, del medio bioldgico a
adoptar en las deteminaciones clinicas.

o Ligido céfalo-raquideo, a fin de normalizar las condiciones de incuba-
c1on, para su posterior aplicacién en los estudios farmacoléeicos.




Se realizaron paralelamente a las curvas dosis respuesta con cada uno
de los “‘Kits’’, otras en las que se utilizé6 como patrén de comparacién 8- me-
til digoxina, para estudiar el comportamiento inmunologico del compuesto me-
tilado.

Se digitalizaron nueve individuos con B-metil digoxina y diez con digito-
xina suministrandoles 0,3 mg diarios por via oral durante 7 dias (4, 5).

Posteriomnente, .se detemminaron por radioinmunoanélisis los niveles de
estos farmacos en muestras de liquido céfaloraquideo y suero. Ninguno de
estos pacientes recibio digitdlicos anteriormente.

RESULTADOS

Previo a la determinacién de los compuestos digitalicos en las muestras
biolbgicas, se nomalizaron las condiciones de trabajo. Para ello se analiza-
ron las curvas dosis-respuesta por el sistema logit-log, por considerarse que
dicha representacion proporciona una informacién més compieta sobre el com-
portamiento del sistema. Se pudieron observar diferencias significativas en-
tre las curvas dosis-respuesta cuando se realizaron con suero fresco v con
suero liofilizado.

La Figura ] representa estos resuitados, observandose que en logit-log
no se superponen ambas curvas, contrariamente a lo esperado.
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FIGURA 1

Representocion en logitdog de curvas dosis-respuesto reclizados
con svero licfilizodo y con suero fresco. **Kit"" CIS-SORIN.
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Cuando se realizaron las curvas dosis-respuesta de los distintos ‘‘Kits”
con los diferentes medios bioldgicos (S, P, LCR), las rectas obtenidas en re-
presentacion logit-log presentaron distintas pendientes (Figuras 2y 3). En
algunos ‘‘Kits”’ se observo una falta de alineacion de los puntos experimen-
tales realizados con plasma.
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FIGURA 2

Andalisis por representacion logit-log de curvas dosis-respuesta
reclizodas en suero, plasme y liquido céfaloeraquidec. *Kit® CIS-SORIN
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Andlisis por representacion logit-log de curvas dosis-respuests
realizadas en suero y plasma. ‘*Kit'"" de SM - Schawarz-Mann
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Tambien se realizaron estudios de recuperacién de 8-metil digoxina en
los distintos medios de incubacion: Suero, Plasma o LCR obteniéndose valo-
res distintos a los esperados.

Esto demostraria un diferente comportamiento entre la digoxina usada co-
mo patrén de la 8- metil digoxina frente a un mismo anticuerpo. Conel fin de
analizar este comportamiento se realizaron con los distintos *‘Kits’’ curvas
dosis-respuesta, en suero, plasma y LCR, utilizando B-metil digoxina como
patron.

El analisis de las curvas obtenidas, ya sea utilizando como patron S-me-
til digoxina o digoxina suministrada en cada uno de los ‘‘Kits”’ (Schwarz Mann
Sorin), demostro una falta de superposicion de las mismas. Esto se debid a
que el anticuerpo es capaz de distinguir entre la molécula de 8-metil digoxina
y la de digoxina (Figura 4 y 3). Asimismo, se puede observar en la iltima fi-
gura que en la curva realizada con 8 MD como standard los puntos no se ali-
nean, lo que indicaria una falta de equilibrio entre la digoxina utilizada como
trazador y la 8-metil digoxina con el antisuero.
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FIGURA 4

Estudio comparativo utilizando como referencic Digoxino y
B-metildigoxina en plasme con *‘Kit** de CIS-SORIN
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Estudio comparado utilizando como referencia Digoxina y B-metildigoxina
en suero con ' 'Kit"”” S.Me« Schwarz-Mann.

Para conocer esta distinta afinidad entre el famaco B-metil digoxina y
digoxina con el suero antidigoxina se sometieron las curvas dosis-respuesta
al analisis de Scatchard (6).

En el grafico de Scatchard se representa la relacién entre la cantidad de
digitalico combinado y la del digitalico libre (B, F) en funcién de la masa to-
tal del digitalico unido (B) al anticuerpo. La pendiente obtenida en esta fun-
cién da el valor de la constante de afinidad (-K) del antigeno (digitalico) con
el anticuerpo en estudio, vy la interseccidn con la abscisa nos indica un valor
proporcianal al namero de sitios activos de unidn, dado por el parametro mate-
matico, K.(q), siendo K la constante arriba indicada y (q) la concentracién to-
tal del anticuerpo presente £en el sistema.

Al analizar las curvas dosis-respuesta utilizando los patrones de 8 -me-
til digoxina y de digoxina, utilizando el ‘‘Kit"”’ de Sorin se observé, mediante
el analisis de Scatchard, un comportamiento homo géneo del anticuerpo anti-
digoxina frente a la digoxina, provista por el '‘Kit”’, mientras que con el pa-
tron de B-metil digoxina presenta mas de una constante de afinidad (K), in-
dice de la presencia de mas de una entidad quimico-inmunolégica. {(Figura 6).
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FIGURA 6

Estudio de la afinidad de Digoxina y de ﬂ-mefildigoxino con el suero
antidigoxina utilizando el método de Scatchard, "'Kit’' de CiS-SORIN

Al someter al analisis de Scatchard las curvas realizadas conel ‘Kit”’
de Schwarz-Mann, se observo que el suero antidigoxina frente a su patrdn
(digoxina) se aparta de la linealidad, demostrando una falta de homogeneidad

Los resultados obtenidos con el patrén de 8- metil digoxina, demuestran
que el antisuero presenta un componente predominante, con una dada afinidad

(-K }), observandose la presencia de més de un sistema con otras constantes
de afinidad (Figura 7).

Esto de por si demuestra que en muestras biolbgicas se obtendréan distin-
tos valores cuando se interpolan los resultados en curvas construidas con pa-
trones de digoxina o de 8-meu] digoxina. {.a relacién (B MD/D) obtenida en
las muestras analizadas esta comprendida entre, aproximadamente, 2 y 4.

Se analizé el “*Kit”’ de Digitoxina, con el fin de utilizarlo posteriormente
para estudiar también el pasaje de-este farmaco a través de la barrera hema-
to-encefalica.

Se realizaron curvas dosis respuesta con suero humano normal y liquido
cétalo-raquideo normal en el medio de incubacién, se obtuvieron rectas con
pendientes correctas en representacién logit-log. Tambien se sometié a ana-
lisis de inmunidad cruzada entre 8-metil digoxina y digitoxina observandose
que las curvas dosis-respuesta no presentan reaccién inmunclogica cruzada
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cuando los valores de 8 -metil digoxina estan comprendidos entre 0,5 y 4

ng/ml (valores farmacolégicos). En cambio se observa reaccion cruzada cuan-
. . . . /

do los valores a dosar de 8- metil digoxina circulante son mayores a 10 ng/ml

(valores téxicos). (Figura 8).
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FIGURA 7

Estudio de la afinidad de Digoxina y de B-mefildigoxina con el suero
antidigoxing utilizondo el método de Scatchard 'K it" de S.M. Schwarz-Mann
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Estudio de la inmunidad cruzadg de Digoxina, ﬁ-meﬁldigoxinu y
digitoxing con suero antidigitoxina por representacidn logit-log.
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Una vez nommalizadas las condiciones de trabajo, se estudié el pasaje de
B-MD, Dy Dt a través de la barrera hematoencefalica.

El cuadro | muestra los resultados obtenidos en pacientes digitalizados
con B-MD. Estos niveles se determinaron en curvas dosis-respuesta realiza-
das con B8-MD como patron. Se observaron valores no detectables en cuatro
pacientes, estando el rango de los otros comprendido entre 1,3y 2,7 ng/ml.
Cuando estas mismas muestras fueron analizadas utilizando D como patron,
los niveles en tres pacientes fueron 'no detectables", variando en los otros
entre 0,25 y 1,25 ng/ml. En pacientes que presentaron valores "no deteciables
de B -metil digoxina en LCR, se determind el nivel de este compuesto en sue-

o siendo las cifras obtenidas: 0,3, 0,66 y 3,5 ng/ml, medidas con ﬁ.-fneul di-
"ND", 1,8 vy 1,5 ng/ml, respectivamente, utilizando

goxina como patron y de

Digoxina.
SERIE B METILDIGOXINA
Liquido Cetalerraguioes Suere
N el el g e PO [
Cac. N.D! N.D. — 1,6 35 2,19
E 0,25 N.D. — N.O. 0,3 —
Mo. N.D. N.D. — 1,8 0,66 0,36
N 1,25 2,7 2,2
Mu. 0,68 2,0 2,9
D 0,5 1,3 2,6
R 0,6 1,5 2,5
Can. 0,4 1.5 | 37
F N.D. N.O. J —

« N D: No Detectoble.
Volores expresados en ng/ml

CUADRO |}

Volores_ de B-mevildigoxinc en svero y en liquido cefoloroguideo
en pocientes digitelizodos obienidos por rodicinmunoonédlisis
utilizondo Digoxina y 3-metildigoxino como patrones de referencio

Cabe recalcar que todos los pacientes digitalizados con Dt mostraron va-
lores "no detectables " en LCR, mientras que las cifras circulantes variaron

entre 5,6 y 23,0 ng/ml (Cuadro 1D).
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SERIE DIGITOXINA
{ Vatores en ng/mt )

Nombre Digitoxina_en Digitoxina en LCR
Suerc ST
M 230 N.D*
s 15,0 N0 ]
G 7 es T OND. R
R0 18,0 ND
s | w0 | ND.
L | 19,0 NO. ]
| AR 5.6 ND. |
P g0 | ND
[ cr 19,0 N D ]
NR 16,0 N.D.

* N.D.= No Detectable

CUADRQ 11

Valores de digitoxina suérica y en LCR en pacientes tratados con digitoxina.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos cuando se estudiaron las curvas dosis-res-
puesta realizadas ocon los diferentes medios biologicos, y de la comparacién
entre las curvas disefiadas con suero liofilizado y suero fresco, se destaca
el diferente comportamiento entre los dos Gltimos, debido a la probable des-
naturalizacién que sufren las proteinas suéricas durante el proceso de liofi-
lizacion, haciendo por lo tanto, aconsejable el uso de suem fresco. De ahi
que algunos Kits comerciales actualmente indican el uso de suero obtenido
en el mismo laboratorio, de individuos nommales sin digitalizar, con el finde
homologar, en la curva de dosis-respuesta, el comportamiento de las protei-
nas suéricas con el suero en estudio. Este hecho es de real importancia en
la metodologia que usa carbdn-dextran como adsorbente, para separar el digi-
talico libre del que se halla unido al anticuerpo. Asimismo es de tener en cuen-
ta e tipo y concentracién de proteinas presentes en los -diferentes medios bio-
logicos, deahi que la curva dosis-respuesta deba realizarse con el mismo me-
dio bioldgico que la muestra en estudio.

De las pruebas de inmunidad cruzada realizadas en este estudio, se des-
prende que el comportamiento del sistema digoxina*- antidigoxina - metildigo-




xina no es comparable con el comportamiento del sistema digoxina*- antidigo-
xina-digoxina, lo que esta indicando que el anticuerpo antidigoxina diferencia
el grupo metilo unido al hidrato de carbono de la metildigoxina.

Los anticuerpos suministrades por los Kits comerciales utilizad os en este
trabajo fueron capaces de reconocer la molécula de D frente a ia de SMD, v re-
accionar con diferente afinidad con los otros compuestos formados en la metabo-
lizacidn del digitalico. Contrariamente, otros autores publicaron trabajos utili-
zando anticuerpos que presentan la misma afinidad entre D, BMD v los demas
metabolitos (7).Estos resultados indicarian que cada anticuerpo posee la capa-
cidad de reconocer, o no, a los diferentes metabolitos de los cardioténicos. En
el caso de un inmuno-reconocimiento, cada anticoerpo posee la capacidad de re-
accionar conuna constante de afinidad dada.

Esta diferente constante de afinidad fue comprobada anteriormente por Zet-
tner (8) por medio del método de Scatchard y por la técnica de saturacion de

Odell.

La diferente afinidad que presentan los anticuerpos utilizados con D y gMD
se ve reflejada en la relacion BMD/D, la que presenta un rango comprendido en-
tre 2,2 v 3,7, lo que podria explicarse por la presencia de una mezcla de meta-
bolitos, productos de la demetilacion hepatica y otras vias, y luego vertidos al
torrente sanguineo (9).

Estas conclusiones sugieren la necesidad de desarrollar una bateria de an-
ticuerpos, especifico para cada metabolito, tendiente a determinar en forma cuan-
titativa la concentracioén de cada uno de ellos presente en el medio en estudio.
Esto permitiria el reconocimiento de las formas activas y la determinacion del
real nivel de digitalizacion del paciente.
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