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HORMONE ASSAYS: SOME ASPECTS
THAT ENDOCRINOLOGISTS SHOULD
KNOwW

Since the pioneering works of Yalow and
Berson that introduced
radioimmunoassays (RIA), hormone
assays have been developed gradually,
with improvements in all aspects of their
design, from immunoradiometric assays to
automatization. Examples of this evolution
are the thyrotropin (TSH) and parathyroid
(PTH) assays. Despite the strong accuracy
and reliability of currently used hormone
assays, some limitations should be
reviewed, such as interference by
autoantibodies, heterophile antibodies or
macroprolactin and the hook effect.

Key words: Immunoassays. Interference. Hetero-
philic antibodies.
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Algunos aspectos que el
endocrinologo debe conocer
sobre los métodos de
determinaciones hormonales
ROCIO ALFAYATE Y MONTSERRAT MAURI

Laboratorio de Hormonas. Hospital General Universitario de
Alicante. Alicante. Espana.

Desde los trabajos pioneros de Yalow y Berson, que introdujeron el
radioinmunoanalisis (RIA), los métodos de andlisis de hormonas han
evolucionado gradualmente con mejoras en todos los aspectos de su
diseno, desde los analisis inmunorradiométricos a la automatizacion. Un
ejemplo de esta evolucion son los andlisis de tirotropina y paratirina.

A pesar de la gran precision y la fiabilidad de los métodos hormonales
utilizados en la actualidad, es importante revisar algunas limitaciones,
como la interferencia por autoanticuerpos, anticuerpos heterofilicos o
macroprolactina o el efecto gancho.
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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 diagndstico y un
buen nimero de enfermedades se definen y se caracterizan por cri-
terios bioquimicos.

Las técnicas de andlisis hormonales han experimentado grandes
avances en los dltimos afios y podemos decir que ha sido gracias a
ellos que se han producido importantes progresos en la endocrino-
logia'. Que el endocrinélogo conozca estos aspectos es bdsico
para la correcta interpretacion de los resultados de los andlisis hor-
monales.

EVOLUCION DE LOS ANALISIS HORMONALES

Primera generacion de inmunoanalisis:
radioinmunoanalisis (RIA)

En 1959 el trabajo de Yalow y Berson sobre la determinacién de
la concentracion de insulina en plasma inici6 el uso de radiois6to-
pos en una técnica analitica conocida como radioinmunoandlisis
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(RIA) Ellos fueron los primeros en observar la gran
sensibilidad de los métodos basados en la reaccién en-
tre antigeno y anticuerpo mediante el uso de marcado-
res radioisotopicos.

El RIA es una técnica de andlisis en la que una pe-
queiia cantidad de sustancia marcada con radiactivos
es desplazada de su union especifica a un anticuerpo
por otra similar, no marcada, que va a competir con la
primera. El is6topo mds utilizado para marcar hormo-
nas es el 1.

En los anos setenta, casi todas las hormonas se de-
terminaban por métodos de RIA, técnicas competitivas
con un anticuerpo, y a veces con un segundo anticuer-
po, para la separacion de la fraccion unida de la libre.

Estas técnicas de inmunoanalisis isotopicos eran
cien veces mas sensibles que los métodos fisicoquimi-
cos usados hasta el momento para las determinaciones
hormonales.

Segunda generacion de inmunoanalisis:
analisis inmunorradiomeétricos (IRMA)

Durante los afios ochenta aparecieron modificacio-
nes de la primera generacién de inmunoandlisis®. Con
la introduccién de andlisis inmunométricos no compe-
titivos (IRMA) de doble anticuerpo, se consiguié ma-
yor sensibilidad, ampliar el intervalo de medicién y
acortar los tiempos de incubacion.

Otro avance importante es la introduccién de anti-
cuerpos monoclonales, lo que repercutié en una ma-
yor especificidad.

Automatizacion de los inmunoanalisis

Los is6topos radiactivos limitaban el uso de los in-
munoandlisis a laboratorios con infraestructura apro-
piada, obligaban al cumplimiento de la normativa vi-
gente sobre proteccion de las radiaciones ionizantes y
a un tratamiento adecuado de los residuos radiactivos.
A finales de los anos ochenta, la industria desarrolld
marcadores no isotépicos: enzimas, marcadores fluo-
rescentes y quimioluminiscentes. Los inmunoanalisis
no isotdpicos presentaban mads sensibilidad y practica-
bilidad, puesto que permitian su automatizacion®.

Los primeros métodos semiautomatizados fueron
inmunoandlisis de polarizacion de fluorescencia
(FPIA), aplicados a hormonas tiroideas.

En la década de los noventa, los andlisis no isotopi-
cos se abrieron totalmente a la automatizacién y la de-
terminacién de hormonas se incorporé a los nuevos
autoanalizadores. La automatizacion tenia la ventaja
de una mejora en la precision, mayor practicabilidad,
mayor fiabilidad, menor tiempo de respuesta y menor
coste econémico.

El 80% de los autoanalizadores actuales estan utili-
zando sefial quimioluminiscente o electroquimiolumi-
niscente, y el resto utiliza fluorometria o son inmuno-
andlisis enzimdticos’.

La mayoria de estos instrumentos son capaces de to-
mar la muestra directamente del tubo primario, tienen

sensor de deteccion del codgulo y lectura del codigo
de barras. El rendimiento de los autoanalizadores mo-
dernos es aproximadamente de 200 resultados por
hora, con sistemas de autodilucién y pruebas reflejas.

Sin embargo, no todas las determinaciones hormo-
nales han evolucionado de la misma manera. Actual-
mente, en un laboratorio de un hospital de tercer nivel
aun coexisten técnicas automatizadas (56%) con otras
manuales (RIA o IRMA) de algunos esteroides, activi-
dad de renina y algunos marcadores tumorales. Otras
determinaciones, como las de catecolaminas, se reali-
zan por métodos fisicoquimicos como la cromatogra-
fia liquida de alta resolucién (HPLC), en la que una
fase moévil, a través en una columna, separa las tres
fracciones de catecolaminas, que se cuantifican me-
diante un detector electroquimico.

Algunos ejemplos de la evolucién de los inmunoana-
lisis en las determinaciones hormonales se observan en
la medicion de tirotropina (TSH) y paratirina (PTH).

Evolucion de los analisis de la tirotropina

En los afios setenta se utilizaban RIA de doble anti-
cuerpo que requerian una incubacién de 5 dias, y la
sensibilidad de esta primera generacién de andlisis era
de 1 mUI/l, evidentemente insuficiente para diferen-
ciar a los pacientes con hipertiroidismo (TSH < 0,5
mUI/l) de individuos con resultados en el limite bajo
de la normalidad (0,4-4,0). El hipertiroidismo tenia
que ser confirmado por andlisis de T4 y T3 y mediante
el estimulo con protirrelina (TRH).

La aparicién en los afios ochenta de andlisis de se-
gunda generacion, IRMA, no competitivos con menos
tiempo de incubacién (18 h) aument6 la sensibilidad a
0,1 mUI/1. En los noventa se desarrollaron los analisis
de tercera generacion, andlisis inmunométricos (IMA)
semiautomatizados, con sensibilidad de 0,01 mUI/I.
Después de 2000, se empez6 a usar métodos IMA to-
talmente automatizados que, con una incubacién de
20 min, dan resultados de TSH con una sensibilidad
de 0,001 mUL/I; son técnicas de cuarta generacion.

Un nuevo concepto y un cambio en la préictica clini-
ca emergieron de esta mejora de la sensibilidad de los
andlisis. El concepto de sensibilidad analitica (capaci-
dad de un método de detectar pequefias cantidades de
un componente distintas de cero) fue sustituido por el
de sensibilidad funcional, definida como la concentra-
ciéon minima de un componente (TSH) que se puede
medir con una imprecisiéon entre pruebas (CV) <
20%?*. Esta mejora de la sensibilidad permitié un cam-
bio de la estrategia en la prictica clinica: utilizar la
TSH como prueba de primera linea para evaluar la
funcién tiroidea en pacientes ambulatorios y en gran
parte de los pacientes hospitalizados sin enfermedad
no tiroidea grave. La principal limitacién en el uso de
la TSH como prueba de primera linea en el escrutinio
de la disfuncion tiroidea es la falta de sensibilidad
para detectar el hipotiroidismo secundario. Sin embar-
go, la prevalencia del hipotiroidismo primario es muy
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superior a la del secundario, y ademads el déficit aisla-
do de TSH es extremadamente raro. Por lo tanto, una
concentracién de TSH dentro del intervalo de normali-
dad excluye la necesidad de otras pruebas en pacientes
con integridad de eje hipotalamohipofisotiroideo’.

Evolucion de los analisis de la paratinina

Los andlisis de primera generacion de PTH apare-
cieron en los afios sesenta. Eran RIA que usaban un
anticuerpo policlonal dirigido contra la porcién carbo-
xiterminal de la hormona. Detectaban tanto PTH(I-
84) como gran proporcién de fragmentos carboxiter-
minales C-PTH. Estos primeros andlisis no podian
distinguir entre la hipercalcemia no paratiroidea del
hiperparatiroidismo primario leve, en parte porque la
hipercalcemia, a largo plazo, favorece las altas con-
centraciones de C-PTH. Estos andlisis también tenfan
limitaciones en pacientes con insuficiencia renal.

La segunda generacién de andlisis de PTH fue desa-
rrollada en los afos ochenta. Eran andlisis IRMA de
doble anticuerpo. Un anticuerpo contra la regién C-ter-
minal y otro contra el epitopo aminoterminal 13-34 de
la PTH. Estos andlisis eran féciles de usar y cubrian un
rango analitico muy amplio. Posteriormente aparecie-
ron IMA con el mismo formato y estaban todos cali-
brados respecto al mismo material. Su utilidad clinica
ha sido demostrada en el diagndstico del hiperparati-
roidismo primario. Estos andlisis de segunda genera-
cion también se denominan de PTH intacta y son los
que hoy se utilizan en la mayoria de los laboratorios.

El grupo de D’ Amour en 1996 demostré que el 50%
de la PTH determinada por estos métodos en pacien-
tes urémicos era atribuible a formas de PTH distintas
de 1-84, es decir, fragmentos C-terminales con una es-
tructura N-terminal parcialmente conservada a la que
faltan los primeros aminodcidos® y tienen actividad
biolégica disminuida.

La tercera generacion de andlisis de PTH incluye un
anticuerpo contra la regién C-terminal y otro contra la
regién N-terminal, el epitopo 1-4 de PTH. Esta gene-
racion de analisis, también denominada PTH whole
(entera) o PTH bioactiva, no tiene reaccidén cruzada
con los fragmentos de PTH distintos de 1-84. Sin em-
bargo, el uso de la tercera generacién de PTH no pare-
ce ser mejor para diferenciar las enfermedades dseas
debidas a insuficiencia renal. En pacientes con hiper-
paratiroidismo primario, tanto la segunda como la ter-
cera generacion se han mostrado de igual sensibilidad
diagndstica’.

AVANCES EN LA DETERMINACION
DE HORMONAS LIBRES

El concepto de hormona libre como hormona biol6-
gicamente activa ha sido importante en el desarrollo
de los analisis que miden directamente o evalian indi-
rectamente la fraccidn libre en plasma de numerosas
hormonas, como T4, T3, cortisol o testosterona.
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La determinacién directa de la concentracién de
hormonas tiroideas libres ofrece notables dificultades.
En primer lugar su concentracién es tan baja que se
requieren métodos analiticos extraordinariamente sen-
sibles para poder cuantificarla. En segundo lugar, la
fraccion libre se mantiene en constante equilibrio con
la fraccién unida a proteina, condicién que es preciso
preservar durante el proceso analitico. La concentra-
cién de las fracciones libres de hormonas tiroideas
puede medirse por inmunoandlisis o cromatografia si
previamente se las separa de las proteinas transporta-
doras mediante técnicas de dialisis de equilibrio o ul-
tracentrifugacion. La complejidad técnica de estos
métodos ha promovido el desarrollo de procedimien-
tos analiticos alternativos practicables en el laborato-
rio clinico. Hasta hace unos afios se calculaba el indi-
ce de hormonas tiroideas a partir de la concentraciéon
de T4 o T3 totales y la concentracion o la capacidad de
unién a la TBG. Actualmente se emplean técnicas
de inmunoextraccion (de uno o dos pasos) para deter-
minar FT4 y FT3 que muestran buena correlacién con
los métodos de didlisis de equilibrio y son apropiadas
en pacientes con disfuncion tiroidea y en gestantes.

A principios de los afios sesenta se cuestiond la hi-
potesis de la hormona libre cuando se observé que la
vida media de disociacién de testosterona unida a glo-
bulina fijadora de las hormonas sexuales (SHBG) era
de unos 20 s, comparado con 1 s para la testosterona
unida a albimina. Se propuso que este corto tiempo de
disociacién podria permitir, en parte, mayor disponibi-
lidad tisular de la fraccién unida a albdmina. El con-
cepto de biodisponibilidad gané credibilidad y muy
pronto se impuso en la practica clinica. Actualmente
se tiende a utilizar la testosterona biodisponible, tes-
tosterona no unida a SHBG que penetra facilmente en
las células, como marcador biol6gico de androgenia
en varones, lo que ha dado lugar a un aumento gradual
de su solicitud en nuestros laboratorios'.

LIMITACIONES DE LOS INMUNOANALISIS

La calidad de los andlisis hormonales ha aumentado
considerablemente. La precision ha aumentado con la
automatizacion, la especificidad ha aumentado consi-
derablemente con el uso de métodos inmunométricos
que usan anticuerpos contra distintos epitopos de la
misma molécula; esto exige del clinico un elevado ni-
vel de confianza.

Sin embargo, a pesar de los progresos realizados en
el campo de los inmunoandlisis, éstos siguen siendo
vulnerables a errores esporddicos producidos por in-
terferencias debidas a sustancias presentes en la pro-
pia muestra o que aparecen durante alguna etapa de su
desarrollo. Debido a su carécter esporddico, estas in-
terferencias no se detectan habitualmente mediante los
sistemas de control de calidad empleados en la practi-
ca diaria. Todas las determinaciones que se realizan
por inmunoandlisis son susceptibles a las interferen-
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cias. Las interferencias en los inmunoandlisis pueden
producir sefales falsamente elevadas o disminuidas, lo
que resulta en valores falsamente altos o bajos respec-
tivamente.

Una interferencia puede ser no especifica, es decir,
producto de sustancias que no tiene similitud fisica
con la hormona (anticuerpos heterofilicos) o puede ser
un anticuerpo contra el propio analito o contra el fac-
tor reumatoide. También, las interferencias pueden de-
berse a la presencia de sustancias en la muestra que
tienen similitud inmunolégica o fisica con el analito
(prohormona, isoformas [macroprolactina] o fragmen-
tos del analito). Estos problemas estin relacionados
con la especificidad del anticuerpo. A veces el anti-
cuerpo puede reconocer moléculas relacionadas (corti-
sol y cortisona). Los problemas de reactividad cruzada
deben ser conocidos por los fabricantes y esta infor-
macién debe estar incluida en el kit.

Las interferencias mds importantes se exponen a
continuacion.

Autoanticuerpos

La presencia de autoanticuerpos en pacientes con
enfermedades autoinmunitarias puede dar resultados
erréneos en algunos analitos'!"'2. La presencia de auto-
anticuerpos enddgenos contra el antigeno de interés,
como hormonas tiroideas'’, antiinsulina'* o antitiro-
globulina (anti-Tg), puede complicar la interpretacion
de los resultados de los inmunoanalisis.

Una interferencia importante es la producida por an-
ticuerpos anti-Tg en la determinacién de tiroglobulina.
Los andlisis inmunométricos no competitivos (IMA)
parecen ser mas susceptibles a dicha interferencia que
los métodos de RIA, lo que causa una subestimacién
de la concentracion de tiroglobulina total en los pri-
meros y valores mds elevados en los segundos. No
existe garantia de que ningin método actual de deter-
minacién de tiroglobulina esté libre de interferencias
por anticuerpos anti-Tg y, como la subestimacion que
se produce con métodos IMA podria enmascarar la
enfermedad metastasica, los laboratorios no deberian
informar valores de tiroglobulina en pacientes con an-
ticuerpos anti-Tg, concretamente cuando la tiroglobu-
lina es indetectable'.

Anticuerpos heterofilicos

Los anticuerpos heterofilicos son anticuerpos anti-
IgG de animal (ratén, conejo, oveja, etc.), especies
muy utilizadas para la obtencion de reactivos para in-
munoandlisis. Pueden formar falsos sandwich y dar
lugar a resultados falsamente elevados. Hay un au-
mento en la incidencia de los anticuerpos humanos
anti-raton (HAMA) debido al uso creciente de anti-
cuerpos monoclonales de ratén con fines diagndsticos
y terapéuticos. Cole et al'® describieron una interferen-
cia en hCG en 58 pacientes que causé que el 85% se
sometiera a tratamiento por sospecha de un coriocarci-
noma: laparoscopia (45%) e histerectomia (11%). En

todos los casos, después del tratamiento las cifras de
hCG permanecian inalteradas debido a que eran falsos
positivos por anticuerpos heterofilicos.

El problema de interferencia por anticuerpos hetero-
filicos'”!® se debe al uso en los anélisis no competiti-
vos de los anticuerpos con afinidades relativamente
mds bajas que los requeridos en andlisis competitivos.
Actualmente los fabricantes de kits han incorporado a
la mayoria de sus andlisis agentes de bloqueo eficien-
tes (inmunoglobulinas animales como conejo, cabra o
ratén)'® para minimizar esta interferencia.

Macroprolactina

La determinacion de prolactina presenta algunos
problemas debido a sus diferentes formas moleculares
circulantes. La presencia de macroprolactina puede in-
terferir en la medicién de la prolactina y dar lugar a
una falsa hiperprolactinemia.

Fahie-Wilson?® describi6 los resultados obtenidos en
distintos laboratorios de Reino Unido distribuyendo
una muestra del control de calidad que contenia 7 pg/l
de prolactina al que se habia afiadido un 93% de ma-
croprolactina. Los resultados variaron desde concen-
traciones normales a valores significativamente eleva-
dos para un tercio de los 17 métodos utilizados y hasta
valores francamente elevados (2-5 veces el limite su-
perior) en la mitad de ellos.

La interferencia por macroprolactina afecta a un
20% de todas las muestras de prolactina y se debe ree-
xaminar los resultados elevados después de la precipi-
tacion con polietilenglicol (PEG) para descartar la
presencia de macroprolactina y medir la concentra-
cion de prolactina monomérica. Actualmente los fabri-
cantes tienden a incorporar a sus técnicas anticuerpos
altamente especificos de prolactina monomérica para
minimizar esta interferencia.

Efecto gancho

El efecto gancho se produce ocasionalmente en
los métodos inmunométricos cuando la concentra-
cion del antigeno que se va a determinar es inusual-
mente elevada y uno o ambos anticuerpos quedan
saturados antes de que se forme el sandwich, fené-
meno que da lugar a resultados falsamente bajos. El
efecto se puede producir a partir de una determinada
concentracion, que varia segin el método y el fabrican-
te. Se ha descrito efecto gancho en algunos proce-
dimientos de determinacién de tiroglobulina, calcito-
nina®!, etc., en casos de produccién tumoral o de
TSH en hipotiroidismo congénito o hipotiroidismo
adquirido largamente mantenido. Cuando se sospe-
cha este fendmeno, se debe realizar diluciones suce-
sivas de la muestra hasta alcanzar una concentracién
dentro del intervalo de mediciéon. Afortunadamente
este problema es cada vez menos frecuente debido a
que los inmunoandlisis no isotdpicos actuales dispo-
nen de un amplio intervalo de linealidad en la deter-
minacion.
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REFLEXIONES FINALES

A pesar de las posibles interferencias, los inmunoa-
ndlisis hormonales son sistemas de medida robustos.
Las interferencias son relativamente raras, aunque
pueden tener repercusion clinica?.

Se ha de sospechar interferencias ante la falta de co-
rrespondencia entre el cuadro clinico del paciente y
los resultados del laboratorio. También debe ser moti-
vo de alerta la falta de concordancia entre dos magni-
tudes bioldgicas fisiol6gicamente relacionadas, como
la relacidn inversa entre la concentracién de hormonas
tiroideas y TSH. La deteccion de estas interferencias
es importante, ya que pueden inducir al clinico a to-
mar decisiones equivocadas o efectuar exploraciones
innecesarias.

Es fundamental que bioquimicos y endocrinélogos
conozcan las caracteristicas y las limitaciones de los
métodos de las determinaciones hormonales para in-
terpretar resultados discordantes, y la comunicacién
entre ellos es esencial para detectarlos.
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