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RESUMEN

El hirsutismo es una alteracion hormonal que se caracteriza por presentar crecimiento
excesivo del vello corporal en mujeres, presentandose en zonas como, barbilla, cuello, térax,
area inferior o superior del ombligo, glateos, articulaciones, abdomen, patillas, labio
superior, espalda, cara inferior y anterior de los muslos, debido a la gran produccién
androgénica y ciertos farmacos. Esta investigacion se realiz6 en base a revision bibliogréafica
donde se evalu6 sus manifestaciones clinicas y estudios hormonales para su diagnostico. Fue
un estudio cualitativo con un tipo de investigacion descriptivo, documental no experimental,
se trabajo con un corte transversal, tipo retrospectivo. Se revisaron 75 articulos cientificos,
seleccionados fueron 23 mediante los criterios de inclusiéon y exclusion. Los datos obtenidos
fueron investigados en diferentes bases informativas confiables como; Scielo, PubMed,
Lilacs, Elsevier, Google Académico. EI muestreo que se aplico fue no probabilistico. El
analisis en los resultados y discusion en base a diversos autores se logré cumplir con los
objetivos planteados, evidenciando que las manifestaciones clinicas con mayor prevalencia
es hiperandrogenismo con un 40%, patologias como el sindrome de ovario poliquistico con
hormonas alteradas: testosterona 1,09+1,10 ng/dL, LH 6,1+4,6 mUI/mL, FSH 15,5+14,8
mUI/mL, con una sensibilidad 80-95% Yy especificidad 60-80%, donde se concluy6 que su
manifestacion clinica principal es hiperandrogenismo, presentandose en mujeres con
sindrome de ovario poliquistico alterando las hormonas como 17 OH Progesterona, SHBG,
DHEAS, estradiol con 80-90% sensibilidad, androstenediona, testosterona, LH y FSH con
una especificidad de 50-80%, esto significa que es importante para descartar la patologia

presente posterior a estudios hormonales evidenciados.

Palabras Claves: hirsutismo, andrégenos, sindrome de ovario poliquistico, trastornos

endocrinos, testosterona.



ABSTRACT

Hirsutism is a hormonal disorder characterized by excessive body hair growth in women.
This growth typically occurs in the chin, neck, chest, lower and upper navel areas, buttocks,
joints, abdomen, sideburns, upper lip, back, lower face, and anterior thighs. The condition is
often due to elevated androgen levels and may be influenced by certain medications. This
research was conducted through a literature review to evaluate the clinical manifestations
and hormonal studies relevant to its diagnosis. The study was qualitative and descriptive,
employing a non-experimental documentary approach with a cross-sectional, retrospective
design. Seventy-five scientific articles were reviewed, and 23 were selected based on
specified inclusion and exclusion criteria. The data were sourced from various reliable
databases, including Scielo, PubMed, Lilacs, Elsevier, and Google Scholar. A non-
probabilistic sampling method was applied. The analysis of the results and discussions
among various authors fulfilled the study’s objectives. The findings indicated that
hyperandrogenism was the most prevalent clinical manifestation, observed in 40% of cases.
Conditions such as polycystic ovary syndrome were noted to alter hormone levels, with
reported values including testosterone at 1.09+£1.10 ng/dL, LH at 6.1+4.6 mIU/mL, and FSH
at 15.5+14.8 mIU/mL. The sensitivity of these hormonal changes ranged from 80-95%,
while specificity varied from 60-80%. In conclusion, hyperandrogenism is the primary
clinical manifestation of hirsutism in women with polycystic ovary syndrome. Hormonal
studies revealed alterations in levels of 17 OH Progesterone, SHBG, DHEAS, and estradiol,
with sensitivities of 80-90%. Testosterone, androstenedione, LH, and FSH also exhibited
specificities ranging from 50-80%. This underscores the importance of conducting hormonal

studies to rule out underlying pathologies.

Keywords: hirsutism, androgens, polycystic ovary syndrome, endocrine disorders,

testosterone.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

El vello corporal no es considerado aceptable segun diferentes estandares globales, en
belleza y cultura. En todos los paises se cree que el vello facial no es atractivo para las
mujeres. Como resultado, padecen una mayor presion psicologica para cumplir con las
expectativas sociales de apariencia y estética®. Algunas causas incluyen la hiperproduccion
de andr6genos, ya sean por origen ovarico o suprarrenal, glucocorticosteroides, progestinas,
antagonistas de estrogenos, donde se asocia a un problema de salud, el cual puede afectar a

toda la poblacion a nivel mundial.

Esta patologia fue descrita por primera vez en 1923 cuando Clémentine Delait, también
conocida como la “mujer barbuda Plombicres-les-Bains” en Francia, presentd un
crecimiento excesivo por vello en un patron similar a los hombres. Desde entonces, se ha
investigado y comprendido mejor, se ha relacionado varios factores hormonales, como el
alto nivel de andrdgenos, sindrome de ovario poliquistico (SOP) o la hiperplasia suprarrenal

congénita®.

Esta relacionado con varios factores, entre ellos se encuentran el origen étnico, donde se ha
observado que es la ascendencia mediterranea, del Oriente Medio y sur de Asia son mas
propensas a presentar un mayor crecimiento de vello corporal sin una causa identificable.
Ademas, la obesidad puede contribuir esta afeccion, ya que el exceso de peso puede
aumentar la produccién de andrégenos. Por altimo, desequilibrios hormonales, como el SOP,

ya que los ovarios producen niveles mas altos en los andrégenos de lo normal®,

En la adolescencia, entendida tal como la define la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), como el periodo comprendido entre los 12 y 24 afios en un 10% afectados por esta
patologia los cuales refleja importantes problemas para el diagndstico?. Esta se convierte en
una condicion que afecta al sexo femenino en América del Norte, alrededor del 40-60%, es
la principal manifestacion del hiperandrogenismo con mas de 20.000 mil mujeres en edad
reproductiva, con enfermedades como el sindrome de ovario poliquistico, siendo evaluadas
por estudios hormonales con resultados de alteraciones de 15.000 mil mujeres con una

prevalencia del 65-75%%°,
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Este trastorno endocrino es mas comun en los Estados Unidos, en el Centro Nacional para
la Informacion Biotecnoldgica en agosto el 2022 en la que se evaluaron a 8.000 mil mujeres
generando resultados de 4.000 mil de ellas padecen de la enfermedad, por ende, se indica
que la prevalencia del hirsutismo varia del 10% al 50% entre la poblacion femenina. Ademas,
un metaanalisis en datos publicados por la edicién de junio 2022 Human Reproductive una
clinica de fertilidad que se encuentra situada en Chicago, el estado norteamericano se
encontrd 3.000 mujeres que indican tener diabetes tipo 1 con presencia de SOP con una

prevalencia de 26%, hiperandrogenemia 29%, hirsutismo 24% y oligomenorrea 14%°%°,

La Ley Organica de Salud del Ecuador dispone en el Art. 32: “La salud es un derecho que
garantiza el estado, cuya relacion se vincula al ejercicio de otros derechos entre ellos el
derecho al agua, alimentacion, educacion, cultura fisica, trabajo, seguridad social, ambientes

sanos y otros que sustenten el buen vivir 2,

En Ecuador mas del 5-10 % tendran SOP, alrededor del 10% hirsutismo idiopatico y el resto
tendra trastornos farmacos con un 80%, que incluyen hiperplasia suprarrenal congénita no
clasica, hiperandrogenismo con resistencia a la insulina y acantosis nigricans, pero se estima
un problema clinico frecuente que afecta en edad reproductiva, Maroto A, dice que es
caracterizado por el aumento de vello corporal terminal con un patron masculino, en areas

corporales con dependencia androgénica®”.

Es caracterizada por el crecimiento abundante de vello no deseado en partes del cuerpo como
en la cara, pecho, espalda, parte inferior del abdomen, parte superior de los brazos o piernas,
virilizacion, con signos y sintomas como cambios en la voz, desarrollo muscular excesivo,
hipertrofia del clitoris y desfeminizacion con involucion del desarrollo mamario, acné,
aumento grasoso en el cabello o seborrea. Es importante destacar que puede tener diferentes
grados de expresion y percepcion, lo que se considera excesivo puede variar en diferentes

personas®2L,

Por otro lado, se espera que la elevada carga en esta patologia aumente la demanda debido a
productos por depilacion y opciones en tratamiento, la provincia de Tungurahua 800 de cada
1.000 mil mujeres analizadas en un intervalo de 95% no lo consideran como una patologia,

por lo que, acuden a especialistas en depilacién al instante, sin revisién especifica por
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estudios hormonales para su respectivo tratamiento, ya que algunos estudios han abordado
la relacion que tiene con el SOP en el que se ha diagnosticado de las 1.000 a 600 mujeres

con esta afeccién.

En la provincia de Chimborazo se reportd un caso de hirsutismo el cual fue derivado a la
ciudad de Ambato, lugar donde se le realiz6 una depilacion médica laser, método utilizado
para corregir de forma eficaz y comprobada, la foliculitis, hirsutismo, hipertricosis, que
alteran el aparato pilosebaceo que produce la presencia de vello no deseado afectando a un
porcentaje significativo, la poblacion femenina teniendo una prevalencia del 8% en edad
reproductiva, con una repercusion estética en algunos casos, esta puede variar segin la
poblacion y el método utilizado, se estima que entre un 5% y 10% en edad reproductiva

pueden presentar algtn grado de la enfermedad®®.

Esta investigacion tiene como principales beneficiarios a todas las mujeres, al padecer esta
patologia, ya que un diagndstico preciso se diferencia por la caracterizacion clinica
permitiendo identificar las causas subyacentes del trastorno, como desequilibrios
hormonales, herencia genética, obesidad y farmacos, esto es fundamental para determinar el

enfoque para el diagnostico mas adecuado y personalizado para cada mujer.

Los datos aportan en gran medida al impacto teérico ya descrito en otras literaturas debido
a que los nuevos resultados que se obtengan podrian ayudar a comprender mejor las
manifestaciones clinicas, etiologia, fisiopatologia y diagndstico %°. Esto podria conducir a la
definicién por nuevos conceptos y a la mejora de los tratamientos disponibles. Ademas, el
diagndstico temprano puede ayudar a prevenir complicaciones y abordar posibles
condiciones médicas asociadas. También permite brindar el apoyo y la orientacion necesaria

para que puedan mejorar los sintomas de manera efectiva en su calidad de vida®.

¢Como se diagnostica el hirsutismo tomando en cuenta las manifestaciones clinicas y

estudios hormonales en mujeres?
Los valores hormonales que conforman al desarrollo de hirsutismo es debido a la aparicion

de bastante vello por problemas hormonales, cuando no tiene un control adecuado desde un

inicio, es decir es importante conocer si los valores hormonales han aumentado o han
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disminuido, cuando es diagnosticada con esta patologia, presenta un diagnostico prescrito
por un médico endocrindlogo, ginecdlogo o médico tratante, debido que asi se le conocera

si es efectivo el tratamiento o es necesario el cambiar los medicamentos®2.

Entre los diferentes métodos diagnosticos existentes para conocer si una paciente presenta
un desarrollo, tanto en estadios tempranos o avanzados junto a sus manifestaciones clinicas,
donde se encuentra el examen fisico, evidenciando vello en ciertas zonas del cuerpo donde
no es caracteristico, exdmenes del laboratorio, mismo que se puede evidenciar alteraciones

hormonales y también el aumento o disminucion en ciertos valores hormonales®?’,

El presente trabajo de investigacion tiene como finalidad evaluar las manifestaciones clinicas
y estudios hormonales en mujeres con hirsutismo mediante datos bibliograficos confiables

para un correcto diagndstico.

e Distinguir las manifestaciones clinicas segin la edad a través de una revision
sistematica de literatura cientifica para comprender los signos y sintomas presentes

en las alteraciones hormonales con presencia de hirsutismo.

e Destacar patologias con valores hormonales alterados de acuerdo a la edad a traves

de bibliografia cientifica especializada para la deteccion de hirsutismo.
e Interpretar pruebas de laboratorio hormonales junto a la sensibilidad y especificidad

a través de evidencia cientifica que respalden su efectividad en la determinacién de

la importancia de estas pruebas en el diagnostico de hirsutismo.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

HIRSUTISMO

Es un trastorno dermatoldgico por el crecimiento descontrolado de vello, puede ser a la vez
benigno y desagradable, la buena apariencia se asocia con excelentes puntuaciones
cognitivas, habilidades sociales superiores y buenos modales®. Por lo que es definido como
un exceso de vello corporal en areas que se observan comdnmente en mujeres con implantes
androgénicos, incluida el area supra labial, mentdn, orejas, pecho, abdomen, espalda, nalga,
parte interna y frontal en muslos, afecta a mujeres desde temprana edad presentando

manifestaciones clinicas diferentes®.

Etiologia

El patron metabdlico en los androgenos en las mujeres determina la causa, por su mayor
produccion androgénica debido a procesos del metabolismo, ovaricos y suprarrenales que
intervienen a diferentes hormonas'®. Sin embargo, al presentar trastornos suprarrenales,
sindrome de Cushing e hiperplasia suprarrenal congénita en edad adulta, los tumores en los
ovario y suprarrenales productores androgenos también provocan una produccion en el
aumento en niveles androgénicos libres debido a la disminucién en la globulina

transportadora de hormonas sexualest?.

Fisiopatologia

El hirsutismo es una condicion dermatologica caracterizada por una interaccion compleja
entre los niveles circulantes de andrégenos y la sensibilidad de los foliculos pilosos a estas
hormonas. Especificamente, la testosterona puede ser convertida en la piel a
dihidrotestosterona (DHT), un andrégeno mas potente, mediante la accién de la enzima
5alfa-reductasa. Esta enzima se presenta en dos variantes isoenzimaticas, situadas en los
cromosomas 5 y 2, respectivamente, las cuales estan activas tanto en la piel como en el

foliculo piloso®.
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Ademas, los foliculos y las glandulas sebaceas poseen receptores especificos para los
andrdgenos, lo que amplifica su respuesta. En ausencia de fuentes externas de andrdgenos,
el hirsutismo puede deberse ya sea a una produccion excesiva de estas hormonas por los
ovarios o las glandulas suprarrenales, 0 a una mayor sensibilidad de la piel a los niveles

normales de andrdgenos circulantes®2,

Epidemiologia

La prevalencia del sindrome de ovario poliquistico (SOP) en distintas poblaciones femeninas
varia considerablemente segin como se define la poblacion y los fenotipos del trastorno
evaluados en los estudios epidemioldgicos. Los datos indican que hasta el 35% de las
mujeres con amenorrea secundaria pueden padecer SOP, mientras que este porcentaje
asciende entre 80 y 90% en aquellas que sufren de oligomenorrea. Ademas,
aproximadamente el 75% de las mujeres que buscan asistencia médica por infertilidad
debido a anovulacion se ven afectadas por este sindrome. Por otro lado, el SOP también se
detecta en el 25% de las mujeres que no presentan sintomas, pero tienen antecedentes

familiares de la condicion®®.

Manifestaciones clinicas

En las mujeres la presencia de abundante vello corporal con apariencia aspera y oscuro
principalmente en la cara, pecho, abdomen, parte interna muslos y espalda. Considerando
que los niveles altos en los andrégenos causan esta patologia, con el tiempo pueden aparecer

otros sintomas llamados virilizacion®.

Virilizacion pueden incluir:

e Engrosamiento de la voz

e Atrofia uterina

o Acné

e Reduccion del tamafio de los senos

e Aumento de la masa muscular

18



e Agrandamiento del clitoris®.

Hiperandrogenismo

El exceso de produccion androgénica, que incluye tanto testosterona total como
testosterona libre, puede manifestarse clinicamente de diversas maneras. Los sintomas
méas comunes incluyen la aparicion de acné y seborrea, asi como irregularidades en el
ciclo menstrual. Aunque menos frecuentes, pueden incluir alopecia androgénica,
alteraciones en la voz y en el comportamiento sexual, sudoracion excesiva y cambios

fisicos como clitoromegalia y un aumento del volumen de los labios mayores¢-%,

Hipertricosis

El aumento del vello tipo lanugo largo, que se presenta en abundante cantidad de forma
grueso y aspero que generalmente no sigue un patron de distribucion masculino, puede
ser influenciado tanto por factores genéticos y raciales como por el uso de ciertos
medicamentos. Este tipo se observa en &reas como los antebrazos y las piernas. Sin
embargo, también puede presentarse, aunque con menos frecuencia, en la cara, muslos y

el tronco?Y,

Idiopético o familiar

El aumento de la sensibilidad cutanea a los androgenos puede deberse a diversos factores,
uno de ellos es la mayor actividad de una enzima conocida como 5-alfa-reductasa en la
piel. Esta enzima es clave en la conversion de la testosterona en dihidrotestosterona
(DHT), un andrégeno mas potente y activo a nivel de los foliculos pilosos. Ademas,
ciertas predisposiciones familiares pueden contribuir a una mayor densidad por unidad de

area en la piel, lo que también puede intensificar la respuesta androgénica®!,
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Hiperplasia suprarrenal congeénita

Esta ocasionada por falta de enzimas necesarias para la sintesis en cortisol y aldosterona,
lo que provoca aumentar la hormona adrenocorticotropica ACTH, que estimula la
produccion en andrégenos?®. En este sindrome se presenta virilizacion y aceleracion en
edad Gsea, y el diagndstico diferencial se realiza determinando los niveles y después
estimular con 1-24 ACTH la concentracion de 17-hidroxiprogesterona sérical®. El
compromiso enzimatico en la hiperplasia suprarrenal congénita esta dado en un 95% por

21 alfa hidroxilasa y 10 % por la 11 beta hidroxilasa?.

Virilizacion

Se debe a un cuadro con mas gravedad por hiperandrogenismo, acompafiado en el
aumento por engrosamiento en la voz, musculatura, alopecia, clitoromegaélia, aumento de

libido y disminucion en el tamafio de los senos (desfeminizacion)®-24,

Sindrome del Ovario Poliquistico

Comienza desde la pubertad, desconociendo con precision el motivo de la causa, la
hormona Luteinizante es elevada en proporcién a la hormona Foliculo estimulante,
provocando necesidad para el desarrollo en los foliculos ovéricos, llevando a anovulacion

cronica con foliculos inmaduros y una produccion aumentada por androgenos?%-23,

Diagndstico segun Ferriman Gallwey

En su evaluacion el estandar es la puntuacién Ferriman Gallwey. Incluyendo 9 partes del
cuerpo clasificadas sobre 11: mentdn, pecho, espalda superior e inferior, labio superior,
abdomen superior e inferior, brazos, antebrazos, pantorrillas y muslos. Si no hay pelo

terminal en la zona examinada se puntta®:
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1. Si es el méas pequerio.
2. Mas del minimo, pero no equivalente a un varon adulto.
3. Se adapta a un varén adulto.

4. Similar a un varén adulto sano y viril®,
Puntuacion:
Leve: 0-15

Moderado: 16-25,
Grave: mas de 25 puntos (la puntuacién mas alta es 36 puntos) Anexo 1.

Indicaciones al paciente

Indicaciones previas antes de la toma:

. Un dia antes cenar comida blanda sin carnes rojas, grasas o pesadas.
. No realizar actividad fisica como ir al gimnasio, correr, desvelarse, estresarse,
tener ansiedad, debido a que es un examen hormonal muy especial y sus

concentraciones pueden variar.

. Ayuno minimo 8 horas y maximo 10 horas.

. No beber, fumar o consumir sustancias.

. Antes reposar 20 minutos, para su posterior toma sanguinea.
HORMONAS ALTERADAS

Alteracion Testosterona

Es una hormona femenina y masculina, la cual actia como andrégeno, por lo que, en las
mujeres es un precursor obligatorio la biosintesis del estradiol®. En el hirsutismo se debe
al exceso hormonal masculino como andrégenos, principalmente la testosterona,
presentando efectos fisiologicos tanto en tejidos reproductivos y no reproductivos

femeninos. Esta hormona es producida en los ovarios y las glandulas suprarrenales,
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Al ser un andrégeno por su mayor importancia en el diagndstico, por lo que en esta
hormona existen alteraciones en crecimiento exceso de vello, presentandose por
diferentes maneras oscuras en diferentes zonas en las que acttan los androégenos como en

la cara, pubis, cuello, torax®®.

PRUEBAS DE LABORATORIO

Examenes hormonales principales:

Testosterona total

Cuando se detectan niveles elevados de testosterona, que exceden significativamente los
rangos normales de 0,2 a 0,95 ng/mL, es crucial investigar posibles alteraciones en las
glandulas suprarrenales, asi como en los ovarios. Un nivel de testosterona total superior
a 1,5 ng/mL indicativo de condiciones como el hiperandrogenismo o la presencia de
tumores gque secretan androgenos. Estas condiciones requieren una evaluacion médica
detallada para determinar la causa subyacente asegurando un tratamiento adecuado y

oportuno para manejar los sintomas previniendo complicaciones®.

Principio

La medicién de la testosterona se lleva a cabo mediante un ensayo inmunoenzimatico
competitivo. En este tipo de ensayo, se establece una competencia entre el antigeno
presente en la muestra y un antigeno conjugado con una enzima, ambos buscando unirse
a un anticuerpo biotinilado que esta fijado en los pocillos de la placa del ensayo. Durante
el proceso de lavado, se eliminan los antigenos que no lograron unirse a los anticuerpos.
La sefial generada por la actividad enzimatica de los antigenos unidos es inversamente

proporcional a la cantidad de antigeno original en la muestra®®. Anexo 2

Muestra y volumen: Suero 1 ml minimo
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Conservacion: Temperatura Ambiente: 48 Horas, Refrigerado: 2 a 8 °C (15 Dias),
Congelado: -20 °C (1 afo)

Técnica: Inmunoensayo competitivo de enzima

Valores:

+ 0,2-0,95ng/mL*.

Testosterona libre

La medicion de la testosterona libre es una herramienta diagndstica importante,
especialmente cuando se trata de evaluar hiperandrogenemia, aungue no se considera un
examen de rutina, representa una fraccion de la testosterona total en el cuerpo, no esta
ligada a proteinas y es biolégicamente activa, lo que hace més sensible para detectar
desequilibrios hormonales. Las concentraciones normales de testosterona libre oscilan
entre 0 y 3 ng/mL. En situaciones donde los sintomas sugieren un exceso de andrdgenos,
puede proporcionar un reflejo mas preciso del estado hormonal, ofreciendo asi un

complemento valioso a las mediciones de testosterona total“.

Principio

El ensayo inmunoenzimatico competitivo es un método preciso utilizado para medir
concentraciones de diversas sustancias, incluyendo hormonas como la testosterona. En
este tipo de ensayo, se produce una competencia entre el antigeno presente en la muestra
y un antigeno conjugado a una enzima, ambos compitiendo por unirse a un namero
limitado de sitios en un anticuerpo que estd inmovilizado en la superficie de un pocillo,

siendo inversamente proporcional a la cantidad de antigeno. . Anexo 3

Muestra y volumen: Suero 1 ml minimo
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Conservacion: Temperatura Ambiente: 48 Horas, Refrigerado: 2 a 8 °C (15 Dias),
Congelado: -20 °C (1 afo)

Técnica: Inmunoensayo enzimatico competitivo

Valores:

« 0-3ng/mL*,

Globulina portadora de hormona sexual — SHBG

Es una proteina producida en el higado, por lo que su funcion es unirse a las hormonas
sexuales en la sangre. Al hacerlo, se encarga del control y la cantidad de hormonas
sexuales que estan activas en el organismo, cuando adhiere a las hormonas sexuales, los
tejidos no pueden utilizar esas hormonas. Se encargan de regular la cantidad testosterona

disponible para los tejidos y puede afectar los sintomas relacionados con la testosterona®’.

Principio

La prueba basada en el método de sandwich de un solo paso siendo una técnica avanzada
utilizada principalmente para la deteccién de globulina portadora de hormonas sexuales
(SHBG) en una muestra. En esta metodologia, la muestra se mezcla con microparticulas
recubiertas con anticuerpos anti-SHBG y con anticuerpos anti-SHBG vinculados a
enzimas. Durante la fase de incubacion, el SHBG presente en la muestra reacciona con
ambos tipos de anticuerpos, formando un "sandwich™ entre las microparticulas y los

anticuerpos enzimaticos.

La intensidad de la luz emitida durante esta reaccion, medida en unidades de luz relativa
(RLU), es directamente proporcional a la concentracién de SHBG en la muestra. Esta
medicion permite una evaluacion precisa de los niveles de SHBG, que es crucial para el

estudio y manejo de diversas condiciones hormonales*’. Anexo 4
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Muestra y volumen: Suero 1 ml

Conservacion: Refrigerado: 2 a 8 °C (7 Dias), Congelado: -20 °C (2 meses)

Técnica: Quimioluminiscencia - CLIA

Valores:

e Mujeres de 17-65 afios 24-110,07 nmol/L

e Fase posmenopausica 13,25-74,11 nmol/L*’.

17 OH Progesterona

Es un analisis importante utilizado generalmente para apartar condiciones como la
hiperplasia suprarrenal congénita, una afeccion atribuida a la deficiencia de la enzima 21-
hidroxilasa. Este test es especialmente recomendado para personas que presentan
sintomas o signos que sugieren esta patologia o el sindrome de ovario poliquistico (SOP).
Realizar la prueba durante la fase folicular temprana del ciclo menstrual es crucial para
obtener resultados mas precisos, ya que es el momento en que los niveles hormonales son

mas representativos para evaluar estas condiciones*.

Principio

La prueba mediante un ensayo inmunoenzimatico competitivo se realiza de la siguiente
manera: se inicia combinando en el pocillo un anticuerpo biotinilado que esta
inmovilizado, con dos formas de antigeno, uno presente en la muestra de estudio y otro
que forma parte de un conjugado enzimatico. Esta configuracién crea una competencia
entre los antigenos por unirse a un ndmero limitado de sitios disponibles en el

anticuerpo®®.

Durante el proceso de decantacion, se elimina cualquier antigeno que no haya logrado

unirse a los anticuerpos, dejando solo los complejos antigeno-anticuerpo en el pocillo. La
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clave del ensayo es que la actividad enzimatica detectada al final del proceso es
inversamente proporcional a la concentracion de la muestra. Esto significa que cuanta
mas concentracion de antigeno haya en la muestra, menor sera la sefial enzimatica
detectada. Este resultado inverso permite calcular con precision la concentracion del
antigeno en la muestra, proporcionando informacion valiosa para el diagnostico o

monitoreo de diversas condiciones médicas*®. Anexo 5

Muestra y volumen: Suero 1 ml

Conservacion: Refrigerado: 2 a 8 °C (7 Dias), - 20 °C (congelarse solo una vez)

Técnica: Inmunoensayo enzimatico competitivo

Valores:

Fase ovulatoria

» Fase folicular 0,20 — 1,30 ng/mL
» Fase lutea 1,0 — 4,51 ng/mL

« Posmenopausica 0,2 — 0,9 ng/mL*®,

Alteracion Hormona Androstenediona

Es un esteroide masculino que se produce mayoritariamente por las glandulas
suprarrenales, también pueden ser producidas por las gonadas. Su determinacion es
importante, ovarios poliquisticos y tratamiento de los portadores defectos hidroxilasa. Por
lo que se presenta elevacion en etapas tardias, la transicibn menopéusica a comparacion
con la testosterona, al no generar variabilidad en los resultados se puede realizar la

determinacion en un solo tipo de ensayo3¢-%.
En el sexo femenino la androstenediona se transforma en estrégenos y los valores

aumentados se presentan al alterarse por abundancia de vello oscuro con apariencia de

sexo masculino diagnosticado como hirsutismo.
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Androstenediona

Es uno de los principales precursores de la testosterona, sintetizada en la glandula
suprarrenal. Se utiliza como un indicador en actividad androgénica, debido a que la
hormona esteroide es uno de los importantes androgenos, ademas testosterona y
dehidroepiandrosterona son producidos por las células de Leydig de los testiculos, hasta
cierto punto también en la corteza suprarrenal. En el sexo femenino, los andrégenos se
producen en las glandulas suprarrenales y ovarios, es decir diagnosticadas con esta

patologia*.

Principio

Método competitivo inmunoenzimatico colorimétrico antigeno donde la muestra compite
con la androstenediona antigénica marcada con peroxidasa de rabano HRP, Conjugado
por la union al anticuerpo anti androstenediona adsorbido en la microplaca. Posterior la
incubacidn, separacion de las fracciones libre y unida se obtiene mediante un simple
lavado en la fase sélida. Finalmente, al reaccionar con el sustrato peroxidasa de rabano y
substrato TMB, la enzima peroxidasa de rabano presente en la fraccion unida desarrolla
una coloracion azul que se torna amarilla tras afiadir la solucion de interrupcion H2SOas.
El color es intenso y desarrollado es inversamente proporcional a la concentracion

androstenediona en la muestra®®. Anexo 6

Tipo de muestra: Suero 1 mL minimo

Conservacion: Refrigerado: 2 a 8 °C (5 Dias).

Técnica: Inmunoensayo enzimatico colorimétrico

Valores:

e Fase folicular 0,75-3,1 ng/mL
e Fase ltea 0,94-3,2 ng/mL*.
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Sulfato de deshidroepiandrosterona DHEA-S

Prueba util para el diagnéstico en el caso por virilizacion, por otro lado, esta es crucial
para los carcinomas adrenocorticales, ya que sus valores seran elevados, tomando en

cuenta que resultados normales oscilan de 0,03 a 5,88 pug/mL®°.

Principio

El ensayo inmunoenzimatico competitivo es un método utilizado para determinar la
presencia de un antigeno especifico. Este procedimiento comienza con la preparacién de
un pocillo donde se fija un anticuerpo biotinilado. Simultdneamente, se introduce tanto el
antigeno de interés adherido a un conjugado enzimatico como el antigeno de la muestra
en estudio. Estos competirdn por vincularse a los sitios limitados disponibles en el
anticuerpo. Tras esta fase de competencia, se lleva a cabo una etapa de decantacion para
eliminar los antigenos que no lograron unirse, siendo inversamente proporcional a la
concentracion de la muestra®. Anexo 7

Muestra y volumen: Suero 1 ml

Conservacion: Refrigerado: 2 a 8 °C (2 Dias), - 20 °C (2 Meses) Congelar una vez
Técnica: Inmunoensayo enzimatico competitivo

Valores:

« 0,03-5,88 pg/mL>,
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Examenes secundarios:

Alteracion Hormona Foliculo Estimulante

La hormona FSH se encarga del desarrollo y maduracion de foliculos ovéricos
promoviendo la respecta maduracion en los évulos, se considera que esta actla en las

células granulosas de los ovarios, asi estimulando la esteroidogénesis®.

Hormona foliculo estimulante

A pesar de que actualmente esta hormona no forma parte de los criterios formales para el
diagnostico, su medicion sigue siendo relevante y se utiliza como un indicador que puede
orientar hacia el diagnostico definitivo. Esta préactica es comdn en estudios clinicos y
examenes rutinarios para evaluar la funcién hormonal y proporcionar informacion valiosa

sobre el estado de salud®.

Principio

Para determinar la concentracion de la hormona FSH en el suero, método de ensayo en
fase solida de tipo sandwich directo. Este involucra las muestras diluidas con el conjugado
anti-FSH-HRP que se afiaden a los pocillos recubiertos con anticuerpo monoclonal de
FSH subunidad beta, la muestra se une a un anticuerpo monoclonal anti-FSH, otro
anticuerpo y anti-FSH se une a la hormona, estas proteinas no unidas con el conjugado
HRP, siendo lavados con su solucion, tras el sustrato, su color intenso es directamente
proporcional a la concentracion de FSH en la muestra®. Anexo 8

Muestra y volumen: Suero 1 ml

Conservacion: Refrigerado: 2 a 8 °C (14 Dias), - 20 °C (6 Meses) Congelar solo una vez

Técnica: Inmunoensayo
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Valores:

e Fase lutea folicular 2,0 — 10 mUI/mL
e Medio ciclo 2,0 — 20 mUI/mL
e Posmenopausica >15 mUI/mL>,

Alteracion Hormona luteinizante

Esta hormona fomenta la secrecion de esteroides sexuales, 1o que permite la maduracion
y la proliferacion. Se sabe también que estimula la sintesis por andrdgenos en las células
teca, lo que provoca la latinizacion de las células granulosas y la sintesis de

progesterona“®.

Hormona luteinizante LH

En esta prueba las concentraciones hormonales son esenciales para determinar si una
paciente puede estar exhibiendo condiciones como el sindrome de ovario poliquistico
(SOP), hiperandrogenismo, o incluso desarrollar hiperinsulinemia debido a causas
patoldgicas diversas. Estos niveles varian significativamente a lo largo de las diferentes

fases del ciclo ovulatorio de la mujer.

Principio

Se utiliza un ensayo inmunoenzimomeétrico del tipo sandwich. Este método involucra la
combinaciéon de un anticuerpo monoclonal biotinilado, un anticuerpo marcado con
enzima, y el antigeno objetivo del suero. Estos componentes interactian formando un
complejo sandwich, sin competencia entre los elementos, asegurando una vinculacion
efectiva. Tras un periodo de incubacidn, se procede a decantar la mezcla para eliminar
cualquier antigeno no adherido. La fase final del ensayo mide la actividad enzimatica
asociada al anticuerpo, la cual refleja directamente proporcional a la concentracion de la
muestra. Este tipo de ensayo es altamente preciso y es utilizado frecuentemente en

diagnosticos clinicos®. Anexo 9

30



Muestra y volumen: Suero 1 ml

Conservacion: Refrigerado: 2 a 8 °C (14 dias), Congelado: -20 °C (6 meses)

Técnica: Ensayo Inmunoenzimométrico

Valores:

» Fase folicular 0,5 - 10,5 mUl/mL
» Ciclo menstrual 18,4 — 61,2 mUIl/mL
« Fase lutea 0,5 - 10,5 mUl/mL

+ Posmenopausica 8,2 — 40,8 mUl/m>.

Estradiol

Esta prueba, que se realiza bajo el control de las hormonas gonadotrépicas FSH y LH, es
crucial para evaluar la funcién ovarica, problemas menstruales y la fertilidad. El estradiol,
producido en los ovarios, juega un papel vital en estas evaluaciones. Se ha observado que
el estradiol tiende a estar elevado en todas las fases de la maduracion folicular en mujeres

que muestran niveles altos de andrégenos y presentan sintomas de hirsutismo®3,

Principio

Para medir la concentracion de un antigeno en una muestra, se emplea un ensayo
inmunoenzimatico competitivo. Este método inicia mezclando un anticuerpo marcado
con biotina y el antigeno de interés presente en la muestra. Después de un breve periodo
de incubacion, se introduce una enzima que competira con el antigeno de la muestra por
los sitios de unidn disponibles en el anticuerpo. Una vez completada esta competencia, se
realiza una decantacién para eliminar cualquier antigeno que no se haya unido. La
actividad enzimatica que permanece unida al anticuerpo es inversamente proporcional a

la concentracion del antigeno en la muestra®. Anexo 10
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Muestra y volumen: Suero 1 mL

Conservacion: Temperatura Ambiente: 12 horas Refrigerado: 2 a 8 °C (2 Dias), - 20 °C

(6 Meses) Congelar una vez

Técnica: Inmunoensayo enzimatico competitivo

Valores:

Fase folicular 9 — 175 pg/mi
Fase lutea 44 — 195 pg/ml
Preovulatoria 107 — 281 pg/ml
Menopausicas 42 - 289 pg/ml®°.
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CAPITULO Il1l. METODOLOGIA

Enfoque de la investigacion

El presente trabajo tuvo un enfoque cualitativo debido a que se recopilé informacién de
diferentes fuentes bibliogréaficas como articulos y documentos en base de datos cientificos
relacionadas al tema, siendo seleccionada y analizada de bibliografia relevante y vigente,

sin fundarse en la estadistica ni datos numéricos.

Tipo de investigacion

El presente trabajo de investigacion se desarroll6 a partir de los siguientes criterios

metodoldgicos.

Segun el nivel

Fue de nivel descriptivo ya que se procedio con el analisis y descripcion de informacion
relevante y actualizada incluida en diferentes bases de datos cientificas que tuvieron
relacion, la cual se detall6 las manifestaciones clinicas y estudios hormonales en mujeres

con Hirsutismo.

Segun el disefio

Se present6 un disefio documental no experimental, debido a que la investigacion se baso
en la revision en literaturas cientificas en fuentes confiables ya existentes en articulos y
en las diferentes bases de datos, que permitieron obtener la importancia de la

investigacion, ademas no se manipularan las variables simplemente fueron observadas.

Segun la secuencia temporal

De cohorte transversal, dado que la investigacion se acatd en un periodo de tiempo
determinado, es decir, en un solo momento y con un sélo blogue de resultados, durante el

periodo académico 2024-1S.
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Segun la cronologia de los hechos

Fue retrospectivo ya que se refiere a informacion de documentacion ya publicada como
articulos o sitios web confiables que contuvo informacién sobre el tema investigativo
planteado, para lo cual se recolectd la mayor cantidad por documentos para la

estructuracion del contenido que fue investigado.

Poblacion y muestra

Paoblacion

La poblacion de estudio quedd constituida principalmente por 75 publicaciones en
articulos cientificos que contienen informacion acerca de hirsutismo, manifestaciones
clinicas y estudios hormonales mediante pruebas de laboratorio. Por lo que, se seleccion6
la poblacion y se recolectd informacion en articulos publicados en bases de datos de gran
impacto a nivel mundial como Pubmed (18), Scielo (13), Lilacs (12), Elsevier (14),
Google académico (18), tambien de redes web oficiales como la OMS, publicados durante

el periodo de los 10 ultimos afios.

Muestra

Se aplicd criterios de seleccidn, tomando en cuenta que se encuentre la mayor parte del
tema de estudio y se identifique con las variables de interés, seleccionando un total de 23
publicaciones para el desarrollo investigativo con informacion estrictamente requerida,
lo que constituye la muestra, tomadas en diferentes bases cientificas distribuido de la
siguiente manera: Pubmed (8), Scielo (4), Lilacs (3), Elsevier (5), Google académico(3),
donde se encontré informacidn relevante sobre el tema; manifestaciones clinicas y
estudios hormonales teniendo prioridad con los documentos que abarcaran con la

tematica planteada.
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Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusién

« Informacion actualizada en investigaciones cientificos acerca de hirsutismo
sus manifestaciones clinicas y estudios hormonales.
 Atrticulos cientificos referente al tema en diferentes idiomas.

« Articulos cientificos 10 ultimos afios de haber sido publicados.
Criterios de exclusion

« Informacion de articulos cientificos que se demostraran incompletos e

irrelevantes.
 Atrticulos bibliogréficos que no contribuyen los objetivos planteados.

« Informacion con mas de 10 afios de publicacion.

Meétodos de analisis

Las fuentes de informacidn obtenidas en base a la revision bibliogréfica fueron evaluadas
a partir de métodos como analisis y sintesis deduciendo la informacion a las variables
diferentes en articulos cientificos, hirsutismo sus manifestaciones clinicas y estudios

hormonales, a partir del enfoque del método tedrico planteado.

Técnicas y procedimientos

La técnica que se utilizo fue la observacion, mientras que el procedimiento fue mediante
la revision de las distintas bases de datos de informacién bibliografica, para la recoleccion

y tratamiento de la informacion descriptivamente.
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Consideraciones éticas

El trabajo investigativo es recopilado mediante revisiones bibliograficas, basandose en la
recoleccion de datos confiables y actualizados cumpliendo con todas las normas de Anti-

plagio y no requiere la aprobacion del comité de bioética.
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DIAGRAMA DE FLUJO
PARA BUSQUEDA

x

¢Cdémo diagnosticamos el
hirsutismo tomando en
cuenta las manifestaciones
clinicas y estudios
hormonales en mujeres?

Evaluar las manifestaciones clinicas
y estudios hormonales en mujeres
con hirsutismo mediante datos
bibliograficos confiables para un
correcto diagndstico.

\4

Palabras claves para busquedas:
Hirsutismo, manifestaciones clinicas,
pruebas hormonales, hormonas

alteradas.
v
Basqueda de fuentes de Eleccion del idioma:
informacion Espafiol e inglés
En cada base de datos
Base de datos cientificas: C|e|_1t|f|cas s reviso: 75
Elsevier | Elsevier 14
Pubmed Pubmed 18
Scielo Scielo 13
Lilacs Lilacs 12
Google académico Gooale académico 18

Y

Cumple con los criterios de
inclusién: 23 articulos
Articulos cientificos dentro
de la tematica en base a
hirsutismo sus
manifestaciones clinicas y
estudios hormonales, signos,
sintomas y sus patologias;
documentos como articulos
originales confiables, de
revision, tesis en
repositorios; documentos
entre los afos 2015 y 2024.

Aplicar criterios de inclusion
y exclusién para la seleccion
de articulos v libros

x

Los articulos por su afio
fueron:

Articulos cientificos de
Pubmed 8, Elsevier 5, Scielo
4, Lilacs 3, Google
académico 3.

Y

Analisis, parafraseo de la
informacién con normas
Vancouver: 23

No cumple con los
criterios de inclusion: 55
articulos
Péaginas webs no confiables,
articulos sin autores y afos
de publicidad, articulos
cientificos menores del afio
2015, documentos en
diferentes idiomas, articulos

A 4

Articulos excluidos:
Elsevier (7), PubMed (12),
Google academico (13),
SciELO (8),

Lilacs (12).

Descartar Articulos: 52
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Con la finalidad de encontrar las manifestaciones clinicas y estudios hormonales para el
diagnostico patoldgico, se expone a continuacion tablas en donde se compara el estudio
en varios investigadores. La informacion bibliografica estd principalmente enfocada en
la prevalencia, caracteristicas clinicas, patologias y pruebas hormonales mas evidentes
para el diagnostico por esta afeccion. Para poder plasmar estos datos se tomé en cuenta
los criterios de seleccion la cual proporcioné informacion que ayudo a cumplir con los

objetivos del tema planteado.
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Tabla 1. Manifestaciones clinicas con signos y sintomas segun la edad en presencia de hirsutismo.

NO

Autor

Fitzgerald®!

Hernandez et al*

Cortés et al™*

Forgal

Khattak”®

Vazquez”

Franik™

Total

Paoblacion

70

41

81

45

57

41

23

%

25

30

15

20

100

Edad
(afos)

20-30

15-20

20-45

12-15

14-30

15-25

12-24

Enfermedades

Virilizacion

Hiperandrogenismo

Hipertricosis

Idiopatico o familiar

Infertilidad

Clitoromegalia

Alopecia androgénica

Manifestaciones Clinicas

Aumento de la masa muscular, engrosamiento
de la voz, aumento libido, disminucion en el
tamafio mamario

Acné, seborrea, cambios en el tono de voz,
sudoracion excesiva y aumento de los labios
mayores.

Acné, aumento de la masa muscular, atrofia
mamaria, masa abdominal o pélvica.

Genético o racial, sin signos de disfuncion
androgénica.

Ciclos menstruales irregulares, dolor pélvico,
cambios hormonales, ausencia ovulacion,
perdida del cabello.

Aumento tamafio del clitoris, dolor o
incomodidad abdominal, sensibilidad
aumentada.

Adelgazamiento difuso, aumento la visibilidad
del cuero cabelludo, disminucién la
regeneracion capilar, calvicie.
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Anélisis e Interpretacion

Los resultados alcanzados en la tabla 1, se evidencian las manifestaciones clinicas presentes
en las alteraciones hormonales, las mismas que se recopilaron por diferentes autores
indicando sus principales signos y sintomas como acné y aumento de masa muscular,
mencionadas con frecuencia en todas las publicaciones publicadas presentando con
afecciones como hiperandrogenismo 30%, virilizacion 25%, infertilidad 20%, hipertricosis
15%, idiopatico o familiar 5%, clitoromegalia 2%, alopecia androgénica 3%. Estos
resultados son evidenciados con la prevalencia de un 100% de las manifestaciones clinicas

presentes en la enfermedad.
Discusién

Datos que al ser comprobados mediante revisiones bibliograficas actualizadas y confiables,
Fitzgerald®!, menciona que es una enfermedad clinica frecuente, siendo este a la vez benigno
y desagradable para las mujeres durante la adolescencia, a veces se puede dar en adolescentes
tardias o adultas por la presencia virilizacion con sintomas como aumento de musculatura,
engrosamiento de la voz y atrofia mamaria. Por otro lado, para Forga®, dice que es un patron
de crecimiento excesivo por vello terminal en zonas dependientes andrdgenos, por el
aumento androgénico en las glandulas sebaceas y apocrinas que al parecer puede generarse

de sus descendientes indicando las mismas manifestaciones clinicas anteriores.

Cortés et al”* confirma que el hirsutismo resulta una interaccion entre las concentraciones
sistémicas de andrdgenos, locales los foliculos pilosos y un umbral de sensibilidad a los
androégenos causando hipertricosis una apariencia de pelo lanudo en ocasiones con sintomas
como atrofia mamaria y aumento de masa muscular, por lo que Khattak”, dice que se
demostré que las manifestaciones clinicas tienen un efecto significativo en los indicadores
de calidad de vida relacionados con la salud provocando afecciones secundarias en las
hormonas causando en diferentes mujeres infertilidad con signos y sintomas como presencia
de acné, aumento en la masa muscular, labios mayores, cambio en la voz, sudoracién

excesiva, ciclos menstruales irregulares, dolor pélvico y ausencia de ovulacion.
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Datos comprobados en fuentes bibliograficas confiables, Hernandez et al*, mencionan que
la enzima 5a-reductasa tiene un alto grado de esta afeccién, al pasar por un estado de
hiperandrogenismo padecera de diferentes efectos en el organismo, primarios o secundarios
por lo que esta puede influir y transformarse la testosterona en dihidrotestosterona y el
metabolito activo, mientras que Vazquez’, dice que la dihidrotestosterona a partir de la
enzima 5alfa-reductasa que al existir las dos enzimas cromosoma 5 y cromosomas 2, se
puede retener la testosterona en androgenos activos provocando manifestaciones clinicas

como clitoromegalia con sintomas dolorosos y sensibles.

Khattak” confirma que la infertilidad se debe a que los ovarios no producen 6vulos en la
que hay proliferacion celular de la teca, pero sin embargo las cifras andrégenos son mayores
en esta manifestacion clinica afectando a diferentes hormonas al pasar por farmacos que
provocan esta enfermedad, como menciona Franik’®, que en pacientes con hirsutismo clinico
no documentado por los bioquimicos androgénicos actuales la DHEAS, se encontré un gran
aumento en el glucuronido androstenediol 3a-3f, afectando mas a mujeres con signos y
sintomas como disminucion en regeneracion capilar, calvicie, alopecia androgénica que son

necesarias ser analizadas mediante sus pruebas principales para su diagndstico.
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Tabla 2. Patologias con valores hormonales alterados causantes de hirsutismo de acuerdo a la edad.

Edad
Autor Poblacion % . Patologias Hormonas alteradas
(afios)
Badawy et al’® 32 6-12 Hiperplasia Androstenediona
Lanaetal’’ 48 15 10-18 suprarrenal Testosterona
Jarro®® 24 16-25 congénita Estradiol
Testosterona
Khattak’ 57 14-20 _ o
Sindrome del Ovario Hormona luteinizante
Juszczak et al®t 23 30 12-24 o _
Poliquistico Globulina portadora de
Arley®° 32 20-35
hormona sexual
Sindrome de
Hernandez et al"® 28 10 5-12 _ 17 OH Progesterona
Cushing
L tal®’ 28 25 15-28 Sulfato de
emos et a - - :
Hiperandrogenismo deshidroepiandrosterona
Naranjo et al®? 81 20 20-45 Hipertricosis Hormona foliculo estimulante

Total 100

Valores normales

0,75-3,1 ng/mL
2-64 ng/dL
<0.2 ng/mL

2-64 ng/dL
2,12-10,89 mUl/mL
24-110,07 nmol/L

0,20 — 1,30 ng/mL

1,3-9,8 ng/mL

Valores
alterados
4,01+0,65
1,00+1,07
450+25,2

1,09+1,10
6,1+4,6
118,05+21

0,10+2,9

13,2+0,9

6,8+0,2
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Anélisis e Interpretacion

Los resultados obtenidos en la tabla 2, especifica las patologias con valores hormonales
alterados causantes de hirsutismo en base a la edad, se evidencia sindrome de ovario
poliquistico 30%, hiperandrogenismo 25%, hiperplasia suprarrenal congénita 15%,
sindrome de Cushing 10%, hipertricosis 20%. Estos resultados son evidenciados con el
afecto de las patologias mas prevalentes en Hirsutismo.

Segun las patologias presentadas como hiperplasia suprarrenal congénita las hormonas mas
alteradas son Androstenediona con una media 4,01+0,65, Testosterona 1,00+1,07, Estradiol
450+25,2, sindrome de ovario poliquistico, la Testosterona 1,09+1,10, Hormona luteinizante
6,1+4,6, Globulina portadora de hormona sexual 118,05+21, sindrome de Cushing, 07 OH
Progesterona 0,10+2,9, Hiperandrogenismo, DHEAS 13,2+0,9, Hipertricosis, FSH 6,8+0,2.

Discusién

Datos que al ser comprobados por medio de cita bibliograficas actualizadas, Badawy et al’
menciona que al aumentar la cantidad de androgenos circulantes o aumentar la sensibilidad
en estos, son métodos posibles de padecer por hiperplasia suprarrenal congénita en la que se
alterara principalmente la androstenediona. Por otro lado, Jarro® dice que se presenta
diversas formas, incluidos distintos grados de gravedad, alterdndose sus principales
hormonas como son testosterona, estradiol y androstenediona en la patologia de hiperplasia
suprarrenal congénita. Lana et al’” asegura que en esta patologia estara aumentado la

androstenediona y testosterona, mientras que el estradiol se vera disminuido.

Khattak”® manifiesta que la testosterona es una de las principales hormonas masculinas que
causan esta enfermedad, aumentando el vello, debido a que estimula el crecimiento del vello
corporal. Juszczak et al®* menciona que, para el diagndstico del sindrome de ovario
poliquistico, la hormona luteinizante es relevante para su estudio, por lo que permite
estimular la sintesis androgénica y los totales especificos en comparacion a los valores
normales, por lo que esta prueba permite diagnosticar a esta patologia. Arley®® indica que al
elevarse la Globulina portadora de hormona sexual la mujer proveniente puede llegar a
padecer la afeccion en la que es necesaria para su diagnostico respectivo.
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Hernandez et al’® confirma estos resultados que, entre las concentraciones sistémicas de
androgenos, locales de los foliculos pilosos y umbral de sensibilidad a los andrégenos donde
se elevan los valores de 17 OH Progesterona causando sindrome de Cushing, en el cual al
simplificar el método de evaluacién y reducir el nimero de areas corporales evaluadas, se
puede reducir el potencial de error y variabilidad entre observadores. Lemos et al®,
manifiesta que se presentan diferentes patologias al pasar por un cuadro de hirsutismo pasara
por un hiperandrogenismo por lo que es de gran utilidad realizar el examen de DHEAS para

su respectivo diagnostico efectivo que pueda ser controlado a tiempo.

Datos que, al ser comprobados por fuentes bibliograficas actualizadas, Lemos et al®,
menciona que ha sido descrito en aquellas pacientes donde se encuentra 3a-3f androstendiol,
glucuronido causando hiperandrogenismo aumentado los niveles de DHEAS vy
disminuyendo en mujeres menopausicas, Naranjo et al°?, dice que en la sangre se miden los
niveles de la Hormona estimulante de la tiroides y otros parametros los que dependen de sus
resultados analiticos y sospechas diagnosticas de la patologia Hipertricosis, que al no ser
tratada a tiempo esta provocara trastornos hormonales causando a la mujer una apariencia

de exceso de vello lanudo desde la edad reproductiva de diferentes mujeres.

44



Tabla 3. Sensibilidad y especificidad de las pruebas hormonales para el diagnostico de hirsutismo.

N° Autor Poblacion % Pruebas de Laboratorio Sensibilidad  Especificidad
1 Castellano et al® 19 2 Testosterona total 40-95% 80-90%
2 Campostrini®® 25 3 Testosterona libre 60-90% 90-95%
Globulina portadora de hormona
3  Grandaet al* 27 10 80-90% 50-70%
sexual — SHBG
4 Pinheiro et al® 83 16 17 OH Progesterona 90-100% 50-95 %

5 Seen®® 21 17 Androstenediona 95%-100 % 80-95%



Echeverria’

Lawrenz et al®®

Kawakita®

Aguillon et al”

Total

28

62

73

124

20

100

Sulfato de deshidroepiandrosterona
DHEA-S

Hormona foliculo estimulante FSH

Hormona luteinizante LH

Estradiol

80-95%

80-95%

50-80%-

70-90%

80-90 %

50-70%

30-60 %

50-60 %
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Anélisis e Interpretacion

En la tabla 3 se evidencia el andlisis de sensibilidad y especificidad de las pruebas
hormonales para el diagndstico patologico, en la cual las principales pruebas cuentan con
una sensibilidad de 80-90% en 17 OH Progesterona, androstenediona, DHEAS, estradiol y
SHBG para el respectivo diagnostico mientras que, entre el 50 y 80% de especificidad en las
pruebas como testosterona total y libre, FSH, LH, por lo que indica que 100 mujeres con los
valores alterados en las pruebas hormonales, 20-40 tienen hirsutismo, las demas mujeres se

debe por diferentes farmacos..

Discusién

Castellano et al® menciona que una sensibilidad alta significa que las pruebas hormonales
son buenas para detectar hirsutismo en mujeres que realmente tienen y una especificidad alta
significa que las pruebas hormonales son buenas para descartar esta patologia que realmente
no lo tienen, en el caso de la testosterona total esta permitira descartar esta enfermedad.
Segun Campostrini®® define que las pruebas hormonales tienen una sensibilidad y
especificidad mas altas en el caso de causas hormonales de hirsutismo, como el SOP. En el
caso no hormonales de hirsutismo, la sensibilidad y especificidad de las pruebas hormonales

son mas bajas por lo que la testosterona libre detectara la enfermedad.

Granda et al®, especifica que las pruebas hormonales no son lo suficientemente sensibles
para confirmar el diagnostico patoldgico, es decir, es posible que una mujer con esta
enfermedad tenga resultados alterados en las pruebas hormonales, una prueba factible seria
la SHBG con una sensibilidad alta. Esto puede conducir a un buen diagnostico y a un
tratamiento adecuado. Sin embargo, las pruebas hormonales segun Pinheiro et al® detalla
que es normal en mujeres que no tienen SOP, por ejemplo, las pruebas hormonales pueden
ser normales con otras causas de hirsutismo, como la exposicion a esteroides anabdlicos en

la que 17 OH Progesterona es la prueba adecuada para detectar esta afeccion.

Por otro lado, Seen®®, corrobora que las pruebas hormonales tienen una alta especificidad en
la prueba androstenediona lo que significa que son muy buenas para descartar la enfermedad,

es decir, es muy poco probable que una mujer sin esta patologia tenga resultados alterados
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en las pruebas hormonales. Echeverria’™ define que las pruebas hormonales pueden ser
atiles, pero no son lo suficientemente confiables para confirmar el diagndstico, en caso de
sospecha de hirsutismo, se recomienda realizar una evaluacion clinica completa, analizando
la historia clinica, exploracion fisica mediante la observacion y de ser necesario un examen

de imagen, posterior realizar el examen DHEAS detectara el diagnostico final.

Castellano et al®, indica que la especificidad de las pruebas hormonales es generalmente
baja ya que la probabilidad de que un resultado normal de la prueba marque realmente la
presencia patoldgica ya que la especificidad puede variar en funcion de la causa. Aguillon et
al 2, menciona que las pruebas de andrégenos, como estradiol, androstenediona y DHEAS,
son mas sensibles para detectar el diagndstico causado por una condiciéon que produce
niveles elevados de andrdgenos y SOP.

Lawrenz et al® sefialan que las pruebas hormonales son un método Util para el diagndstico
de hirsutismo, especialmente para detectar causas endocrinologicas, sin embargo, es
importante tener en cuenta que estas pruebas no son especificas y pueden dar resultados
falsos negativos en un examen de FSH. Por lo tanto, Kawalita®® dice que es importante que
el diagnostico se confirme con otros métodos, como la evaluacion de la historia clinica,
exploracién fisica o la prueba de imagen en caso de ser necesario detectando con la prueba
LH por dafio ovarico o suprarrenal o se debe a varios factores, como la variabilidad de los

niveles de hormonas masculinas, la influencia de otros factores en el crecimiento del vello.

Castellano et al® dice que en general, la sensibilidad de las pruebas hormonales para el
hirsutismo es alta, pero es importante tener en cuenta que no son completamente fiables, si
una mujer tiene un resultado alterado en la prueba, es importante que consulte con un médico
para determinar la causa de la patologia. Mientras que Aguillon et al’ detalla que la
sensibilidad de las pruebas hormonales se refiere a la capacidad de las pruebas para detectar
la presencia patoldgica se suelen realizar en el primer o segundo dia del ciclo menstrual, ya
que los niveles hormonales sexuales fluctian a lo largo del ciclo, en mujeres mayores de 40
afios, se realiza las pruebas hormonales dos veces, una en el primer o segundo dia del ciclo

menstrual y otra en la semana anterior a la ovulacion.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

En la investigacion se evidenci6é que los signos y sintomas presentes en mujeres con
hirsutismo fue la aparicién de acné, engrosamiento de la voz y aumento muscular por la
hiperproduccion de andrégenos provocando exceso abundante de vello, siendo una de
las manifestaciones clinicas mas frecuentes el hiperandrogenismo en un intervalo entre

15 a 20 afos presentando varias alteraciones hormonales.

Las patologias que se indican en el hirsutismo son hiperplasia suprarrenal congénita,
sindrome de Cushing, pero con mayor frecuencia el sindrome de ovario poliquistico
desde un aproximado 14 a 35 afios en edad reproductiva, los cuales se ven afectados
debido al aumento o disminucion de las hormonas como la testosterona, hormona

luteinizante y globulina portadora de la hormona sexual.

Para el diagnostico de esta enfermedad se utilizaron dos tipos de pruebas, las principales
conformadas por testosterona, androstenediona, SHBG, 17 OH Progesterona, DHEAS y
las secundarias como la LH, FSH vy estradiol, destacando aquellas que presentan una
mayor sensibilidad como la 17 OH Progesterona, SHBG, DHEAS vy estradiol, mientras

que con una alta especificidad la Androstenediona, testosterona y FSH.
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Anexo 3. Inserto de testosterona libre.

Sl
[20 EN PRAUEBAS PARA SU LABORATORIO

M GRUPO
IVIEXLAB
_— —~

Bio-Testosterona Libre

Inmunoensayo enzimdtico para la cuantificacion de la Hormona
Testosterona libre en suero o plasma.

Elisa codigo: 6001015

INTENCION DE USO
El kit Testosterona Libre ELISA se utiliza para la determmacion
cuantidativa de Testosterona Lbe en suero o plasma humano.

RESUMEN
La Testosterona es una hormona esteroide ded grupo androgeno. En
ks indivduos i . o teslosterona es prncpalmente secretndn

por las céllns Leydeg ubicadas en los testiculos. En los mdividuos
fomeninos os secrolada principalmente por los avarnos, y an maenor
medda por las gidndulas supramenales La testosterona es la pancipal
hormona sexual mascuina, es un anabobco estercide y, tanto para
hombres como para muerss, uega un ol mporttante en l sakd y
bienestar general. En la circulacion sanguinea |a Tesloslerony se
encuentra unida a proteinas, dentro de las cuales la mas smpodante es
ta Glotuling Badora de hormonas sexuses (SHGB) La mediadn do
Testosterona Libre 0 su freccion no unida en suero ha sko propuesta
como un medw de estmar la hormona fisologeamants bioactiva. Los
miveles do Testostorona Libre se observan elevados en muyeres con
hiper androgensmo  asociado con hirsulismo en 8 presenca o
ausoncs de ovaros poli cisicos. En sumn e medcitn  de
Teslosterona Libre puede ser de meyr ayuda que la medicadn de
Testosterona Total en situaciones donde la SHGH se morementa o
dececs (g) Hipotimidismo y obesdad)

PRINCIPIO DEL ENSAYO

El ki Testoslerona ELISA estd basado on un panaplo de (:ion
competitiva entre la Testosterona encontrada en is muesta y el
conpugado Testosterona-HRP conjugada por cantdad constante de
antcuerpos  Anb-Testosterona de comep. En la incubacidn, los
micropazos recubienos con anticuerpos de cabra anli-Testosterona de
conejo, son Incubados con 25 pl de estandares de Testosterona,
controles y muestras del pacients; y con 50 pl del conjugado
Testosterona-HRP y con 50 pl del reactivo de congjo anti-Testostesona
Lbre, durante 60 mnutos a temperatura ambents. Durante ia
moeubacion, una cantidad fijn do HRP-Teslostorons marcada, compde
con la Testosterona endogena de los estandares, muestras y controles,
por un nimero Ho de Sits de wnion al anbcuerpo especfica de
Testosterona. Asi, ta canhdad de conjugado Testosierona-paraxidasa
nmunologicaments udo @l mecropozo  decrece  rogresivamente,
mientras que la concantracion e testostarona en la muestra aumenta
El conjugado Testosterona poraxidesss no unido €5 rebirado y ks
micropozos lavados. Seguidamente, se agregan 100 ul de solucion
TMB y sa incuba a temperatura ambients por 15 minutos, resutando an
una coloracion azul Dscha coloracion s intermumpida con la adaion do
50 i solucion de frenado y la absorbancia s medida y e ¥8e con un
espectrofotometro a 450 nm

MATERIALES PROVISTOS 96 Prusbas
1 Mcropozos recubsertos con Ant-IgG-Conogo de 12x8x1
Calwa
2 Estandmres G viades (listos para su uso) a5 mi
Tmi

3 Corgugado Enzendheo 1 frasco (listo para su uso)

M Reeactivo Ant-Testosterona (Conejo) 1 frasco (Isto Tmi
| para sy uso)

5 Sustrato TMB 1 frasco (ksto para su uso) 12m

Solucon de Frenado: 1 frasco (hsio para su uso) zm

26mi

I7 Solucdn de Lavado Concentrado 20X 1 frasco

MATERIALES REQUERIDOS PERO NO PROVISTOS

1. Agua destilada o desionizada

2 Ppetas de precson

3 Puntas de pipetas desechabies

4 Lector Mecroslisas con lente a 450 nm de longitud de onda con
una banda de ampitud de 10 nm o menor ¥ un rARNgo de densidad
opica de 0-2 OD 0 mayor

Papel absorbents o toalla de papel.

Papel cusdnoulado

ALMACENAMIENTO

1. Amaceneelioia2-8°C

2 Mantenga las tires de los pocillos selladas on I bolsa de stuminio

1 Todos los compuaestos son estables hasta su fecha de expracion
sempre y cuando s condiciones de  aimacenaje  Sean
estrctaments levadas a cabo como aqul se Indca

4  No exponga los mactivos al calor, Lz solar 0 intensa |uz eléctnca

@

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1 Polencal do los malerisles de nesgo tologico. Los calbradores
contienan componenies de ongen humano, que se han sdo
probados y encontrados no reactivos pama e antigeno de
supsrfice de hepabtis B y anticuerpos contra & VIH Aprobado por
s FDA Sin embixgo no hay mélodo de pruete que puede offecer
complets seguridad de que el wrus VIH, Hepatits B u otros
agonles infecciosns estén presontes Eslos mactives deben sSer
manejados segim el Nivel de Biosegundad 2, como se
recomienda en los Centros para el Control de Enfermadades /
Insbiutos MNaconaes de Salud monuales. “Biosegurdad &n
lsboratonos microbsologoos y bomédicos” 1984

2 No pipatee con la boca No fume, coma. o beba en el &ea donde
manieje este equipo

3 Los componentes en este equipo Son para uso CoMo una unidad
miegral. Los componentes de diferentss lotes no se deben
mezclar

4 Es recomendable que los estandares controles y muestras de
SUErD Se corman por duphcado

5 Para obtenar dptimos resultados, debe apegarse estnctamente al
protocolo. Pipeleado exacto ¥y reaso, asi como después de ia
hora exacta y requemmentos de lempemium prescritos son
esenciales  Cualquier desviacidn de este pueden dar datos no
valdos

RECOLECCION DE LA MUESTRA
1 Recolecte sangre por Venopuncion y sepae ol suer de
inmadiato

2 En caso de no llevar a cabo ol examen inmedatamente, refrigere
1a muestra a (2-8° C) por cinco dias En caso de exceder dcho
plazo, congale a -2(° C hasta un mes

3 Evile miltiples acks do congelacion - descongelacon

4 Previo al ensayo, @ muesta debed ser dedidamente

a y mozdada
5 Evie utiizar muestras con exceso de lipidos

PREPARACION DEL REACTIVO

SOLUCION DE LAVADO; Frapare una solucion de lavado a 1X,
adicionando el contenido de la botella (25 mi, 20 X) a 475 mi de agua
deshiada o des lonkzada Conserve a lemperatura amtvante (18-26° C)
LIMITACIONES DE LA PRUEBA

1o ulilice acido de sodo como preservante ya que inhibe & actividad
de la enzima HRP,
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PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Previo al ensayo, lodas as muestras y reactvos deben ser llevados a

temperatura ambente  (18-26°C) Mezcke genbimente fodos los

rEacivos previos a su Uso

1 Conte el nimero de pozos & ublizar Clerre y selle el resto de los

pozos no utikzados y refngérelos a 2-8°C.

Dispensar 25 pl de los estindaras, control y muesiras en los

pozos designados.

Agreger 50 pl ded reactvo Anti-Teslosterona en cada pozo

Agregar 50 pl d& conjugado enzmatico de Tesloslerona én cada

pozo

Agiter suavemonte la microplaca por 10 Ssegundos pam mezciar

105 reactvos.

Incubar a temperatura ambeente (18-25°C) por 60 mimutos.

Remover el liquido de los pozos Lave en fres sempos con 300 ut

de solucion de lavedo a 1x Golpee los pozos sobre una toalla o

papel absorbents

Agregar 100 pl de sustrato TMB en cada pozo

Cubrr 8 incubiy o lemperatura ambente (18-25°C) por 15

minutos.

10, Frenar ia reaccin agregando 50 |4 de Sokicion de Frenado a
cada pozo

11 Lea la densdad optica a 450 nm con un kctor de placa de mcro
valoracion en un plazo de 15 minutos despuds de haber agrogesdo
ia solucion de frenado

~o o AL N

Ll

CALCULO DE RESULTADOS

La curva esténdar se construye de la sguente manora
Calcule & valor de absorbanca media en cada vial estandal Este
valor puede vanar de lote a lote Asegress de chegusar los
vaiores en cada kit Tome ol ejemplo do estander adjunio como
referencia.

2 Parala construccidn de ks curva trazar ks leclura de sbsorbancia
de los estandares de referencia en ee vertcal contra su
concentracion en eje horzontal en papel grafico lineal, dbgjar &
curva de mejor manera posible uniendo 108 puntos,

3 Utlice los valomes de absorbancia media de cada muestra pam
daterminar la comespondente concantracion de  Testosterona
Libre en ng/ml da la curva estandar

4 Aquelios valores oblenidos do muesiras ddudas debordn ser
convertidos apiicando el correspondiente factor de dilucion en los
calculos

Ejemplo de Curva Standard
[ 00D 450 nm | Conc pgiml

st | 2762 L 0

s2 | 1528 015

sw 13| 0.903 15

sda | 0468 8

S5 | 0.140 25

St | 0.075 60
VALORES ESPERADOS

Se recommnda que cada Bboralono establezca sus propis rangos
nommales sobre la base de una muestra representativa de la pobiacdon
local Los sguientes valores de Testosterona Libre pusden see
wilizados solo como guia

Edad Cone:_Rango
Hombros Aduita 5-30
Mujeres Adulta 0-3
Nifios 1-10 01-125
PERFORMANCE

1. Correlacion con un kit ELISA de referencia:

Un Wlal de 74 muestras do swero fueron snalizadas ublizando el
presente kit ELISA y otro kit de referencsa La curva de regresidn lineal
fue cakulada do la S;guents mansera:

Y=11x+0111r=097

Intra Ensayo
Suero No. de Media Desvio Coeficiente de
Réolicas. Estandar |
1 24 1.62 0.003 576
2 24 7.47 0438 588
3 24 1403 0 892 493
nter Ensayc
Suero No. de Media Desvio Coeficiente de
Réplicas Estandar |
1 16 1.7 0.117 687
2 16 167 0.288 ars
3 16 1467 0.908 6.19
3, Sensibilidad:

La sensibidad de esta prueba resulia de calcular la media mas dos
desvios estandar del punio de estandar cero, veinte vecas en la misma
prueba

Media + 2SD
No. de Media Desvio
SUer® | Replicas | pgimi | Estanger | Seneibiidad)
oo standar| 20 0.014 0022 0.057

Lo reacivided cnuzada al anticuerpo calculada al método deol 50%, do
acverdo con Abraham. se exhibe en el siguente cuadro:

Analto % Reactiwdad Cruzada|
Testostarona 100
Andiostenedions <01
Cortsona <01
Androsterona <01
OHEA-S <0.1
Corusol <0.1
17 = Estradol <01
Eztrona <01
Prednsona <01
picrgestrel <0 1
172 Ethwnilestradiol <0.1
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que se une a las dos hormonas sexuales: androgenos y estrogenos.
Otras homonas esteides como la propesterona, o cortisol y otros
coticosteroides estan wnidas por la transcorting.* SHBG se encuentia
en todos jos vertelrados, exceplo en las aves. La SHBG es producida

principalmente por ol higado y o libora al torrente sanguineo, Otros
sitios que producen SHBG Inchiyen & cerebro, el dtem, los testiculos y
la placents *

Principio de Medicién

Este ensayo se basa en & método sandwich de un sok paso, La
muestra, las micoparticulas recubiertas con Antl-SHBG y la Anti-SHBG
unida a erzimas se combinan, Durante fa incubacion, ef SHBG presente
en la muestra puede rescdones  simultdneamente n  los  dos
anticusrpos, 1o gue lace que o SHBG s interponga entre las
micropartiodas y los anticserpos ligades a enzimas. Después del lavado,
50 genera un complejo entre ks microparticufas, of SHBG dentro de a
muestra y los anticuerpos figados & enzimas por  reacciones
Inmunolbgicas. Bl sistralo mie se agrega luego y se
cataliza por este complejo, dando como resultado una rescidn
quimicluminiscente. La reacddn quimibluminiscente resultante se mide
como RLU, La RLU es propordional 2 |3 concentracion de SHBG an la
muestra del pacente.

Materiales provistos

P R

L _Calibradores
6 viales de Calbrador liofilizado A a F. La matriz es tampdn MES que
contiens suero bovino. Contiens corsesvante ProCin 300%.
Reconstituya cada calbrador liofilizado con 1,0 mi de agua destilada
Permita que of materisl reconstihddo repose durante 5 minutos. Luego
Imviarta el calibeador para merdark comglatamente.

W 50%1 100*1 100*2 100*5 502
2 * L2ml*l  23ml*l  2.3mi*2 23ml*S  Laml*2
microparscules
& S.5mi*t 11mi 1 UmL*2 1ml*s  550l%2
e

o Solucind icul
Microparticutas recublertas monoclonales de raton en Lampan Tris-NeCl
que contlone BSA (albximina de suero bovino), Contiene conservante de
azida de sodio,

®  Conjugado de enzima

Ant-SHBG de raton matcado con HRP (peroxklasa de rdbano plante)
en tampon Tris que contione BSA (albdming de suero bovine). Contiene
conservante ProClin 300%.

Analizadores de ensayo en los que se puede utilizar el
kit

®  AutoLumo A2000 Plus

. AutoLumo A2000 Pls B

. AutoLumo A1000

B nmunoensayo de  microparticulas  quimictuminiscentes  (CLIA
Micoparticles) estd disefado pera usarse on Anslizador de enssyo
Autol umo A2000 Plus, Autol umo A2000 Plus 8 o Autol umo A1000,

Materiales Requeridos, pero no Provistos

. Analzador de ensayo

2. Recipiente(s) de reacddn para muestia reactivo de reacddn
3. Copa(s) de muestra o tubo(s) para contensr muestis

4. Substrato Quimicluminiscente

Migoparticulas SHBG CLIA

Anexo 4. Inserto de Globulina fijadora de hormonas sexuales.

5. Sisterna de lavado para & lavado de la agula de pipeteo,
6. Tampdn de lavado utiizado en & procedimiento de lavado
7. Agua destilada o desionizada

Trazabilidad Metrologica De Calibradores

B analitc en los @lbmdores SHBG se puede rastrear hasta los
calibradores de trabajo del fabricante. Bl proceso de trazabilidad se basa
e la norma EN ISO 17511, Los valores asignados se establederon
utilizando muestras representativas de este lote de calibradores y son
especificos de les metodologias de ensayo de by readivos. Los valotes
mignados por otras metodologias  pueden ser  diforentes.  Tales
dferencias, € estan presentes, pueden ser causadas por un sesgo entre
metodos,

Advertencias y Precauciones

1 Para uso profesional solamente,

2. Siga las irstrucdones de wso con cuidedo. La confisbilidad de los
resultados ded ensayo no se puede garantizar si hay alguna desviacidn
de las instrucciones en este manual de uso.

3 Consute s hoja de detos de soguriled dol material y la eliqueta del
poducto para conocer los peligios quimicos que pueden  estar
presentes en este ensayo,

4 Maneje los materiales y desechos potendalmente contaminados de
manera segua de acuerdo con los requisitos locales,

S PRECAUCION: este ensayo contlene materiales de origen animal. Los
componentes bavinos se originan an paises donde no se ha informado
encefalopatia espongifarme bovina (EEB).

6 Algunos readthvos que ontienen ProClin 3006  pueden  caussr

sensghilzacion por contacto con la piel, que debe evitarse al contacto

con la piel. Bste material y su contenedor deben desacharse de maners

segura. En caso de ingastion, busque atencidn médica de inmediato y

muestre este ervase o etiqueta,

No fume, beba, coma 0 use cosméticos en el drea de trabajo.

B Use mopa protectora y guantes desechables cuando tiate con muestias
y reactivos. Lavarse las manas luego de ks operaciones.

9. Tenga cuidado al manipular muestias de pacientes para evitar la

contaminadon cnzada. Se moomienda ol uso de pipetas desachables

O puntas de pipeta.

Conduzca & ensayo kjos de las malas condidones ambientales,

eemph, A anbente gue mnbene gas comosivo de  alta

concentracidn, como éddo clorhiddco de sodio, skealing, acetaldehido,
etc., 0 que conthens polvo,

11, No utilice reactivos més a#8a de la fecha de caducidad indicada en la

etiqueta,

No mezde nl use cormponantes de kits con diferentes codigos de te.

Cuando almacene los caltradores, asegirese de gue los vales estén

blen seflados.

Aseglvese de que las mikroparticulas estén resuspendidas antes de

cargarse en el angizador.

Evie loemacion de espuma en 10dos ks readivos y tipos de muestras

(muestras, calibradares y controles).

No sustituya ningun reactivo en este kit de otros fabricantes u otros

lotes.,

Cuando se observe cuakjuler daiio ol empague protector o cudquier

cambio on ol rerdimiento. snalitico no uso o kit,

~

10

bR

14,

15.

16.

17.

Almacenamiento

1 Almacene el kit a 2-8 °C. No congedar. Evitar 1a luz fuerte. Cuando se
almacena como se indica, todos los eactivos son estables hasta la
focha de vendmiento.

2 Refrigere o paguete de reacthvos a 2-109C durante un minimo de 2
horas antes de su wso.

3. Almacene & paquete de reactivos sin sellar en posicion vectical en el
analizador 0 2-10 °C por un maximo de 28 dias, Después de 28 dias, e

paguete de reactivos debe desecharse. Una wez que so retkan del
analizadoe, almacénedos & 2-10 °C en posiddn vertical.
Selle y devuelva los calibvadores restantes a 2.8 °C inmediatamente
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después del experimento, bajo qué condidones se mantendid la
estabiidad durante 60 dias.

. Selle y regrese los calibradores reconstitukdos a 2-8°C bajo bs cuales

10,

11

12

s¢ mantondid lo estabilidod dutante 7 dias, pare un uso mids
prolengado, slmacene los calibradores abiertos en alicuotas y congele
a -20°C. Evite mitiples cidos de congelacidn y descongelacidn.

uestra

Recolectar muestias de suero de acuerdo con las pricticas médicas
correctas,

No ulilice muestras inactivadas por calor, No use conservante de
anda de sodio en las muestras.

No utilice muestras con contaminacion micoblana evidenta.

Los sedmntos y los sdlidos suspondidos en las muestras pueden
nterferir con el esutado de la prueba, que debe diminarse
mediante entrifugadin. Asegirese de que haya tenido lugar la
formacitn complets de codgulos en las muestins de suoro antes de
b centrifugackin. Algunas muestias, especialmente las de padentes
que recben tratamiento on anticoagulantes o tromboliticos,
pueden presentar un aumento del tiempo de coagulacion. Si la
muestra se centrifuga antes de que se forme un coagulo completo,
b presenda de fibrina puede causar resultados erdneos. Asogirese
de que las muestras no estén descompuestas antes de wsarlas.
Antes del envio, se recomienda retirar las muestras ded coagulo, del
soparador de sueto o de s glbbidos mjos,

El procesamiento insufidente de la muestia o la interrupddn de &
muestra durante el transporte puede causar resultados deprimidos.
Fvite muestras extremadamente hemoliticss, lpdemicas o tutbias.
Tape y almacene las muestins 3 18-25 °C durante no mas de B
horas, pars un uso mas prolongado, las muestras se deben tapas y
almacenar de 2 a 8 °C hasta 48 horas. O blen, congele las muestras
que dobon almacenarse o ransportarse duranto més de 48 horas &
-200C. Fvitr midtiples cidos de mngelacion y descongelickin.
Mezde bien ks muestias descongeladas mediante wWirtice de baja
veloddad o Invirtiendo 10 veces. Inspeccione wisualmente s
muestras, & observa capas © estratificadidn, continde mexclondo
hasta que las muestras sean visblements homogéneas. Despuds de
descongelar, levar a temperatura amblente y mezcls bien agitando
suavemente.

Centrifugar las muestras descongeladas que contengan glbbuios
fojs 0 material particulado, o que tengan una apanenda brumosa
o turhia, ec., antes de su uso para garantizer ke consistenda en los
resultados.

Tengn en cuerta que los niveles de interferenda de fitking pueden
estar presentes @n muestras que no Benen particulas sibies o
evidentes,

Si no so puede verificar |s recoleccidn y preparacdon sdecuadas de
& muestra, o si las muestras se han alterado debido al transpoete o
manejo de la muestra, se recomienda un paso de centrifugacion
adicional. Las condiciones de centrifugacidn deben ser suficientes
para diminar kas particdas,

Pora oblener resultados optimos, Inspeccione todas las muestras
para detectar burbujes. Biminar las burbujas con una punta antes
de su andkss. Use una nueva punta para ada muestra para evitar
B contaminacion cruzade.

Procedimiento de medicion

Comprobar los materiales consumibles

Verifique que haya un volumen adecuado de materlales consumibles
antes de reaiizar la proeba.

Consulte of manual de funcionamiento del anaiizador de ensayos.

Cargar o kit

Migoparticudas SHBGCLIA

Mezde el contenido de los paguetes de reactives nuevos (sin
pesforar) invirtiendo suavements o paquete verias veces antes de
cagar en e analizados. Evitar la formadon de espuma en todos
los reactivos, No invierta los paquetes ablertos (perforados). Sies
necesario, agite suavements para meadar horizontalmente despuds
de b primer carga

Lea el codigo de barras en &l paquete de readtivos autométicamente
para obtener los parametros requeridos para la prueba.

Si el cbdigo de barmas no se puede leer en casos excepdonales, se
pueden reconacer manuaimente.

Consulte & manual de fundonamiento del analizador de ensayos.

. Orden de pruebas

Coloque los tubos o vasos de moestra en @ estante de moestra,
20 pL de muestras dilildas para cada prueba. (Las muestias se
diluirén primero con el Dikeyents Universal autornaticamento. 8 pil
de muestras de suero se pre-diliidn automaticamente con el
Analizador de ensayo con 392 L de Diluyente Universal y se
mexzciarén bien),

Cargue ¢ bastidor de mueastra & Ingrese |a informacion de muestra en
|a intesfaz ded software del sstema.

Seectione “ejecutar” pars comenzae |s prueba, & analizador opera
loes pruebas sutomaticamente. Realiza ks siguentes funciones:

El nstiumento realiza las sigulentes fundones:

Mueve b muestra 3 punto de ajuste

Carga un redpiente de reaccdn en & nita del proceso

Asplra y transflere la muestra dilida al recipiente de reacdén
Agrega solucion de microparticdas v conjugado  enzimatico al
reciplente de reacdon

Mezds, incuba y lava la mezda de reaciidn

Agrega sustrato guimicluminiscente

Mide la emision quimicluminiscerte para determinar la cantidad de
SHBG en b muestra

Descarta o recipiente de rescdon usado

Cakula e resultado
Corsulte & manual de operacion ded analizador de ensayos.

4, Calibrar la curva

- X

El analzador puede leer el codigo de bamas en el paquete de
reactivos  automaticamente  para obtenet  los  parametros
necesarios para la prueba.

S| & codgo de barras no e puade leer en asos excepcionales, se
pueden reconocer manuaimente.

Transfiera los calitvadores a bos vasos o tubos de muestra y
caloquelos en o soporte de muestra. Realizar la detecdon de
duplicados en el sitermna.

Cargue ol soporte de muestra v la Informadon de los calibradores
de entrada en b interfaz del software ded sisterma.

Seleccione "ejecutar” para inldar la prueba y generar la curva de
calbracion; se requiere una callbradon cada 28 dias.

Una vez que se acepta y almacena una curva de calibracian, todas
las muestras posteriores pueden analizarse sin mas alibaaddn a
MENOS Gue:

Los controles estan fuers de rango despuds de medidones repetidas

Se utiliza un kit de reactivos y un sustrato quimioluminiscents con un
nuevo codigo de lote,

Mas alla de la facha de vendmiento de una curva de @libracion
Partes importantes del anafizador son reamplozadas o eparadas,
Corsulte & manual de fundonamiento del analizador de ensayos.

Diluir la muestra

Las muestras con un valor SHBG superion a 270 nmol/L pueden dilulrse
manuaimente. La muestra de baga concentracion de SHBG se usa pam
diluir ks muestias. Despuds de b diluddn, mulipligue o resultado po
el factor de diucion.

»  Laconcentracon de b muestra después de b dilucion no debe ser
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inferior a 4 nmol/L.
Resultados de medicion

Los resultados de la prueba de muestta son  detenminados
automiticamente por el software del sistema. La cantidad de SHBG en
las muestras se detesrning a partir de 1a produccidn de e meadida pos
media de los delos de calbeacikin dmacenados. Consulte of manual de
fundonamientn dol analizador de anilisis scbro los dotos aimacenados.

Procedimiento de control

H requisito de control recomendado para est® ensayo es comprar
materiales de control por separado y probarkos junto con las muestras
dentio de la misma ejecuciin, Bl resultado es vilido s bs valores de
control @aen dentro de fos rangos de concentracidn Impresos en las
etiquetas. Cuando un vasor de control esta fuera det rango especificado,
puade indicar un deterdon de los seactivos 0 erores en a técnica. Los
resutados de las prusbas asocladas pueden no ser villdos y puedan
requeris 1na nueva pruehba. La recslibrackin del ensayo puede ser
necesaris. Se recomienda que cada laboratorio establezca su rango
aceptado para garantizar o rendimients adecuado de la prusba

Limitaciones del Procedimiento

1. Este ensayo pretende s una ayuda pera o disgndstico clinico.
Ueve o cabo estn analists funto con ol axamen dinko, ol histocal
madico del padente v los resultados de otras pruebas,

2. Sl bsresulados son inconsistentes con la evidenda clinka, pruebas
adickonales se sugiere confirmar o resultado.

3. H rendimiento de esta praaba no se ha estableddo con muestras
neonatales.

4. Este ensayo fue disefado y validado para sy uso Con Suero o
plasma humano de muestras indviduales de pecientes y donantes.
Las muestras sgrupadas no deben usarse ya que la procison de s
mesultados de su prueba no ha sdo valkdada.

5. Esta prueba mide concentraciones dentro del rango de 0.2-2/0
nmol/L. S se esperan concentradenes de SHBG por endma del
@ngo de medidn, se recomienda diliir las muestias con el
Diluyente Universal, & diuddn maxima es 19 de esta pruoeba, lo

que permita cuantificar las tras hasts aproximad, 2200
nmol/L.
Intervalo de referencia Biologica

Se realzé un estudio de 397 iIndviducs adultos normales de ka poblacion
para determinar los Intervalos de referencia para este ensayo, con 5%
¥ 95% como limke utiizando el método de percentll. Se racomienda que
cada laboratorio establezca s proplo nga normal, que pueda ser 1NkD
para ke poblacidn & ls que sirve, dependiendo de factores geogrifioos,
del paciente, detdicos o ambientales.

Muestra
Intervale de referenda
PR S (nmokfL)
_Homiwes {17-65ahos) = 143 13774804
_Mulres (17-658f0s) 148 2010007
fase postmenopdusica . 106 JERLTLN |
Caracteristicas de rendimiento

L _Precision de medids
Esto enseyo esta disanado para toner una precision dentro del cclo de
<10%, Se analizaron 2 miembeos del panel basados an suero humano
(1 y 2), utiizando 1 lote de reactivos, en réplicas de 10. Los datos de
este estudio se resumen en la siguiente tabla,

Miambro Precisdn dantio de
de Lote n Medin & conida
panel so WV

Micoparticudas SHBG CLIA

1 1 10 41013 210 513
—2 1 10 1667 2 1066 780 2

Exte ensayo esté diseriado pera tenor una prodsion entre commidas de
<15%. Se amalizaron 2 miembros del panel basados en suero b

(1, 2y 3), utlizando 1 kote de reactivos, en réplicas de 10, una vez al dia
durante 3 dias de prueba. Los datos de este estdio se resumen en B
siguiente tabla.

Miembro Predsion entre
de Lote n Media comidas
_panel =
1 1 i0 41.26 2.74 b6.64

— A M 1477 13361007

2. _Sensbiidad Analitica
La senshilidod analtica, definida come la concentracion comespondiente
a las URL promedio de 20 réplicas del calibesdar SO més 2 desviadones
eddndar, es < 0.2 nmol/L.

3. _Espedficdad Aneitica
Reaccion cuzada: este ensayo esta disefdo para tener uma
espedficdad analitice de menos de 0.2 nealfL de reactividad cruzsda
own las sustancias erumeradas a continuacion, a los niveles de
concentraddn enumerados, e e diluyente dd calbrador.

. Valor medido

Sustancta Concentracin ol
AFP 400naimL <02
Cortisol 100ng/mL <02
£ 3.609/mL <02
16 200y/mi. <02
Testosterore  20000ng/ml. <02
Transferrina amgfml. <02
TSH 210001y mL <02

Interferendia: Sin interferenda con 30 g/L de hemoglobing, 0.2 g/L de
blirmubina, 20 p/L de Intralipid.

4. Precision de & Madicidn poc Coneladitn
So realzo un estudio en el que se snalk v muestras utfizando esde
ensayo y una prueba SHBG que ya estaba disponible en el merado. Los
datos fueron analizados y se esumen en b sigukente tabla.

Nimen
Método th do 0" IEBNOCIn Coefidente
carredadon X de
Correlacion
Regresidn
tneal 246 -6.4597 1.0051 0.9743
5, Eecto HOOK

Una muestia enrquecida con SHBG hasta 700 nmol/L da un resultado
més que el ditimo punto de calitvacidn.
Literatura de Referencia

1. Hememond GL (Sep 2011). "Diverse roles for sex hormone-binding
globulin in reproduction”. Biology of Reproduction. 85 (3): 431-41,
2 Hommond GL, Boochinfuso WP (1946). "Sex hormone-hinding

glotxilin: gene crganization and strudue/function anslyses”. Hormone
Research, 45 (3-5): 197-201.

Fuente: Inserto-Autobio-SHBG-1_CLIA.pdf
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Anexo 6: Inserto de Androstenediona

&

DiaMets)

DCMO008-11
Ed. 09/2018

care for quality

para analisis de rutina

Determinacion inmunoenzimatica directa de Ia D4 androstenediona en suero o plasma humano.

& Ver etiqueta externa
USO PREVISTO

Método competitivo inmunoenzimético colorimétrico
para la determinacion cuantitativa de la concentracién
de androstenediona en suero o plasma humano,

El kit Androstenedione ELISA esta destinado al uso
en laboratorio exclusivamente,

1. SIGNIFICADO CLINICO

La androstenediona (o A4-androstenediona) es una
hormona esteroidea, producida en las glandulas
suprarrenales y en las gonadas como producto
intermedio en la via bioquimica de la sintesis de
testosterona, estrona y estradiol Es el precursor
comun de las hormonas sexuales masculinas y
femeninas. La androstenediona secretada en el
plasma puede convertirse en los tejidos periféricos en
testosterona y en estrégenos. La androstenediona
tiene una actividad androgénica relativamente débil,
aproximadamente el 20% de la testosterona, Sin
embargo, los niveles de androstenediona en suero a
menudo exceden los niveles de testosterona tanto en
estado sano como enfermo. Las tasas de produccion
y de secrecion también superan a las de la
testosterona, incluso en mujeres en las que hay una
conversion adicional de la androstenediona a
testosterona, En mujeres premenopausicas, las
glandulas suprarrenales y los ovarios sintetizan
aproximadamente la mitad de la androstenediona
total (aproximadamente 3 mg/dia). En la menopausia,
la sintesis de  androstenediona es de
aproximadamente la mitad, ya que hay una reduccién
de la sintesis por parte de los ovarios, Ademas, |a
androstenediona es el esteroide principal producido
por los ovarios en la postmenopausia, La medicion de
la androstenediona sérica proporciona un indice de la
biosintesis de los andrégenos, Se han detectado
niveles elevados de androstenediona en la
hiperplasia suprarrenal congénita. Los niveles de
androstenediona en suero ademas aumentan en
caso de sindrome de ovario poliquistico y en caso de
hirsutismo en mujeres, Pueden encontrarse niveles
elevados de androstenediona en suero en tumores
suprarrenales y ovaricos,

2. PRINCIPIO DEL METODO

La androstenediona (antigeno) de la muestra compite
con la androstenediona antigénica marcada con
peroxidasa de rabano (HRP, Conjugado) por la union

- )l, K

Vs o6 cuyos iR DKOWS

al anticuerpo anti androstenediona adsorbido en la
microplaca (fase sdlida). Después de la incubacion, la
separacion de las fracciones libre y unida se obtiene
mediante un simple lavado de la fase sdlida. Por
ultimo, al reaccionar con el sustrato (H:02) y el
Substrato TMB (TMB), la enzima HRP presente en la
fraccion unida desarrolla una coloracion azul que se
torna amarilla tras afadir la solucion de interrupcion
(H280:). La intensidad del color desarrollado es
inversamente proporcional a la concentracién de
androstenediona en la muestra. La concentracién de
androstenediona en la muestra se calcula segun una
curva de calibracién.

3. REACTIVOS, MATERIALES E INSTRUMENTACION

3.1. Reactivos y materiales suministrados en el kit
1. Calibradores (6 frascos, 1 mL cada uno)

CALO REF DCE002/0806-0
CAL1 REF DCE002/0807-0
CAL2 REF DCE002/0808-0
CAL3 REF DCE002/0809-0
CAL4 REF DCE002/0810-0
CALS REF DCE002/0811-0

2. Control (1 frasco, 1 mL)
La concentracién del Control se indica en el
certificado de calidad (Certificate of Analysis)

REF DCE045/0803-0
3. Conjugado (1 frasco, 21 mL)
Androstenediona conjugada con peroxidasa de

rabano (HRP) REF DCE002/0802-1

4. Microplaca recubierta (1 microplaca rompible)

microplaca

5. Substrato TMB (1 frasco, 15 mL)

H202-TMB (0,26 g/L) (evitar el contacto con la plel)
REF DCE004-0

6. Solucién de parada (1 frasco, 15mL)

Acido sulfirico 0,15 mol/L. (evitar el contacto con la piel)
REF DCE005-0

7. Solucién de lavado conc, 10X (1 frasco, 50 mL)

Tampén fosfato 0,2 M, pH 7.4 REF DCE054-0
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3.2. Reactivos necesarios no suministrados
en el kit

Agua destilada.

3.3. Material e instrumentacion auxiliares

Dispensadores automaticos.
Lector de microplacas (450 nm, 620-630 nm).

Nota

Conservar fodos los reactivos a 2+8°C, protegidos
de la luz.

Abrir fa bolsa del reactivo 4 (microplaca recubierta)
solo cuando se encuentre a temperatura ambiente y
cerrarfa inmediatamente después de extraer las
tiras que se vayan a utlizar; una vez abierta,
permanece estable hasta la fecha de caducidad del
kit.

ADVERTENCIAS

Este kit de ensayo estd previsto para usarse In
vitro y por personal experto, No es para uso
interno o externo en humanos o animales.

Usar los equipos de proteccion individual previstos
al trabajar con los reactivos suministrados,

Siga las Buenas Practicas de Laboratorio (GLP)
en el manejo de las muestras sanguineas y sus
derivados.

Algunos reactivos contienen pequefas cantidades
de Proclin 300" como conservante, Evite el
contacto con la plel y las mucosas,

El cromégeno TMB contiene un imtante que
puede ser dafiino si se inhala, se inglere o se
absorbe a través de la piel. Para prevenir lesiones,
evitar la inhalacién, la ingestion o el contacto con
la plel y con los ojos.

La Solucién de Parada estd formada por una
solucion de dcido sulfirico diluido. El acido
sulfirico es venenoso y corrosivo, y puede ser
toxico si se Ingiere, Para prevenir posibles
quemaduras quimicas, evitar el contacto con la
piel y con los ojos.

Evite la exposicidn de los reactivos TMB/H;0: a la
luz solar directa, metales u oxidantes. No congelar
la solucién,

Este método permite determinar concentraciones
de androstenediona de 0,1 ng/mL a 10,0 ng/mL.

El suministro de esteroides naturales o sintéticos
puede alterar los niveles hemdticos de
androstenediona,

PRECAUCIONES

Respetar rigurosamente la secuencia de los pasos
indicados en este protocolo. Los resultados aqul
presentados se han obtenido utilizando los
reactivos especificos que figuran en estas
instrucciones de uso.

Todos los reactivos deben conservarse a una
temperatura controlada de 2-8°C en sus
recipientes originales, Todas las excepciones
estan claramente marcadas. Los reactivos son
estables hasta la fecha de caducidad cuando se
almacenan y manipulan de acuerdo con las
instrucciones proporcionadas.

Antes del uso, esperar hasta que todos los
componentes del kit y las muestras se encuentren

a temperatura ambiente (22-28°C) y mezclar
cuidadosamente,

No mezclar componentes de kits de lotes
distintos. Se debe observar la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta de |la caja y de todas las
ampollas. No usar componentes después de la
fecha de caducidad.

Si utiliza un equipo automatico, es responsabilidad
del usuario asegurar que la metodologia aplicada
haya sido debidamente validada.

Un lavado incompleto o impreciso y la aspiracion
insuficiente del liquido de los micropozos ELISA
pueden causar una precision pobre y/o un elevado
fondo. Para mejorar el rendimiento del kit en los
sistemas automatizados, se recomienda aumentar
el nimero de lavados,

Para la reproducibilidad de los resultados, es
importante que el tiempo de reaccién sea igual
para cada pocillo. El tiempo de dispensacion de
los pocillos no debe superar los 10 minutos; si se
prolongara mas alla de los 10 minutos, respétese
el orden de dispensacién. Si utiliza mas de una
placa, se recomienda repetir la curva de
calibracion en cada placa.

Al afadir el Sustrato TMB se Inicia una reacciéon
cinética que termina al agregar la Solucién de
Parada. Tanto el Sustrato TMB como la Solucion
de Parada deben agregarse en la misma
secuencia para evitar diferentes tiempos de
reaccion.

Observar las directrices para la ejecucion del
control de calidad en los laboratorios clinicos al
comprobar controles y/o pool de sueros.

Observar la maxima precisiéon en |a reconstitucién
y dispensacion de los reactivos.

No use muestras con contaminacion microbiana,
altamente lipémicas o hemolizadas.

Los lectores de microplacas leen las DO
verticalmente, por tanto no debe tocarse el fondo
de los pocillos.,

6. PROCEDIMIENTO

6.1. Preparacion de los Calibradores (Cy...Cs)

Antes del uso, dejar al menos 5 minutos en el
agitador giratorio.

Los Calibradores son listo para usar y tienen las
siguientes concentraciones de Androstenediona:

[

Co Ci | C | Ca Cs Cs

‘ngmL | O | 01 | 04 | 12 | 40
Los Calibradores son estables hasta la fecha de
caducidad impresa en la etiqueta. Estables 6 meses
a 2+8°C desde la apertura de los frascos.

| 10,0

La determinacion de androstenediona
realizarse en plasma o suero humano.

Si la prueba no se realiza el mismo dia de la
extraccion, conservar la muestra a
recomienda no congelar y descongelar repetidamente
las muestras.

Diluir las muestras con concentraciones superiores a
10 ng/mL (1:2) con calibrador cero,

El Control esta listo para usar,

6.2. Preparacion de la muestra
puede

-20°C. Se
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6.3. Preparacion de la solucion de lavado

Antes del uso, diluir el contenido de cada ampolla de
“Solucién de lavado conc. 10X" con agua destilada
hasta un volumen de 500 mL. Para preparar
volumenes menores, respetar la relacion de diluciéon
de 1:10. La solucion de lavado diluida se mantiene
estable a 2-8°C durante al menos 30 dias.
En la solucién de lavado concentrada es posible
observar la presencia de cristales. En ese caso,
agitar a temperatura ambiente hasta que los cristales
se disuelvan por completo. Para una mayor precision,
diluir todo el frasco de la solucién de lavado
concentrada a 500 mlL, teniendo cuidado para
transferir también los cristales y, a continuacién,
agitar hasta que se disvelvan por completo.

6.4. Procedimiento

« Esperar hasta que todos los reactivos se
encuentren a temperatura ambiente (22-28°C)
durante al menos 30 minutos. Al final del ensayo
inmediatamente poner todos los reactivos a 2-8°C
para evitar largos periodos a temperatura
ambiente.

« Las tiras de pocillos no utilizados se deben
guardar de inmediato en la bolsa desechable que
contiene desecantes y almacenarse a 2-8°C.

« Para evitar la contaminacion microbiana y/o
quimica no regrese porciones de reactivos no
usados en los viales originales.

« Para aumentar |a precision de los resultados de la
prueba es necesario trabajar en duplicado:
preparar dos pocillos para cada punto de la curva
de calibracién (Co-Cs), dos para cada control, dos
para cada muestra, uno para el blanco.

» Ronftivo Calibrador '::::::?I’ Blanco
- simzabad| P X!
Conjugado 200 pL 200 pL

Incubar 1 ha +37 "C.
Retirar la mezcla de reaccién, Lave los pozos 3 veces |
con 0,3 mL de solucion de lavado diluida,

Nota importante: agite suavemente la placa durante |
5 segundos en cada paso del lavado. Después del
ultimo lavado asegurese haber eliminado |
completamente la solucién de lavado de los pozos, |
invierta la placa y golpéela repetidas veces contra |
una servilleta de papel absorbente.
Lavados automatico: si esta utilizando una lavadora
_automatica, lavar los pocillos al menos 5 veces.

100 pL

Substrato

100 pL ] 100 pL

Incubar 15 minutos a temperatura ambiente |
(22+28°C), protegida de la luz.

|

Solucion de 100 L

i 100 pL ’ 100 pL

Leer la absorbancia (E) a 450 nm frente una segunda
lectura de referencia a 620-630 nm o frente al blanco
dentro de los 5 minutos.

7. CONTROL DE CALIDAD

Cada |aboratorio debe analizar sueros control para
los rangos bajo, medio y alto de androstenediona
para supervisar el rendimiento del analisis. Estas
muestras deben tratarse como desconocidas y los
valores deben determinarse en cada ensayo
realizado. Se deben mantener los graficos de control
de calidad para seqguir el rendimiento de los reactivos
suministrados. Se deben emplear métodos
estadisticos adecuados para determinar las
tendencias. El laboratorio debe establecer los limites
de aceptabilidad del rendimiento del andlisis. Entre
otros parametros que se deben controlar, se incluyen
las intersecciones de 80, 50 y 20% de la curva de
calibracion para evaluar la reproducibilidad. Ademas,
la capacidad de absorcibn maxima debe ser
constante con la experiencia anterior. Una desviacion
significativa del rendimiento establecido puede indicar
un cambio Inadvertidlo en las condiciones
experimentales o la degradacion de los reactivos del
kit. Se deben usar reactivos frescos para determinar
la causa de las variaciones.

8. RESULTADOS

8.1. Absorbancia media
Calcular la absorbancia media (Em) de cada punto de
la curva de calibracion (Co—Cs) y de cada muestra,

8.2. Curva de calibracion
Trazar en el grafico de las absorbancias los valores
calculados de las absorbancias medias (Em) de cada
calibrador (Co—Cs) en funcion de las concentraciones,
Trazar la curva de ajuste optimo para los puntos
estandar (p. ej.: Logistica de cuatro parametros).

8.3 Calculo de los resultados
Interpolar del gréfico los valores de absorbancia
relativos a cada muestra y |eer la concentracion
correspondiente en ng/mL.

9. VALORES DE REFERENCIA

Las concentraciones séricas o plasmaticas de
androstenediona se incluyen en los siguientes
intervalos:

I ng/mL
fase folicular 075-31
MUJERES  f.5e litea 0,94-32
HOMBRES 0,60 -2,7

Es importante sefialar que la determinacion de un
rango de valores esperados en un método dado para
una poblacion "normal” depende de muchos factores,
tales como la especificidad y sensibilidad del método
en uso, y la poblacién en estudio, Por lo tanto, cada
laboratorio debe considerar el intervalo especificado
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por el fabricante como una guia general y producir su
propio rango de valores calculados en base al
estadistico obtenido por el laboratorio, donde reside
la poblacién local,

10. PARAMETROS CARACTERISTICOS

10.1. Precision

10.1.1. Intraensayo
La varabilidad dentro del mismo kit se ha
determinado replicando (20x) la medicion de tres
sueros de control distintos. La variabilidad
Intraensayo es 5 10,0%.

10.1.2. Interensayo
La variabllidad entre distintos kits se ha determinado
replicando (10x) la medicién de tres sueros de control
distintos con kits pertenecientes a lotes distintos. La
variabilidad interensayo es s 9,5%.

10.2. Exactitud
La prueba de recuperacién realizada en una muestra
enriquecida con 04 - 08 -~ 16 ~ 3.2 ng/mL de
androstenediona ha dado un valor medio (£DE) de
100,91% £ 5,61%.
La prueba de dilucién conducta en tres muestras
diluidas 2 - 4 - 8 - 16 veces did una media (+ DE) de
107,18% % 3,03%

10.3. Especificidad
El anticuerpo empleado presenta las sigulentes
reacciones cruzadas, calculadas al 50% segun
Abraham:

___Androstenediona | 100 %
5 a-dihydrotestosterona | 0,05 %
DHEA | 005%
Epitestosterona | 0,04 %
DHEA-S 0,027 %
_ Cortisol 0,008 %
Progesterona | 0,007 %
Estrona | 0,007 %
Testosterona | <0,001 %
178-Estradiol | <0,001 %
Estriol | <0,001%
Aldosterona | <0,001 %

10.4 Sensibilidad

La concentracion minima de androstenediona que
puede distinguirse del Calibrador 0 es de 0,01 ng/mL
con un limite de confianza del 85%.

10.5 Correlacion
El kit Androstenedione ELISA (DiaMetra) se ha
comparado con un método quimiocluminiscente
disponible en el mercado. Se han comprobado 60
muestras de suero,
La curva de regresion es:
Y=092'X-0,02
r=0084

11. DISPOSICIONES PARA LA ELIMINACION
Los reactivos deben eliminarse de acuerdo con las
leyes locales.
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Anexo 7: Inserto de Deshidroepiandrosterona sulfato (DHEAS)
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Anexo 8. Inserto de la Hormona foliculo estimulante FSH

M GRUPO
—IVIEXLAB .

o E—— —~ el
D00 EN PRUEBAS PARA SU LABORATORIO

FSH ELISA

Reactive para la determinacion de la hormona foliculo
estimulante (FSH)

INTENCION DE USO

Inmunoensayo para la deteccidn cusnilaliva de la concentracion para
la determmnacion de B hormona folicudo estimulante FSH en suero
humano.

RESUMEN Y APLICACION

FSH es una ghcoprateina secretada por las células basofilicas de la
pituitana antenor. Como ofras glicoproteinas tal como LH, TSH y HCG,
la FSH consiste en sub-unidades desgnadas alfa y bela Las homonas
do este lipo llenen uns sub-unidad bela que son muy simiares
estncluraimente, por o que  1as  progeedades  bicldgicas e
Inmuncidgicas van a depender de la dnica subunidad beta

Los niveles do FSH se elevan antes de la menopausia, castiacon y en
las fallas ovancas prematuras Los mveles de FSH pueden
nomalizarse a traves de la administracion de estrégeno que demuestra
un Mecanismo nverso

Existen relaciones “anormales” entre FSH y LH, y entre FSH y
estrégeno se ha asocado la anorexia nerviosa la enfermedad ovanca
poliquistica A pesar de que pueden darse excepdones signfficalivas,
se dan fallas ovéncas cuando hay concentraciones alkeatonas de FSH
excediendo 40 mil/mi

Por razones no entendidas plonamento, hombires oligoespérmicos y
azoospémicos usuaimente tienen niveles elevados de FSH En caso
de tumores se depnme la presencia de FSH. Altos niveles de FSH en
hombres ancontrarse en fallas testculares primanas o en el
Sindrome de Kinefelter Concentraciones elevadas pueden también
presentarse en fallas renales, hipertirordismo y cirosis hepatica

DESCRIPCION

FSH ELISA es un métedo de ensayo en fase soida sandwich direcio,
las muestras dieidas con el conjugado anti-FSH-HRP se afaden a los
pocilios recutwertos con anticuerpo monockonal de FSH subunidad beta
FSH en & suero del paciente se une al antcuerpo monocional anb-
FSH, un segundo anticuerpo tambén y ant-FSH se une a la FSH
Proteinas no unidas con &l coryugado HRP son lavados por la solucion
de lavado Tras la adicion del sustrato, la intensidad del color es
proporcional a la concentracion de FSH en las muestras

MATERIALES PROVISTOS 96 prusbas

1 Placa ce 96 pozs 1

2  Reactwo de enzima conjugada 12mi

3. Sealbmdores 0,5, 10, 25, 50, 100 mikmi hofizado 0.5mil

4 Reactwo sclucion TMB 12mi

5. Solucion de Frenado (20 HCI) 12mi

6. Solucidn buffer concentrado 20X 25mi

7. Instructvo de uso 1

MATERIALES REQUERIDOS, PERO NO PROVISTOS

Agua destilada o desionzada

Pipetas de precision

Puntas de pipetas desechables

Lector Microslisas con lente a 450nm de longitud de onda con una
banda de ampiitud de 10nm o menor y un rango de densidad
optica de 0-2 0D o mayar

Papel absorbents o loalla de papel

Papel cuadnculado

W=

owx

ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

1. Almacene ¢l ki a una temperatura de entre 2°C - 8°C

2. Mantonga las tiras de los pocilos selladas on la boka de aluminio

3.  Todos Ios compuestos son estables hasta su fecha de expiracon
sempre y cuando (as condicones de almacenaje sean
estnctamente levadas a cabo como aqgul se indca

4. No sxponga los reactivos al calor, luz solar o intensa luz eléctrica

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

1 Polencial de ks malenales de nesgo biologico. Los caktradores
contienen componentes de origen humano, que se han sido
probados y encontrados no reactivos pama & antigeno de
superficie de hepatitis B y anticuerpos contra el VIH Aprobado por
la FDA. Sin embargo, no hay método de prueba gque puede
ofrecer completa segundad de que &l virus VIH, Hepatitis B u otros
agentes mfecciosos estén presentes. Estos mwactivos deben ser
mangados sagin el Nivel de Biosegurkdad 2, como se
recomienda en los Centros para el Control de Enfermedades |
Institutos Nacionales de Salud manuales “Bloseguridad en
laboratorios microblolégecos y biomédicos” 1984,

2. HNo pipetee con la boca. No fume, coma, o beba en & area donde
maneye este equipo.

3. Los componentes en este aquipo son para uso como una unsdad
integral.  Los componentes de diferentes loles no se deben
mezdar

4. Pam oblener oplimos resullados, debe apegarse estinclamente ol
profocolo. Ppeteado exacto y preciso, asi como despuds do la
hora exacta y fequenmienios de lempematura prescrilos  son
esenciales Cusiquior desviacidn de esle puedon dar dalos no
valdos.

RECOLECCION DE LA MUESTRA
Recolecte sangre por venopuncion y separe el suero de
inmediato.

2 Encasode no llevar a cabo & examen immediatamente, refrgere
la muestra a una temperatura de entre 2°C a 8°C) por dnco dias
En caso de exceder dicho plazo, congele a -20° C hasta un mes

3 Evite miltiples descongelamientos de ia muestra

4 Previo al ensayo, la muesta debers ser debldamente
descongelada y mezciada

PREPARACION DEL REACTIVO

1. Todos los reactivos deborn ser traidos a la temperatura ambiente
(18°-25°C) antes de su uso.

2. Preparar sclucion de lavado a 1x adicionando 475ml de agua
destilada o desionizada al frasco de (25ml a 20x)

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

Prewio a ensayo, que todos los reactvos akcancen la
temperatira ambiente (18°-26°C). Mezdle suavemente los reactivos
antes de suuso.

1. Corte of nimero de pozos a utize Cierre y selle o resto de los
micropocilos no utilizados y refrigérelos a 2-8 °C.

Agregue 50 pl de estandares, especimenes y controles en los
POZOS apropiados

Agregue 100 ul de reactivo de enzima conjugada

Cubra e incube a temperatura ambiente par 60 minutos (18-26°C)
Enjuague y ave 1os pocibos tres veces con 300 pi de solucidn de
lavado de 1X. Golpee la piaca de los micropoalios sobre el papel
absorbente para remover las gotas de agua residusies

Agregue 100 il de sustrato TVB

Incube a termperatura ambiente por 15 minutos

Frane la reaccidn agregando 50 pl de solucion de franado a cada
pozo Mezclke bgeramente por 30 segundos

Lea la densidad optica a 450 nm con un lector de placa en un
plazo de 15 mnutos despuas de haber agregado la soluadn de
frenado

thaw N

© =NOo

76



CALCULO DE RESULTADOS

1 Calade los valores de absorbancia media (A450) para cada juego
de estindares de referencia, control y muestras del paciente.

2. Elabore una curva estandar al razar 8 absorbancea meda
oblenida para cada estdndar de referencia comparnsda con su
concentracon en ILVml sotwe el papel cuadricula, con los valores
do absorbancia sobre ol aje vertical (Y) y las concentraciones
sobre el aje horzontal (X)

3. UWilice el valor de absorbancia media para cada muestra para
daterminar la concentracion correspondients de FSH en mill/m|
desde la curva estandar

Ejemplo de curva Standard
Conc
miviml, | 0040 rm |
St 0 006
Swd2 5 020
Std3 032
_— - i
Std5 50 3
Swi6 100 246
3 .
81 g
o -
0 50 100 150
concentracdon

VALORES ESPERADOS Y SENSIBILIDAD

Se recomienda que cada laboratono establezca Sus PIOPIoS r&Ngos
mnormales sobre |a base de una muesta representativa de la pobicion
local Los siguientes valores de hCG pueden usar rangos uthizados
s0l0 como gula:

| Clasificacion Rango Normal(miWmi) |
ﬁmuas 2015
Fase Litea Folicuar 2.0-10
2020
barazo Meanor que 2 0
Postmanopausin Mayor que 15

UMTACIOIES DE LA PRUEBA
Los resultados obtenidos mediante la ulilizacion de este kit siven
solo como ayuda en ol diagnost y deben ser interprotados on
redacicn 8 @ hstore clinica del paciente, sintomas y otros
procedimientos de diagnostico

2 No utlice acido de sodio como preservante ya que inhibe ia
actividad de la enzima HRP

PERFORMANCE
1. Correlacion con un kit ELISA de referencia:

Un total de 89 muestras de suero fueron analzadas utizando o
presente kit ELISA y otro kit de refecencia. Fueron oablénidos los

siguanios resullndos
Irtercepcon I
037

| Comeiscon | Perdente |
| 097 I 095 [

2. Precision:

Intra Ensayo
S Ho da Media Dasvio Coeficenie de
Ripicas mitdi Estandsr Vie
1 18 26 08 63
2 16 218 1.22 56
3 16 196 33 6.7
Inter Ensayo
Simdo HNo do Madia Dawna Coaficinto da
Ripicas mildmd Estands Variacidn (%)
16 92 0.63 6.8
2 111 209 1.3 64
3 16 50 5 312 82

EL PUNTO DE LAVADO DE MICROPOZOS ES CRITICO YA QUE UN
POBRE LAVADO DARA COMO RESULTADO IMPRECISION O
LECTURA ELEVADA FALSA DE LA PRUEBA

3. Sensibilidad:
La sonsibdidod de osta proeba fue ol colcular e media mas dos desvios

estandar del punto de estdndar cero, veinte veces en la misma prueba.
Suero ?lo de Meds Desvio Meda + 250
Répicas mitkml Esnndar (Senstildnd)
Zeto Standard 20 0102 0.122 0.353
4. Rec

Cantidadas commladas de FSH fueron agregadas al suero con una
baya concentracion de FSH

Valor Esparadomilini) Recupsro (miLim Porcortaie do
i 5 110
89 7 98
5. Linealidad:
Valor Ongnal
Suero praiphoc Porcertse de Recupeio
7 A T8
1 a7 112 715 %
2 20 o5 a3 103
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Anexo 11. Articulos seleccionados segun el algoritmo.

N° Autor

ARo

Base de datos

Titulo en ingles

Titulo en espariol

1 = Forga Llenast

Hernandez et

al*

3 Naranjoetal®

4 | Juszcza et al k®t

Khattak’®

Franik et al”

2021

2020

2015

2022

2021

2018

Pubmed

Elsevier

Pubmed

Scielo

Google académico

Lilacs

Hirsutism. Diagnostic and therapeutic

approach.
Hirsutism and hyperandrogenic states

Clinical evaluation of terminal body hair
and prevalence of hirsutism in university
students in
Biohealth

the city of Manizales.

Sindrome de Cushing. University Hospital
Birminngha NHS Fundation Trust. EEUU

Comparison of free androgen index in
polycys tic ovary syndrome and non-
polycystic infertile
patients. J Ayub Med Coll Abbottabad

Hormonal and metabolic aspects of acne

ovary syndrome

vulgaris in women with polycystic ovary

syndrome. Eur Rev Med Pharmacol Sci

Hirsutismo. Enfoque  diagnbstico y

terapéutico.
Hirsutismo y estados hiperandrogénicos.

Evaluacion clinica de vello corporal terminal y
prevalencia de hirsutismo en estudiantes
universitarias de la ciudad de Manizales.
Biosalud

Sindrome de Cushing. Fideicomiso de la
Fundacion NHS del Hospital Universitario
Birminngha. Estados Unidos

Comparacion del indice de andrégenos libres
en pacientes infértiles con sindrome de ovario
poliquistico y sindrome de ovario no
poliquistico. J Ayub Med Coll Abbottabad
Aspectos hormonales y metabdlicos del acné
vulgar en mujeres con sindrome de ovario

poliquistico. Eur Rev Med Pharmacol Sci
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Vazquez™
7 2016 Pubmed
8  Lemos et al®’ 2021 Pubmed
Hernandez et )
2016 Scielo
a|76
Jarro®®
10 2022 Pubmed
11 Arley® 2022 Scielo
Badawy et al’®
Wy Pubmed

Clinical, hormonal and ultrasound
correspondence in the diagnosis of
polycystic ovary syndrome. Cuban
Journal of Endocrinology
Dehydroepiandrosterone sulfate levels.
Endocrinology / Metabolism
Endocrinology  Cortisol: ~ laboratory
measurements and clinical application
Cortisol.Medicine & Laboratory.

Current trends in congenital adrenal
hyperplasia, a review of the literature.
Journal of America Health. Guayaquil.
Ecuador.

Polycystic ovary syndrome. University of
Ibero-America, San José, Costa Rica
Sinergia Medical Magazine.
Androstenedione (a Natural Steroid and a
Drug Supplement): A Comprehensive
Review of Its Consumption, Metabolism,
Health Effects, and Toxicity with Sex

Differences. Molecules.

Correspondencia clinica, hormonal y ecografia
en el diagnostico del sindrome de ovarios
poliquisticos. Revista Cubana de
Endocrinologia

Niveles de sulfato de dehidroepiandrosterona.
Endocrinologia / Metabolismo.
Endocrinologia Cortisol: mediciones de
laboratorio y aplicacion clinica Cortisol.

Medicina & Laboratorio.

Tendencias actuales de la hiperplasia adrenal
congénita, una revision de la literatura. Jounal

of America Health. Guayaquil. Ecuador.

Sindrome de ovario poliquistico. Universidad
de Iberoamérica, San José, Costa Rica Revista
Médica Sinergia.

Androstenediona (un esteroide natural y un
suplemento farmacoldgico): una revision
completa de su consumo, metabolismo, efectos
sobre la salud y toxicidad con diferencias de

sexo. Moléculas.
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14

15

16

17

18

19

20

Castellano et
a|62
Campostrini et
a|63
Granda et al®

Pinheiro et al®®

Seen®®

Lawrenz et al®®

Kawakita®®

Echeverria’™

2022

2023

2021

2021

2021

2021

2023

2019

Elsevier

Lilacs

Scielo

Elsevier

Pubmed

Lilacs

Google académico

Elsevier

Testosterone in menopausal cogender

women. Bioscience. Artigo Magazine
Testosterone use in women. RSAEGRE

Anovulation. Causes and health

treatments

Importance of 170H-progesterone dose in
SOP.

Androstenedione. Spanish Society of
Endocrinology and Nutrition magazine.
Step-Down of FSH- Dosage During
Ovarian Stimulation - Basic Lessons to Be
Learnt From a Random zed Controlled
Trial. Frontiers in endocrinology.
Associations of LH and FSH with
reproductive hormones depending on each
stage of the menopausal transition. BMC -
2 women's health.

Pathophysiology and pathophysiology of

HL. Spanish Journal of Medical Sciences.

Testosterona en mujeres cogenero

menopausicas. Bioscience. Revista Artigo
Uso de testosterona en mujeres. RSAEGRE

Anovulacion. Causas y tratamientos salud

Importancia de la dosis de 170OH-progesterona
en el SOP.

Androstenediona. Sociedad espafiola de la
revista Endocrinologia y Nutricion.
Reduccion de la dosis de FSH durante la
estimulacion ovarica: lecciones basicas que se
deben aprender de un ensayo controlado
aleatorio. Fronteras en endocrinologia.
Asociaciones de LH y FSH con hormonas
reproductivas dependiendo de cada etapa de la
transicion menopausica. BMC - 2 salud de la
mujer.

Fisiopatologia y fisiopatologia de la LH.

Revista Espafiola de Ciencias Médicas.
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21

22 | Aguillon et al”

23

Cortés et al’*

Fitzgerald®!

2018

2019

2021

Google académico

Elsevier

Pubmed

Stress and cortisol: implications. Cuban
Journal of Biomedical Research.
Estradiol levels in children and young
people. Biosalud Magazine. Colombian
Estradiol levels in children and young
people. Biosalud Magazine. Colombian
Hirsutism and  virilization.  Large

Medicine Magazine

Estrés y cortisol: implicaciones. Revista
Cubana de Cuba de Investigaciones

Biomédicas.

Niveles de estradiol en nifios y jovenes.
Revista Biosalud. Colombiana
Hirsutismo y virilizacion. Revista Medicina

Large
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