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. 7

Prefacio a la primera edicion

La Sociedad Mexicana de Nutricién y Endocrinologia ha avalado y editado obras
de diferentes integrantes de nuestra Sociedad, que han sido de utilidad a nuestros
socios y a personas que han necesitado de su informacién. Las obras Historia de
la Endocrinologia 'y Decisiones en Endocrinologia (Andlisis de Casos Clinicos)
fueron las dltimas editadas por la anterior mesa directiva.

Este libro es el resultado final del esfuerzo y trabajo realizado por miembros
de nuestra Sociedad y de algunos invitados que trabajan en instituciones educati-
vas y/o hospitalarias, expertos en sus temas; tiene como objetivo proporcionar
una herramienta al especialista en Endocrinologia para el mejor diagndstico y,
como consecuencia, un tratamiento oportuno.

Son tipicas de nuestra especialidad las caracteristicas clinicas de algunos pa-
decimientos, las cuales son evidentes y se podria pensar en intentar un tratamien-
to de primera intencién; sin embargo, no es tan simple, ya que la corroboracién
de la localizacién de una enfermedad, o alguna pequefia diferencia en los niveles
bioquimicos, pueden modificar el abordaje terapéutico, el prondstico y la evolu-
cion.

En medicina el tratar enfermedades es un arte y, sobre todo, una gran responsa-
bilidad, por lo que es necesario contar con todos los elementos disponibles; consi-
deramos que esta obra representa un apoyo importante.

Este libro se caracteriza por lo siguiente:

Esta escrito por distinguidos profesionales expertos en el tema asignado, que
transmiten sus conocimientos con las experiencias de nuestra poblacion.
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XVIII Pruebas diagndsticas en... (Prefacio a la primera edicion)

Esté ordenado por capitulos en relacion a los diferentes sistemas glandulares
y/o padecimientos, lo que facilita su consulta.

Este libro estd actualizado, sin embargo, con el avance de la ciencia en cuanto
arecursos tecnolégicos y a difusién de la informacién; el conocimiento se modi-
fica en forma rdpida y constante con el tiempo, por lo que habra que considerar
en un futuro no lejano realizar una continuacién del mismo.

Agradecemos a todos los colaboradores de esta obra, y esperamos que sea de
beneficio en la practica diaria de todos los que nos dedicamos a la Endocrinolo-
gia.

Dra. Patricia L. Pérez Sanchez

Dra. Victoria Mendoza Zubieta

Dra. Ma. Elena Medrano Ortiz de Zarate
Dr. Alfredo Reza Albarran



Prefacio

El diagnéstico es la capacidad de discernir. En medicina el diagndstico clinico
es fundamental; sin embargo, el apoyo de laboratorio y de gabinete es necesario,
ya que pequeiias diferencias en el nivel de un pardmetro modifican la evolucién
y el prondstico de determinados padecimientos; como ejemplos representativos
tenemos a la diabetes mellitus, entidad en la que las cifras de diagndstico y control
se estdn modificando a lo largo de los afios. Otro caso es el hipotiroidismo subcli-
nico, en el cual en décadas anteriores no se consideraba la existencia de esta enti-
dad. Hay pardmetros muy importantes en nuestra especialidad en los que los valo-
res minimos de diferencia son necesarios para instalar o modificar tratamientos.

La primera edicion de esta obra se realizé en el afio 2007 con la intencién de
apoyar al endocrin6logo en su practica clinica, y los editores consideramos la ne-
cesidad en ese afno de que nuestra especialidad, al igual que muchas otras, evolu-
cionacon los avances de la investigacion. Contemplamos también una futura edi-
cion en un plazo no muy largo, el cual se ha cumplido, y la actual Mesa Directiva
de nuestra Sociedad nos solicité una segunda edicion. Es importante mencionar
que los libros editados en ese tiempo se agotaron y los comentarios han sido favo-
rables, ya que ha sido de utilidad en el ejercicio de la prictica privada e institucio-
nal, igual que para los médicos especialistas en formacion.

Se consider6 a los mismos autores, que son destacados miembros de nuestra
Sociedad y profesores invitados expertos en la materia, pertenecientes a renom-
bradas instituciones hospitalarias y/o educativas. Se agregd un capitulo nuevo
sobre Aplicaciones del PET/CT en endocrinologia. A criterio y experiencia de
los autores, actualizaron sus capitulos en 80% de los casos; el resto consideraron
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que no habia grandes modificaciones con respecto a lo publicado en la primera
edicion.

Reiteramos el agradecimiento por su esfuerzo a los colaboradores de esta obra,
asicomo alaactual Mesa Directiva y al personal administrativo que particip6 con
nosotros en la realizacion de este libro, que esperamos que sea de utilidad y haya
una tercera edicidn cuando se considere necesario.

Mesa Directiva 2007

Dra. Patricia Leonor Pérez Sanchez

Ex Presidenta

Dra. Maria Elena Medrano Ortiz de Zarate.
Ex Secretaria

Dr. Alfredo Reza Albarran

Ex Tesorero
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Métodos para cuantificaciones
hormonales

Marta Menjivar Iraheta

Las hormonas gobiernan la mayoria de las funciones fisioldgicas de los seres hu-
manos, tales como la sexualidad, la reproduccion, la funcion tiroidea, la densidad
Osea, el colesterol y algunos aspectos importantes de la funcién cerebral. La co-
rrecta medicion de las concentraciones hormonales mediante pruebas de labora-
torio es fundamental para la evaluacién del control y el balance hormonal en di-
versas situaciones, dado que su interpretacion permite definir el estado de salud
o la enfermedad existente. Asi, la seleccién del método para la cuantificacion de
hormonas adquiere un interés primordial en los servicios de endocrinologia.

ANTECEDENTES HISTORICOS

Uno de los avances tecnoldgicos més importantes que dieron por resultado una
explosién del conocimiento en el drea de la endocrinologia fue el desarrollo del
radioinmunoanélisis (RTA), que supli6 los laboriosos y poco exactos bioensayos
in vivo. Fueron Solomon Berson y Rosalin S. Yalow quienes realizaron en 1959
el primer inmunoanadlisis, que se denominé RIA por incluir un marcador radiac-
tivo.! El disefio de la técnica se basé en dos puntos importantes:

1. La presencia de anticuerpos antiinsulina en pacientes tratados con insulina
animal.
2. La disponibilidad de radioisétopos como el yodo radiactivo (13!1).
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Ag + Ag* + Ac <= Ag-Ac + Ag* — Ac + Ag* + Ag
——— —

/ N\

Ag-Ac + Ag* - Ac
Descartar Contar

Figura 1-1. Esquema general del radioinmunoanalisis. Ag*: antigeno marcado.

Asi, para determinar por primera vez la concentracion de insulina en sangre, los
residuos de tirosina de insulina se marcaron con 3!, la cual compiti6 con la insu-
lina no marcada presente en la muestra por una cantidad limitada de anticuerpo
purificado a partir de la muestra de los pacientes tratados con insulina animal.
Finalmente, mediante la separacion de las fracciones libre y unida, se realiz6 el
conteo de la radiactividad y el calculo del resultado (figura 1-1). La decision de
Berson y Yalow de no patentar su tecnologia permiti6 el rdpido desarrollo de in-
munoensayos para cientos de compuestos tanto de interés clinico como de inves-
tigacion, especialmente en el drea de endocrinologia.

La primera variante del inmunoanadlisis radiactivo la realizaron Miles y Hales
en 1968;2 ellos desarrollaron la técnica radioinmunométrica o IRMA (immuno-
radiometric assay) para insulina humana; en ésta se marcaba radiactivamente el
anticuerpo en lugar del antigeno. Este procedimiento incremento la sensibilidad
ya ofrecida por el RIA.

Luego, en las décadas de 1960 y 1970 se trabaj6 fundamentalmente en el desa-
rrollo y mejoramiento de las técnicas de marcaje, métodos de separacion y pro-
duccidn de anticuerpos. En 1975 Kohler y Milstein3 describieron la fusion de cé-
lulas de mieloma capaces de producir anticuerpos con linfocitos B del bazo de
un ratén inmunizado con un antigeno, dando lugar al desarrollo de los anticuer-
pos monoclonales. Este avance contribuy6 enormemente al desarrollo de inmu-
noanalisis mas sensibles y especificos.

A pesar de la incuestionable ventaja del RIA, desde sus inicios se realizaron
muchos esfuerzos dirigidos al empleo de inmunoensayos no radioisotopicos. Ba-
sados en los principios del RIA, Engval y Perlmann,* al igual que Weemen y
Schuurs,’ introdujeron en 1971 el uso de enzimas como otra categoria de inmuno-
andlisis, acufiando el término ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). Este
avance dio como resultado una metodologia equiparable al RIA en sensibilidad y
especificidad, que ademads se incorpor6 facilmente a los sistemas automatizados.

Otro de los esfuerzos en el desarrollo de inmunoanalisis no radiactivos implicd
el uso de sustancias quimioluminiscentes. En 1976 Shoeder y col.® desarrollaron
el primer inmunoandlisis empleando isoluminol. Desde entonces se han desarro-
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Ilado numerosos compuestos luminiscentes, y actualmente la mayoria de los equi-
pos automatizados para inmunoensayos emplean quimioluminiscencia porque
ofrece un facil manejo y sobre todo alta sensibilidad.

Los inmunoanadlisis fluorométricos que emplean compuestos fluorescentes con-
vencionales fueron explorados en las décadas de 1960 y 1970 sin lograr la sensi-
bilidad ya ofrecida por los ligandos radiactivos. Fue hasta la década de 1980
cuando se resolvieron los problemas producidos por las interferencias de otros
compuestos fluorescentes presentes en las muestras bioldgicas, llegandose por
las investigaciones de Siitari y col. (1983),” Hemmila y col. (1984),8 entre otros,
al desarrollo del fluoroinmunoanalisis de resolucién temporal (TR-FIA), el cual
utiliza quelatos de lantdnidos como marcas fluorescentes de vida media larga.
Esta metodologia ha sido patentada como DELFIA (dissociation enhancement
lanthanide fluoroimmunoassay) y tiene actualmente muchas aplicaciones en en-
docrinologia.®-10

TIPOS DE INMUNOANALISIS

Los inmunoanalisis se clasifican tomando en cuenta las siguientes caracteristicas
bésicas:

a. Disefio y disponibilidad de reactivos.
b. Tipo de marca.

c. Métodos de separacion.

d. Equipos.

Diseno y disponibilidad de reactivos

En cuanto al disefio y disponibilidad de reactivos, los inmunoensayos se clasifican
en competitivos y no competitivos. Los andlisis competitivos se basan en la com-
petencia entre dos antigenos, uno marcado y otro denominado frio, que correspon-
de al metabolito que se quiere medir, por una cantidad limitada de anticuerpo. A
este tipo de andlisis también se les denomina de reactivo limitado; un ejemplo de
ellos es el RIA. Por otro lado, en los andlisis no competitivos sélo intervienen en
lareaccion el antigeno frio y uno o mds anticuerpos (uno de ellos marcado) presen-
tes en concentracion no limitada, por lo que se denomina ensayo de reactivo en ex-
ceso, y adquieren la terminacién de métricos, p. ej. radioinmunométrico o IRMA.

Tipo de marca

Desde sus inicios, los inmunoanélisis han utilizado compuestos capaces de emitir
o producir una sefial susceptible de ser medida y a la cual se la denomina marca.
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Entre los diferentes tipos de marcas estan las radiactivas, las enzimaticas, las qui-
mioluminiscentes y las fluorescentes.

Los compuestos radiactivos se aplicaron en los primeros inmunoensayos o sis-
temas de primera generacion. Inicialmente se empled el 131, que emite radiacién
gamma con una vida media corta de ocho dias, por lo que se cambi6 por el uso
del 125], cuya vida media es de 60 dias. Otro compuesto radiactivo ampliamente
utilizado es el tritio (*H), que emite radiacidn beta y tiene una vida media de 12.5
afios. Comunmente las marcas yodadas han sido empleadas para la cuantifica-
cioén de la mayor parte de moléculas, principalmente aquellas de estructura pro-
teica. Por otro lado, tanto en el servicio clinico como en la investigacion el tritio
ha sido utilizado casi exclusivamente para la cuantificacion de moléculas de es-
tructura esteroidal, como vitamina D, esteroides gonadales y adrenales, y anti-
conceptivos. La cuantificacién de diversos metabolitos por RIA ofrece medicio-
nes con gran sensibilidad, dado que las emisiones radiactivas se detectan con
eficacia. Sin embargo, el manejo de radiois6topos requiere licencias de manejo
de materiales radiactivos, disposicién especializada para los desechos, asi como
personal capacitado y certificado por la autoridad responsable.

Los inmunoensayos con marcas enzimaticas o enzimoinmunoanalisis (EIA)
constituyen los sistemas de segunda generacion. Entre las ventajas fundamenta-
les del empleo de enzimas en los EIA estan evitar los compuestos radiactivos y
en cierta medida ser més sensibles que el RIA. La sefial derivada de la marca enzi-
matica depende de su actividad catalitica y por lo tanto de su capacidad de generar
la aparicién de un producto o la desaparicién de un sustrato. Las enzimas mas uti-
lizadas son: peroxidasa, fosfatasa alcalina, glucosa 6—fosfato deshidrogenasa y
beta—galactosidasa. Los EIA mas utilizados son los que utilizan dos primeros an-
ticuerpos en ensayos tipo sandwich o ELISA. La desventaja del empleo de enzi-
mas como marcadores estriba en el corto tiempo de anaquel y las diferencias entre
los lotes de las enzimas, asi como en el limitado margen de lectura de la sefial en
términos de densidad dptica.

Los sistemas de tercera generacion de inmunoanadlisis se basan en el empleo
de marcas quimioluminiscentes o fluorescentes. Los quimioinmunoanalisis (QIA)
utilizan marcas quimioluminiscentes que involucran moléculas orgdnicas que
emiten luz como resultado de una reaccion de oxidacidn; el compuesto mas usado
en los QIA es el luminol. Por otro lado, respecto de los fluoroinmunoanalisis
(FIA), en las marcas fluorescentes también existe emision de luz, pero ésta ocurre
a consecuencia de la absorcion previa de luz que produce excitacion de los elec-
trones desde sus estados basales. Por el amplio rango de emisién, asi como por-
que ambas marcas son excitadas en la celda de lectura dando una sefial de 100%,
tanto la quimioluminiscencia como la fluorescencia ofrecen un alto rango de sen-
sibilidad, el cual supera en algunos casos en dos o mds 6rdenes de magnitud el
alcanzado por el RIA y el EIA.!!
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Métodos de separacion

Con base en los sistemas de separacién de las fracciones unida o libre de los com-
ponentes de los inmunoanalisis, éstos se clasifican en homogéneos y heterogé-
neos. Los ensayos homogéneos son aquellos que no requieren una separacion fi-
sica de elementos para tener la sefal especifica del metabolito por medir; para
ello se requiere que la marca manifieste un cambio en la forma unida distinguible
de la forma libre. El primer enzimoinmunoandlisis homogéneo, conocido como
EMIT (enzyme multiplied immunoassay), fue desarrollado para la morfina por
Rubinstein y col. en 1972,12 y desde entonces esta metodologia se utiliza para la
determinacion del abuso de drogas y el monitoreo de farmacos.

Los inmunoanélisis heterogéneos son los mds comunes, porque mediante sis-
temas de separacién de las fracciones unida y libre se eliminan interferencias y
aumentan la especificidad y sensibilidad de las cuantificaciones. Entre los méto-
dos de separacién estin la adsorcién a soportes sélidos, el uso de dos primeros
anticuerpos en formato sandwich, el empleo de segundos anticuerpos que facili-
ten la precipitacion por centrifugacién o que permitan la adsorcién a un soporte
s6lido, el empleo de particulas magnéticas y el sistema biotina—avidina, entre
otros.

Equipos

El desarrollo de equipos especializados ha contribuido enormemente al avance
tecnoldgico de los inmunoensayos. Hoy en dia existen numerosos instrumentos
parainmunoandélisis, algunos de ellos exclusivamente dedicados a una metodolo-
giaen particular de la cual toman su nombre, como los fluorémetros ARCUS para
DELFIA. Se han construido contadores de radiactividad multipozo, espectrofo-
tometros de zipper, luminémetros altamente sensibles, asi como instrumentos ca-
paces de medir una sefial fluorescente especifica en tiempos de nanosegundos.
La innovacién tecnoldgica en este campo ha contribuido enormemente a elevar
los limites de deteccion y a disefiar sistemas incorporados a autoanalizadores
multicanal. El cuadro 1-1 muestra los equipos utilizados para realizar las medi-
ciones de acuerdo con la sefial propia de cada marca y metodologia seleccionada.

Con objeto de incrementar la sensibilidad de los inmunoensayos se han desa-
rrollado también metodologias con reacciones acopladas; p. €j., como reaccién
indicadora o sefial de los enzimoinmunoanélisis se han usado compuestos qui-
mioluminiscentes. Para la fosfatasa alcalina se han utilizado como sustrato com-
puestos derivados del dioxetano, que producen intermediarios fen6xidos que
emiten luz a 470 nm y cuyo limite de sensibilidad es de zeptomoles (10-2! mol)
aun en sistemas automaticos.!? Estos métodos acoplados son mds sensibles que
los clasicos métodos enzimaticos o los fluorométricos.
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Cuadro 1-1. Técnicas y equipos empleados en los inmunoanalisis

Técnicas Marca Senal Unidades Equipo Nombre
comercial
Radiactiva 125] Emisién ra- CPM Contador RIA
diactiva gamma
3H Contador beta RIA
Espectrofo-  Fosfatasa alcalina ~ UV-visible DO Espectrofoté- ELISA
tométrica metro
Peroxidasa
Luminiscente Isoluminol Luminiscencia CPS Luminémetro QlA
Dioxetano
Fluorescente Europio Fluorescencia CPS Fluorémetro DELFIA

Samario, terbio

CPM: cuentas por minuto; DO: densidad 6ptica; CPS: cuentas por segundo.

SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y REACCION CRUZADA

Los tres componentes esenciales en los inmunoensayos son la sensibilidad, la es-
pecificidad y lareaccidn cruzada. Por ser la sensibilidad la minima dosis detecta-
ble diferente de cero, depende del tipo de marca usada y de la disponibilidad de
reactivos. Entre los métodos disponibles en el mercado, los inmunoandlisis mas
sensibles son los heterogéneos de tercera generacion. El aumento en los limites
de sensibilidad ha sido importante para ciertas patologias endocrinas; p. €j., no
es posible realizar un diagndstico de hipotiroidismo mediante el empleo de méto-
dos de primera generacién para cuantificar TSH cuya sensibilidad sea de 0.05
mU/L, y en este caso deberdn usarse ensayos de tercera generacion con sensibili-
dad de 0.01 mU/L, o de cuarta generacion, que ofrecen sensibilidad de 0.0001
mU/L.!4 De igual forma, gracias a los métodos de tercera generacion es posible
realizar de manera adecuada el diagnéstico diferencial entre retraso en la puber-
tad o hipogonadismo hipogonadotrépico.!>

Dado que los inmunoensayos se basan en la reaccién antigeno—anticuerpo, el
reconocimiento especifico del anticuerpo por el antigeno o especificidad es una
caracteristica fundamental para lograr determinaciones confiables y ttiles. Debe
evitarse la posibilidad de reconocimiento erréneo del anticuerpo por antigenos
de estructuras semejantes y, en casos en que no se pueda eliminar la reaccion cru-
zada, como para algunos esteroides, esto deberd documentarse.

Una manera sencilla de integrar las caracteristicas y componentes de los inmu-
noensayos se ilustra en las figuras 1-2 y 1-3. Como puede observarse en la figura
1-2, en los sistemas heterogéneos competitivos la diferencia la establece basica-
mente el tipo de marca utilizada, de la cual toma su nombre cada método. En cada
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M Tipo de marca Métod
Y + + * étodo

Anticuerpo Antigeno frio Antigeno marcado > 125]/3H = RIA
Concentracion Muestra estandar Concentracién Enzima = EIA
constante Control constante Luminol = QIA
Lantanidos = FIA

~

Separacion (fSeﬁgj

-/ raccion
unida)

Inter-
olacién
\ | polacion

Fracciéon Fraccion .
unida libre Concentracién

Figura 1-2. Tipos de inmunoensayos competitivos.

caso se detecta una sefial dependiente del tipo de marca, lo cual permite construir
una curva estandar en la que se interpola la concentracion de la muestra descono-
cida (M). Las curvas estandar de los inmunoandlisis competitivos se grafican con

1 + O + \\(4 N Tipo:xj marca Método

Anticuerpo Antigeno frio Antigeno marcado > E %l = EMQ
Concentracién ~ Muestra estandar Concentracion L nz_|ma|1 Z GIMA
constante Control constante uminol =
Lantanidos = FIMA
4

Separacion
- > Inter-

polacion

j [ M
_______ 1
Concen-

[
| tracién
v

Fase sdlida

Figura 1-3. Tipos de inmunoensayos no competitivos.



8 Pruebas diagndsticas en endocrinologia (Capitulo 1)

base en la sefial de la marca en términos de CPM, DO o CPS, la cual es inversa-
mente proporcional a la concentracién del metabolito evaluado.

La figura 1-3 muestra las caracteristicas y componentes de los inmunoensayos
heterogéneos no competitivos. Como en el caso de los ensayos competitivos, to-
dos los métodos comparten un disefio basico y se diferencian esencialmente con
base en la marca empleada, de la cual toman su nombre. Asi, se generan los ensa-
yos radioinmunométrico (IRMA), enzimoinmunométrico (EIMA), quimioin-
munométrico (QIMA) y fluoroinmunométrico (FIMA). Todos estos métodos se
plantean como andlisis tipo sdndwich en sistemas heterogéneos no competitivos.
En cada caso, segtin la sefial emitida, se genera una curva estandar cuya respuesta
en términos de CPM, DO o CPS es directamente proporcional a la concentracién
del analito evaluado. En la curva estdndar generada se realiza el proceso de interpo-
lacién de la sefial de la muestra desconocida (M) para determinar su concentracion.

Es importante considerar que el incremento en la sensibilidad y especificidad
que ofrecen los métodos de segunda y tercera generacion obliga a cada laborato-
rio a establecer valores de referencia propios de cada metodologia.

TIPOS DE MUESTRAS

Existen tres tipos de muestras para cuantificaciones hormonales: la orina, la san-
gre y la saliva.

Orina. La medicién hormonal en orina constituye el medio mds antiguo de
evaluacion endocrina. La determinacién de hormonas en orina se realiza median-
te la coleccion de muestra de 24 h. La concentracién en esta muestra es superior
a la detectada en suero o saliva; sin embargo, no es posible evaluar los ritmos de
liberacion que ocurren a lo largo del dia, razén por la cual las mediciones en orina
no son muy solicitadas con fines diagndsticos.

Sangre. La muestra que mds se utiliza para cuantificaciones hormonales es el
suero o plasma obtenidos a partir de sangre total. Los métodos modernos utilizan
cantidades minimas de muestra, permitiendo determinar diferentes hormonas
con una sola toma. Las mediciones de hormonas en suero son indicativas de las
concentraciones circulantes en momentos especificos del dia, lo cual se debe
tomar en cuenta al momento de interpretar los resultados.

Saliva. Las mediciones en saliva fueron las tltimas en desarrollarse y se ha
trabajado mucho en ellas, con la expectativa de desarrollar sistemas de medicién
caseros. Hoy en dia es posible medir de esta forma la progesterona, los estrge-
nos, la testosterona, la dehidroepiandrosterona y el cortisol. Se debe tomar en
cuenta que solo se mide la concentracidn de la fraccién libre de estas hormonas
en un momento especifico del dia.
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Ademds de las muestras mencionadas, se ha planteado la utilidad de cuantifi-
car hormonas en los tejidos; por ejemplo, la determinacién de la concentracién
de esteroides sexuales en tejido adiposo de glandula mamaria se ha validado para
aplicarla en estudios de deteccién, prevencion y manejo terapéutico del cancer
mamario. '

PERSPECTIVAS

El futuro de los inmunoensayos estard en la aplicacion de nuevos tipos de marcas
que incrementen atin mds la sensibilidad de los ensayos actuales. El empleo de
marcaje con DNA en sistemas de inmuno—PCR, considerado como de cuarta ge-
neracion, ofrece ya para algunos metabolitos, como el antigeno tumoral MG7,
una sensibilidad de 10-22 mol, superior en cinco 6rdenes de magnitud a la sensibi-
lidad de las mediciones por ELISA.!7

Otro de los desarrollos recientes que atin tienen limitada aplicacién pero una
gran perspectiva es el anélisis multiplex, el cual, ademds de incrementar la sensi-
bilidad a niveles atomolar (10-!8 mol) o yoctomolar (10-2* mol), permite medir
simultdineamente mds de un metabolito. El sistema multiplex incluye diversidad
de microesferas (coloreadas), marcas fluorescentes, en ensayos heterogéneos
tipo sandwich adosados a citometro de flujo. Los ensayos multiplex ya estan dis-
ponibles para la evaluacién de citocinas y alergenos en el sistema comercial Lu-
minex FlowMetrix ®; sin embargo, aiin no se tienen aplicaciones para el drea en-
docrinolégica.!8

Entre los avances aplicados a los métodos establecidos para cuantificaciones
hormonales, sea de manera independiente o en autoanalizadores, esta la incorpo-
racién de particulas magnéticas a reacciones inmunitarias, que conforma siste-
mas, los cuales se denominan electroquimioluminiscencia (ECL).!° Estos méto-
dos aumentan la sensibilidad a niveles de fentogramos y acortan los tiempos de
incubacidn; sin embargo, tienen la limitacion de todas las mediciones inmunita-
rias, que son los fenémenos de zona o efecto hook, donde muy bajas o altas con-
centraciones de antigeno imposibilitan la medicion especifica del analito. Otro
sistema de medicién que se ha trabajado en afios recientes es la espectrometria
de masas.20 Este método ofrece una enorme sensibilidad y reconocimiento de las
estructuras moleculares. Sin embargo, ante estas grandes ventajas existen igual-
mente limitaciones, en especial la necesidad de muestras altamente purificadas,
como es el caso de la medicion de hormonas tiroideas, en la que se debe separar
lahormona unida a proteina y posteriormente eliminar por completo las proteinas
presentes en la muestra, lo cual hace que el método sea muy costoso y laborioso,
y por tanto impractico para el laboratorio de servicio clinico, limitando asi su
aplicacion en la investigacion.



