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LABORATORY TECHNIQUES IN
CLINICAL ENDOCRINOLOGY

In the last 30 years great advances
have been made in the techniques
used for hormone analysis. The main
method used in hormone assay is
immunoassay.

The classical competitive
radioimmunoassay used polyclonal
antibodies; in the 1980s, this was
replaced by noncompetitive assays,
using monoclonal antibodies. These
methods have high sensitivity and
specificity.

In the 1990s radioactive markers were
replaced by nonisotopic labels, which
opened the way for complete
automation of immunoassays.

We review the advantages and
limitations of the methods that are
most frequently used today. The main
advantages are improved accuracy,
reliability, and accelerated turnaround
times for tests. The limitations include
the matrix effect. Autoantibodies and
heterophilic antibodies play a role in
this effect and lead to falsely high and,
sometimes, falsely low results.

In conclusion biochemists and
endocrinologists should be aware of
the problems of each of the methods
used in order to be able to interpret
discordant results.

Key words: Immunoassay. Automated immu-
noassay analyzers. Heterophilic antibodies.
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Las técnicas de analisis hormonales han experimentado grandes avances
en los ultimos 30 anos. El inmunoandlisis es el método mas empleado en
el laboratorio de endocrinologia asistencial y es en el que nos vamos a
centrar.

El radioinmunoanalisis competitivo clasico que utilizaba anticuerpos
policlonales fue sustituido en la década de los ochenta, siempre que la
naturaleza del antigeno lo permitiera, por inmunoanalisis no competitivos
con anticuerpos monoclonales. Estos métodos se caracterizan por una
sensibilidad y una especificidad elevadas.

Posteriormente, en la década de los noventa, los marcadores radiactivos
fueron reemplazados por marcadores no isotdpicos que hicieron posible
la automatizacion del inmunoandlisis.

Se revisan las ventajas y las limitaciones de los métodos mas empleados
en el presente. Las principales mejoras se reflejan en la precision, la
fiabilidad y el menor tiempo de respuesta. Entre las limitaciones cabe
destacar el efecto matriz y, dentro de éste, los autoanticuerpos y los
anticuerpos heterofilicos. Ambos pueden dar lugar a resultados
falsamente elevados y, en algun caso, disminuidos.

En conclusidn, el conocimiento por parte de bioquimicos y
endocrindlogos de las caracteristicas y las limitaciones de los métodos
utilizados es fundamental para interpretar resultados discordantes.

Palabras clave: Inmunoanalisis. Analizadores automadticos. Anticuerpos heterofilicos.

INTRODUCCION

El laboratorio clinico tiene un papel crucial en la medicina mo-
derna, ya que entra de lleno en el concepto tan actual de medicina
basada en la evidencia, al proporcionar a los clinicos informacién
objetiva con la que tomar sus decisiones de forma eficiente.

En muchos casos proporciona datos decisivos para el diagndsti-
co y existe un buen nimero de enfermedades que se definen y ca-
racterizan a partir de criterios bioquimicos.

Las técnicas de andlisis hormonales han experimentado grandes
avances en los tltimos 30 afios, y podemos decir que ha sido gra-
cias a ellos que se han producido importantes progresos en la en-
docrinologia.

Las técnicas mds utilizadas en endocrinologia clinica actual-
mente son:

— Inmunoanalisis.

— Andlisis fisicoquimicos.

— Andlisis moleculares.
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TABLA 1. Evoluciéon de los inmunoanalisis
de tirotropina

1970: RIA de doble anticuerpo/5 dias de incubacién/sensibilidad
1,5 mU/1

1980: IRMA/18 h incubacién/sensibilidad 0,1 mU/1

1990: IMA semiautomatizados/3 h incubacion/sensibilidad
0,1-0,01 mU/1

2000: IMA automatizados/20 min incubacién/sensibilidad
0,001 mU/1

2010: Andlisis a la cabecera del enfermo... Andlisis en la consulta
del médico...

(Analisis en el propio domicilio?

RIA: radioinmunoandlisis, IRMA: andlisis inmunorradiométrico, IMA: ana-
lisis inmunométrico.

El inmunoandlisis es el método mas empleado en el
laboratorio de endocrinologia asistencial y es en el
que nos vamos a extender.

INMUNOANALISIS

Se basa en la reaccién antigeno-anticuerpo. Su prin-
cipal caracteristica es la elevada sensibilidad, que ha
hecho posible la determinacién de la concentracién de
gran nimero de sustancias hormonales en cualquier
fluido bioldgico.

La continua y rdpida evolucién de estos métodos,
tomando como ejemplo la determinacién de tirotropi-
na (TSH), se expone en la tabla 1.

RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

Fue el primer inmunoandlisis, puesto en marcha por
Yallow y Berson en 1959'. La sustancia que quiere
medirse (Ag) compite con una cantidad fija de la mis-
ma sustancia marcada radiactivamente (Ag"), por su
unién a un anticuerpo (Ac) especifico, que se encuen-
tra en cantidad limitada. Tras un periodo de incuba-
cién se separa la fraccién unida al anticuerpo (Ag-Ac,
Ag™-Ac) de la fraccion libre (Ag, Ag"), y se procede al
recuento de la radiactividad. La curva dosis-respuesta
presentard una pendiente negativa.

ANALISIS INMUNORRADIOMETRICOS
(IRMA)

En la década de los ochenta aparecié el inmunoa-
nélisis no competitivo (IRMA)2. El Ag cuya concen-
tracion se quiere medir se une a 2 anticuerpos espe-
cificos, que se encuentran en exceso, uno marcado
radiactivamente (Ac”) y otro no marcado (Ac). Se
trata de una reaccién tipo sandwich, en la que la to-
talidad del Ag queda secuestrada por los anticuer-
pos. La curva dosis-respuesta presentard una pen-
diente positiva.

El disefio del método y la inclusién de anticuerpos
monoclonales dieron lugar a grandes avances en la
sensibilidad y especificidad de los inmunoanalisis.
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INMUNOANALISIS NO ISOTOPICO

Los is6topos radiactivos limitaban el uso de los in-
munoandlisis a laboratorios con una infraestructura
apropiada, obligaban al cumplimiento de la normativa
vigente sobre proteccion de las radiaciones ionizantes
y a un tratamiento adecuado de los residuos radiacti-
vos. Por todo ello, a lo largo de la década de los no-
venta, la industria logrd ir sustituyendo progresiva-
mente los is6topos por marcadores no isotépicos:
enzimas, sustancias o marcadores fluorescentes y qui-
mioluminiscentes.

La principal ventaja del uso de estos marcadores fue
la posibilidad de automatizacién del inmunoanalisis.

AUTOMATIZACION DEL INMUNOANALISIS

La automatizacién de los inmunoandlisis ha marcado
un “antes y un después” en los andlisis hormonales. El
nimero de analizadores de inmunoandlisis disponibles
en el mercado es amplio. Asimismo, la variabilidad en
el disefio, la capacidad y la versatilidad son extensas™>.

Ventajas de los inmunoanalisis automatizados
Mejora en la precision

El riguroso control de tiempos, volimenes y tempe-
ratura, inherente a los sistemas automaticos, y las me-
joras en el sistema de cdlculo debidas al software
acompafiante tienen como consecuencia una mejora
en la precision (fig. 1).

Mayor fiabilidad

El uso cada vez mas extendido de tubo primario y
codigos de barras, las conexiones online bidirecciona-
les con los sistemas de informacién del laboratorio vy,
por tltimo, un menor tiempo de almacenamiento de la
muestra aumentan la fiabilidad de los resultados.

Menor tiempo de respuesta

La elevada velocidad de procesamiento de los anali-
zadores posibilita informar resultados el mismo dia y
analizar muestras urgentes. Asimismo, es posible la
generacion de protocolos secuenciales desde el soft-
ware del mismo analizador.

Ademas, el conocimiento temprano de las concen-
traciones basales de ciertas hormonas elimina la nece-
sidad de algunas pruebas dindmicas®, con el consi-
guiente impacto en las estancias hospitalarias.

La posibilidad de determinaciones “intraoperato-
rias” (parathormona, corticotropina, insulina y otras)’
hacen posible la cirugia minimamente invasiva y faci-
litan la localizacion tumoral.

Mayor practicabilidad

Los analizadores automaticos requieren un facil en-
trenamiento del personal, una minima manipulacién de
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Fig. 1. Coeficiente de variacion (CV) intra e interserial para los pardmetros mds solicitados en el laboratorio clinico. TSH: tirotropina;
T,: tiroxina; T;: triyodotironina; PRL: prolactina; GH: hormona de crecimiento; CORT: cortisol.

la muestra y un mantenimiento sencillo, y ademds po-
seen caracteristicas comunes en muchos fabricantes.

Menor coste econdmico

La reduccién en el personal necesario con respecto
a las técnicas manuales, el almacenamiento de la cur-
va de calibracién en la memoria del analizador, el pro-
cesado simple de las muestras y, por dltimo, razones
inherentes a la economia de mercado han tenido como
consecuencia una disminucién en los costes respecto a
los métodos manuales.

Limitaciones de los inmunoanalisis
automatizados

Los inmunoandlisis automatizados poseen las mismas
limitaciones que los inmunoandlisis en general, que se
veran mas adelante. Adicionalmente, cabe sefialar:

— Problemas derivados del disefio y las caracteristi-
cas del analizador, como cantidad minima de muestra
y/o volumen “muerto” necesarios.

— Interferencias propias del sistema de medida: anti-
coagulantes, farmacos o metabolitos, iones u otras
sustancias que pueden actuar como catalizadores o co-
factores enzimadticos.

— Los autoanalizadores son sistemas cerrados en los
que no es posible introducir modificaciones. Es obli-
gado usar reactivos exclusivos del fabricante. A menu-
do, se desconocen las caracteristicas ultimas del siste-
ma y de los reactivos.

— Poseen paneles limitados, con calidad desigual en
las diferentes pruebas.

— Son accesibles a personal con pobres conocimien-
tos en inmunoandlisis y/o en endocrinologia y, en su
mayoria, con una experiencia limitada.
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LIMITACIONES DE LOS INMUNOANALISIS
EN GENERAL

Los inmunoandlisis, manuales y automatizados, se
ven afectados por limitaciones propias de la reaccion
antigeno-anticuerpo que se revisan a continuacion.

Efecto matriz

Se define como la suma de los efectos de todos los
componentes de la muestra, con excepcion del consti-
tuyente que se va a analizar®. A este respecto cabe se-
nalar:

— Factor reumatoide: puede interferir en los inmuno-
andlisis de hormonas tiroideas y en otros, por meca-
nismos no bien conocidos!?.

— Complemento: es un complejo grupo de proteinas
que se encuentra elevado en la enfermedad inflamato-
ria y que puede bloquear el sitio de unién de los anti-
cuerpos'!.

— Lisozima: puede formar “puentes” entre el anti-
cuerpo unido a fase sdlida y el anticuerpo marcado y
dar lugar a resultados falsamente elevados'?.

— Proteinas de unién enddgenas: tanto su concentra-
cién como sus caracteristicas de unién pueden verse
afectadas por factores genéticos o adquiridos. Esto es
aplicable a albimina, prealbimina, SHBG, TBG,
CBG, etc. Las variaciones extremas de la albimina en
el seno de la enfermedad no tiroidea pueden alterar la
medida de las concentraciones de hormonas tiroideas
libres'3. En la hipertiroxinemia disalbuminémica fami-
liar, la presencia de albimina con una mayor afinidad
por la tiroxina puede falsear, asimismo, los resultados
dependiendo del método utilizado.

— Autoanticuerpos: anticuerpos contra la hormona
que se van a cuantificar, que pueden interferir en la re-
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Fig. 2. Interferencia por anti-
cuerpos heterofilicos en inmuno-
andlisis no competitivos.

i6n de la interferencia afadiendo 1gG de ratén

accién antigeno-anticuerpo y dar lugar a resultados
falsamente aumentados o disminuidos, dependiendo
del disefio del inmunoandlisis y de si presentan mayor
o menor afinidad por la hormona que el anticuerpo del
reactivo. Se han descrito autoanticuerpos frente a hor-
monas tiroideas, antitiroglobulina, antiinsulina, anti-
TSH, antiparathormona, etc., en pacientes que han re-
cibido la hormona con fines terapéuticos o con
enfermedades autoinmunes'*'6. Recientemente se ha
centrado la atencién en la deteccién de la macropro-
lactina, una forma molecular grande de prolactina
constituida por un complejo prolactina-inmunoglobu-
lina, cuyo significado clinico es controvertido y que
presenta diferente reactividad en los distintos inmuno-
andlisis'™"°. Existen diversos métodos para detectar la
presencia de autoanticuerpos; uno de ellos es la incu-
bacién del suero con la hormona marcada con '>I 'y su
posterior precipitacion con polietilenglicol.

— Anticuerpos heterofilicos: son anticuerpos anti-
IgG de animal (ratén, conejo, oveja, etc.), especies
muy utilizadas para la obtencidn de reactivos para in-
munoandlisis. Su origen se atribuye a un contacto pre-
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vio con el animal o a haber recibido preparados de
origen animal con fines terapéuticos. Su prevalencia
en la poblacion general es del 30-40%. Pueden inter-
ferir en los métodos competitivos y no competitivos,
aunque estos tltimos se ven mds afectados®*?!. En la
figura 2 se muestra el mecanismo de esta interferen-
cia, que puede dar lugar a resultados falsamente au-
mentados o disminuidos. Existen innumerables traba-
jos en la bibliografia en que se describen anticuerpos
heterofilicos en inmunoanalisis hormonales (TSH,
prolactina, gonadotropina coriénica humana [hCG],
etc.). En el caso de la hCG, las consecuencias pueden
ser dramdticas, como en el caso de las pacientes des-
critas por Rotmensch y Cole?, que fueron sometidas a
cirugia y quimioterapia innecesarias por un diagnosti-
co erréneo de coriocarcinoma. Igualmente, tal interfe-
rencia en los inmunoandlisis de tiroglobulina puede
dar lugar a tratamientos innecesarios?. Se debe prestar
especial atencién a la interferencia por anticuerpos hu-
manos antirraton (HAMA), cuya incidencia estd au-
mentando debido al uso creciente de anticuerpos mo-
noclonales de ratén con fines diagndsticos (pruebas de
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imagen) o terapéuticos (antivirales, antineoplésicos,
tromboliticos, etc.). Dado que estos anticuerpos se
producen como respuesta a un estimulo antigénico di-
recto. Sus concentraciones en suero pueden ser muy
elevadas, y su potencial para interferir en el inmunoa-
ndlisis es, por tanto, superior. Un método sencillo de
detectar estos anticuerpos es procesando el suero tras
sucesivas diluciones. En general, los fabricantes de re-
activos para inmunoandlisis afladen suero no inmune
de ratén o del animal del que proceden los anticuerpos
del reactivo para bloquear los anticuerpos extrafios,
pero su concentracién puede ser insuficiente, especial-
mente en el caso de los HAMAZ2+26,

Problemas relacionados con la especificidad
de los anticuerpos

La especificidad es uno de los requerimientos mas
importantes de un inmunoandlisis, y ésta depende
principalmente de las caracteristicas de los anticuer-
pos utilizados. Pueden surgir problemas debidos a una
pobre especificidad o a una hiperespecificidad.

Falta de especificidad

Aunque ha habido grandes avances en este sentido,
cuando utilizamos anticuerpos policlonales, éstos pue-
den presentar reactividad cruzada con otros compo-
nentes de la muestra de estructura quimica similar.
Esta falta de especificidad puede carecer de trascen-
dencia en situaciones fisioldgicas normales, pero si
puede tener consecuencias en casos de produccién tu-
moral, pruebas de estimulo, etc.

Se deben considerar, también, las interferencias por
farmacos o sus metabolitos, ya sea por presentar reac-
tividad cruzada o por desplazamiento de la hormona
de sus proteinas de union, ademds de los efectos far-
macoldgicos propios?.

Excesiva especificidad

Este es un hecho que se da con relativa frecuencia
cuando se utilizan anticuerpos monoclonales y en mé-
todos cuyo disefio hace que valoremos unicamente la
molécula intacta (los 2 anticuerpos estdn dirigidos
contra epitopos diferentes de la molécula). Cuando la
hormona que se va a cuantificar presenta heterogenei-
dad molecular® o en casos de secrecién tumoral, la
excesiva especificidad puede reducir o enmascarar la
informacién. Este problema afecta especialmente a los
inmunoanalisis de hormona luteinizante, hCG, hormo-
na de crecimiento, corticotropina, etc.

Estandarizacion

La falta de unificacién entre los estdndares utiliza-
dos en diferentes inmunoandlisis y las distintas unida-
des empleadas en la expresion de los resultados ha
dado lugar a confusidn, en especial en hormonas poli-
peptidicas. Siempre que la estructura quimica esté
bien definida se recomienda expresar los resultados en
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Fig. 3. Efecto hook o “efecto gancho”, en el que un exceso de con-
centracion de antigeno da lugar a resultados falsamente bajos.

unidades molares o de masa. Sin embargo, cuando la
hormona circulante presenta heterogeneidad molecu-
lar, la preparacién de materiales de referencia presenta
dificultades y se aconseja se siga expresando en U,
por lo que hay que recurrir a un consenso arbitrario
entre comisiones de expertos®. La tendencia, hacia el
futuro, es el uso de estandares obtenidos mediante tec-
nologia recombinante.

Interferencias relacionadas con el trazador

La relacién de sustancias utilizadas hoy dia como
marcadores es extensa, y caracterizada por una gran
variabilidad en el tamafio y la composiciéon quimica.
Los marcadores radiactivos han sido sustituidos paula-
tinamente por enzimas, marcadores fluorimétricos,
quimioluminiscentes, etc. Cada una de estas sustan-
cias puede verse afectada por compuestos presentes en
la matriz de la muestra o en el medio de reaccién, y a
su vez estas sustancias son susceptibles de influencias
del “microentorno” y capaces de modular la sefial
generada por el trazador, o la eficiencia del método
de deteccién. Cabe citar, como ejemplo, compuestos
fluorescentes, contrastes radiograficos, biotina en pa-
cientes con dicho tratamiento, la azida utilizada como
preservativo, que inhibe la actividad enzimadtica en sis-
temas que usan peroxidasa como marcador.

Efecto hook o “gancho”

El efecto hook se produce ocasionalmente en los
métodos inmunométricos cuando la concentracién de
antigeno a determinar es inusualmente elevada y uno
0 ambos anticuerpos quedan saturados antes de que se
forme el sdndwich, fenémeno que da lugar a resulta-
dos falsamente bajos. La curva dosis-respuesta tipica
de estos métodos es lineal hasta una concentracion de-
terminada en que se produce una meseta; en caso de
producirse el efecto hook, la curva inicia una pendien-
te negativa hasta alcanzar valores bajos (fig. 3). El
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efecto se suele producir a partir de una concentracién
determinada que varia segiin el método y el fabricante.
Se ha descrito el efecto hook en algunos procedimien-
tos de determinacién de tiroglobulina, hCG, prolacti-
na, etc. Cuando se sospecha este fendmeno se deben
realizar diluciones sucesivas de la muestra hasta al-
canzar una concentraciéon dentro del intervalo de me-
dida?.

Afortunadamente, este problema cada vez es menos
frecuente debido a que los inmunoanalisis no isotopi-
cos actuales disponen de un amplio intervalo de linea-
lidad en la medida. Los fabricantes deben proporcio-
nar informacién sobre la concentracion a partir de la
cual puede producirse el efecto.

METODOS FISICOQUIMICOS

Los métodos fisicoquimicos, como la espectrofoto-
metria, la fluorimetria, la cromatografia etc., muy usa-
dos en el pasado, quedan reservados en la actualidad a
fases previas al inmunoandlisis y a pardmetros espe-
ciales, como las catecolaminas y los metabolitos. Los
procedimientos previos al inmunoanélisis comprenden
extraccion con disolventes organicos apropiados, se-
paracién cromatografica, evaporizacidn, etc. Estos
métodos siguen siendo necesarios para la determina-
cion de vitamina D y metabolitos, vasopresina, corti-
sol y aldosterona en orina, entre otros.

La cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC),
precedida de una purificacién de la muestra, es el mé-
todo de eleccién para catecolaminas y metanefrinas?!,
asi como para el 5-hidroxiindol-acético, el principal
metabolito de la serotonina.

Los métodos de determinacién de esteroides, por
cromatografia de gases en muestras de plasma o de
orina, permiten estudiar el perfil secretorio de una de-
terminada familia de esteroides, lo que puede ayudar
al diagnéstico de déficit enzimdticos poco frecuentes.
La cromatografia de gases conectada a espectrometria
de masas se considera el método de referencia para las
hormonas esteroideas. Se trata de métodos bastante la-
boriosos, que requieren una infraestructura apropiada
y personal con experiencia, y estdn reservados a los
laboratorios de referencia.

ANALISIS MOLECULAR

Hasta hace unos afos, el andlisis molecular estaba
reservado a estudios de investigacion. Actualmente, se
puede considerar un método diagndstico més en endo-
crinologia asistencial. En determinadas enfermedades
relativamente frecuentes, como la hiperplasia supra-
rrenal congénita o la neoplasia endocrina multiple, en-
tre otras, el estudio molecular del paciente y de los fa-
miliares, en el propio laboratorio o en un laboratorio
de referencia, es obligado. Este tema serd tratado en
otro capitulo.
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CONCLUSIONES

El inmunoandlisis es la técnica mds utilizada en el
laboratorio de endocrinologia asistencial. El conoci-
miento, por parte de bioquimicos y endocrindlogos, de
las caracteristicas y limitaciones de los métodos utili-
zados es fundamental para interpretar resultados dis-
cordantes. La fluidez en la comunicacién entre ambos
profesionales es fundamental.
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