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RESUMEN

El hipopituitarismo es una patologia compleja caracterizada por la disminucioén
progresiva de una o varias hormonas hipofisiarias, cuya sintomatologia inespecifica suele
retrasar el diagnodstico oportuno. En este contexto, el objetivo de la investigacion fue
argumentar sobre los métodos de laboratorio en la cuantificacion de perfiles hormonales para
el diagnostico de hipopituitarismo; mediante una revision comparativa de estudios basados
en inmunoensayos, con el propdsito de fortalecer la comprension diagnostica y terapéutica
en endocrinologia. En cuanto a la metodologia, es una investigacion de tipo descriptiva,
documental, retrospectiva y de corte transversal. La poblacion estuvo constituida por 78
articulos, sin embargo, se trabajé con una muestra de 30 que cumplieron con los criterios de
inclusion y exclusion. Los resultados demuestran que las metodologias basadas en la emision
de luz presentan un desempefio analitico superior frente a las técnicas manuales. El método
ECLIA se identific6 como la técnica con mejor correlacion, robustez analitica y
concordancia con los métodos de referencia; debido a los fundamentos de su fase sélida que
minimizan el ruido 6ptico de fondo, lo que permite superar las limitaciones historicas del
RIA y ELISA manual, los cuales exhiben rangos dindmicos estrechos y vulnerabilidad en
los limites de deteccion. En cambio, CLIA destaca por su alta reproducibilidad y eficiencia
para la gestion masiva de perfiles hormonales. No obstante, la automatizacion a gran escala
introduce desafios como sesgos interplataforma, el efecto prozona e interferencias por
factores extra-analiticos, concluyéndose que se requiere un control de calidad estricto y
modelos multivariantes para garantizar la seguridad diagndstica.

Palabras clave: Hipopituitarismo, andlisis clinico, inmunoensayo, hormonas de la
adenohipdfisis, endocrino.



ABSTRACT

Hypopituitarism is a complex disorder characterized by the progressive reduction
of one or more pituitary hormones, and its nonspecific symptoms often delay timely
diagnosis. In this context, the objective of this research was to discuss laboratory methods
used to quantify hormonal profiles for the diagnosis of hypopituitarism through a
comparative review of immunoassay-based studies, with the aim of enhancing diagnostic
and therapeutic understanding in endocrinology. Methodologically, this was a descriptive,
documentary, retrospective, and cross-sectional study. The population consisted of 78
articles; however, a sample of 30 articles that met the inclusion and exclusion criteria was
selected. The results demonstrate that light-emission-based methodologies exhibit superior
analytical performance compared with manual techniques. ECLIA was identified as the
technique with the strongest correlation, analytical robustness, and agreement with
reference methods. This performance is associated with the principles underlying its solid
phase, which minimize optical background noise and allow the method to overcome the
historical limitations of RIA and manual ELISA, including narrow dynamic ranges and
vulnerability near the limits of detection. In contrast, CLIA stands out for its high
reproducibility and efficiency in the large-scale processing of hormonal profiles.
Nevertheless, large-scale automation introduces challenges such as inter-platform bias, the
prozone effect, and interference from extra-analytical factors. It is therefore concluded that
strict quality control and multivariate models are required to ensure diagnostic safety.

Keywords: Hypopituitarism, clinical analysis, immunoassay, anterior pituitary hormones,
endocrine.

Reviewed by:
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INTRODUCCION

El equilibrio hormonal del organismo humano depende de la interaccion precisa del
eje hipotalamo-hipdfisis con sus glandulas diana. La hipoéfisis regula funciones esenciales
como el crecimiento, la reproduccion, el metabolismo y la respuesta al estrés. Cuando su
actividad se ve comprometida, como en el hipopituitarismo, se produce una disminucién
progresiva de las hormonas total o parcial. Este descenso suele manifestarse con sintomas
inespecificos, lo que dificulta su reconocimiento clinico y retrasa el diagndstico'.

Historicamente, el andlisis hormonal ha experimentado una transicion tecnoldgica
significativa, evolucionando desde los fundamentos del radioinmunoensayo hasta la
sofisticacion de los sistemas de quimioluminiscencia automatizados. No obstante, el avance
técnico no ha logrado erradicar desafios criticos como la falta de conmutabilidad en los
materiales de referencia y la marcada variabilidad entre técnicas analiticas. A nivel global,
el hipopituitarismo presenta una prevalencia de 45 casos y una incidencia de 4 nuevos
diagnosticos por cada 100 000 habitantes anualmente, destacando que casi la mitad de los
afectados padece deficiencias en multiples ejes hormonales'.

Segun Ebrahimi F, et al?, los datos epidemiologicos sobre el hipopituitarismo son
limitados, debido a que es una enfermedad poco frecuente, la prevalencia estadounidense en
adultos se estimo entre 0.2 por 100 000. Entre 268 individuos adultos con deficiencia de la
Hormona del Crecimiento confirmada y 54 310 en riesgo, la edad media fue de 50 afios y la
mayoria eran mujeres. Por otra parte, se ha mencionado una incidencia de HP de entre 4 y
5/100 000 personas/afio, con una distribucion similar en mujeres y hombres?. Su prevalencia
ha mostrado un incremento, atribuible principalmente a las secuelas de traumatismo
craneoencefalico y al mayor uso de herramientas diagnosticas, como la evaluacion hormonal
y las técnicas de imagen®.

En cuanto a Latinoamérica, segtin Guerrero F, et al*, para México, no hay registros
nacionales sino una revision sistematica publicada, que incluye investigaciones con un total
de 5 614 pacientes, reportando una proporcion de HP del 49.1% pero sujetos a cambios
debido al tipo de tumor. Las prevalencias varian de acuerdo con la enfermedad, de esta
manera, los valores mas altos, se observan en germinomas que constituyen el 67.3 %,
seguido por las metdstasis hipofisarias con un 61.4%, mientras que cifras intermedias de
49.1%, pertenecen a craneofaringiomas, finalmente los valores mas bajos se muestran en
meningiomas con 11.5%".

La edad media en el momento del diagnostico es de aproximadamente 47 afos
mientras que numerosos estudios han comparado el desempefio de métodos como ELISA y
CLIA para el andlisis del perfil hormonal. Los resultados coinciden en que las técnicas
basadas en quimioluminiscencia tienden a ofrecer mayor sensibilidad y precision,
especialmente para hormonas como la TSH, no obstante, también se han identificado
limitaciones, entre ellas interferencias analiticas, falta de estandarizacion y variaciones en
los anticuerpos que emplea cada fabricante’.
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Por otra parte, aunque la evidencia en la region es atin limitada, segin Baca MY, se
estima que en Brasil existen aproximadamente 100 000 pacientes con hipopituitarismo, con
cerca de 8 500 nuevos casos anuales. En Chile, se ha estudiado el hipopituitarismo
secundario a traumatismo craneoencefalico, abordando tanto su diagndstico como su manejo
terapéutico. En cuanto a los métodos de diagnostico, la disponibilidad y estandarizacion de
los inmunoensayos varia entre paises y centros de salud. Los informes regionales sefialan la
necesidad de fortalecer las capacidades diagndsticas, ya que la heterogeneidad en equipos,
reactivos y procedimientos limita la comparabilidad de los resultados®.

Respecto a Ecuador segin Barahona W, et al’, no existen registros nacionales de
incidencia/prevalencia de hipopituitarismo a gran escala publicados en revistas indexadas,
sin embargo, si hay estudios universitarios de serie descriptiva donde se analizaron 250 casos
de adenomas hipofisarios’. La mayor parte de estudios sobre trastornos hipofisarios se ha
enfocado en adenomas funcionales, como las prolactinomas, alli se han descrito diagndsticos
tardios y limitaciones en el acceso a pruebas hormonales estandarizadas. En provincias como
Chimborazo, estas dificultades se intensifican por la limitada oferta de pruebas avanzadas y
la variabilidad entre laboratorios®.

La cuantificacion de perfiles hormonales para el diagnostico de hipopituitarismo
continua presentando dificultades derivadas de la variabilidad entre los métodos de
inmunoensayo, como ELISA, CLIA, ECLIA y RIA por diferencias en sus principios
analiticos, sensibilidad y calibradores, lo que puede generar discrepancias en los resultados
hormonales, dificultando la comparabilidad interlaboratorial y la correcta interpretacion
clinica de los valores obtenidos’.

Aunque la OMS promueve estandares internacionales como el Cuarto Estdndar de
TSH para mejorar la trazabilidad, su implementacion sigue siendo limitada en la region, y
en Ecuador persiste una aplicacion incompleta del Acuerdo Ministerial N.° 2 393, que exige
validacion de procedimientos y controles de calidad. Esta situacion puede ocasionar errores
diagnosticos, limitaciones asociadas a la variabilidad entre los métodos de inmunoensayo,
retraso en el tratamiento y afectacion clinica significativa en los pacientes con sospecha de
hipopituitarismo’.

La problematica planteada conduce a la siguiente interrogante de investigacion: ;de
qué manera la variabilidad analitica entre los métodos de inmunoensayo ELISA, CLIA y
ECLIA inciden en la precision y confiabilidad de la cuantificacion de perfiles hormonales
para el diagnostico del hipopituitarismo en el ambito de los laboratorios clinicos?

En este contexto, el presente proyecto adquiere relevancia cientifica, clinica y
académica al proponer la comparacién sistemdtica de los métodos de inmunoensayo
mencionados frente al método de referencia establecido, reconocido gold estandar. La
investigacion esta dirigida a profesionales de laboratorio clinico, médicos endocrindlogos,
personal en formacion y estudiantes del area de la salud, quienes requieren herramientas
analiticas confiables para la adecuada interpretacion de resultados hormonales.
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Su importancia radica en que una cuantificaciéon precisa de estos perfiles es
determinante para el diagnostico oportuno del hipopituitarismo, evitando errores
diagnosticos y optimizando la conducta terapéutica. En consecuencia, los hallazgos
permitiran generar evidencia técnica que contribuya a la optimizacion en la seleccion de
metodologias analiticas, al fortalecimiento de la confiabilidad diagnoéstica y al respaldo de
una toma de decisiones clinicas mas precisas.
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OBJETIVOS

La presente investigacion tiene como principal objetivo: Argumentar sobre los
métodos de laboratorio en la cuantificacion de perfiles hormonales para el diagnostico de
hipopituitarismo, mediante la revisidon comparativa de estudios basados en inmunoensayos,
con el proposito de fortalecer la comprension diagnostica y terapéutica en endocrinologia.
Para alcanzar este proposito, se definieron los siguientes objetivos:

— Contrastar los fundamentos técnicos de los inmunoensayos ELISA,
quimioluminiscencia (CLIA) y electroquimioluminiscencia (ECLIA) a través de una
revision bibliografica sistematizada, con el fin de determinar sus ventajas y
limitaciones operativas.

— Inferir la aplicabilidad de los métodos de inmunoensayo para la medicién de
hormonas hipofisiarias mediante el analisis comparativo en revisiones bibliograficas,
con el fin de determinar su idoneidad para el uso rutinario en la deteccion de niveles
asociados al hipopituitarismo.

— Comparar la sensibilidad y especificidad de los métodos de inmunoensayo mediante
la revision de resultados reportados en estudios endocrinolégicos, distinguiendo cual
técnica presenta la mejor correlacion con el método gold estandar.

13



MARCO REFERENCIAL
Hipofisis

Se ubica en la fosa hipofisiaria, en la depresion 6sea del hueso esfenoides
denominada silla turca, rodea las caras inferior, anterior y posterior de la glandula. Posee
forma ovalada y peso 500 mg, mide aproximadamente 12 mm transversalmente y 8 mm de
diametro anteroposterior. El diafragma de la silla turca, los senos esfenoidales inferiores y
los senos cavernosos laterales se localizan de forma superior a la hipofisis, ademas un
pliegue de duramadre cubre la misma y tiene una abertura que permite el paso del
infundibulo, lo que permite su conexién con el hipotalamo!®.

Se divide principalmente en dos lobulos con distintas funciones y origenes
embrionarios, primero, la adenohipodfisis se situa en la porcion distal del infundibulo, su
conexion con el hipotdlamo en su mayoria es vascular mediante el sistema porta hipofisario,
en este lugar se forman varias hormonas que ejecutan su accion directa sobre el tejido diana
como lo son: la hormona estimulante de la tiroides (TSH), la hormona adrenocorticotropica
(ACTH), la gonadotropina, la hormona del crecimiento (GH) y la prolactina (PRL)!"!2,

Por su parte, la neurohipodfisis se localiza en la base del cerebro, esta formada por
terminaciones nerviosas de las células que residen en el hipotdlamo, anatomicamente se
divide en dos regiones: la pars nervosa y el tallo infundibular, su funcién principal es liberar
los distintos productos sintetizados a nivel del hipotdlamo, especialmente la hormona
antidiurética y oxitocina, ya que previene la diuresis'? (Anexo 1).

Hipopituitarismo (HP)

Es una enfermedad caracterizada por la disminucion total o parcial en la secrecion de
una o varias hormonas de la hipofisis; su origen puede atribuirse a alteraciones propias de la
glandula pituitaria y trastornos del hipotdlamo. Respecto a sus sintomas suelen ser cronicos
e inespecificos; no obstante, el HP suele presentarse de manera aguda y aumentar el riesgo
de morbilidad y mortalidad cardiovascular sobre todo entre mujeres e individuos
diagnosticados a una edad temprana, aunque esto ocurre en casos muy raros'>.

La valoracion de la funcion hormonal en pacientes con sospecha de HP abarca todas
las hormonas hipofisarias anteriores y sus hormonas periféricas como ACTH, cortisol, TSH
y T4 libre, FSH, LH, testosterona en hombres y estradiol en mujeres, PRL, GH, en la mayoria
de los casos, estas determinaciones basales suelen ser suficientes para valorar los ejes
tiroideos, gonadal y lactotropico, sin embargo, para una valoracion mas exhaustiva de los
ejes corticotropico y somatotropico se realizan pruebas dindmicas de estimulacion de la
reserva hipofisaria'® (Anexo 2).
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Etiologia

El hipopituitarismo puede tener dos origenes principales: una enfermedad directa de
la hip6fisis o una patologia del hipotdlamo, que afecta la produccion de hormonas tropicas
que actuan sobre esta. Es asi como, puede asociarse con tumores como meningiomas
supraselares, gliomas y craneofaringiomas, asimismo diversas lesiones iatrogénicas durante
cirugias, traumatismos craneoencefalicos, o irradiacion craneal, constituyen una causa
importante .

De igual manera, el sindrome de la silla turca vacia es un trastorno que se caracteriza
por el agrandamiento o la malformacion de dicha silla, esto genera una hernia de la
aracnoides hacia la fosa pituitaria, por consiguiente este desplazamiento empuja la hipofisis
hacia el suelo de la fosa, dando como resultado una hip6fisis menor o ausente, por otro lado,
la hipofisectomia puede dafiar o remover tejido hipofisario, resultando en la falta de
hormonas necesarias para el cuerpo ya que este es un procedimiento quirirgico que consiste
en la extirpacion parcial o total de la hipofisis'*.

Déficits aislados y combinados

Los déficits aislados son hallazgos habituales donde el elemento principal se
caracteriza por una anomalia en la secrecion de una sola hormona, mientras que las demas
pueden mantenerse conservadas, esto provoca un cuadro clinico de dificil interpretacion
debido a los sintomas vagos y signos poco claros que dificulta el diagnostico. Por otra parte,
la deficiencia combinada es la pérdida de la secrecion de mas de dos hormonas pituitarias,
produciendo un compromiso estructural extenso de la glandula hipéfisis, este presenta un
cuadro sintomatico mucho mas claro, entre las principales causas se reportan, tumores
hipofisiarios, enfermedades infiltrativas, irradiacion, traumatismos craneoencefalicos y dafio
vascular'®.

Perfil hormonal del hipopituitarismo
3.1.1 Hormona de crecimiento (GH)

Es generada por la glandula pituitaria anterior en células somatotrdficas acidofilas,
su liberacion esta regulada principalmente por distintos mecanismos de retroalimentacion en
respuesta a factores como el suefio, ejercicio y estrés. Opera mediante dos vias: una directa,
al unirse a células diana, y otra indirecta a través del factor de crecimiento similar a la
insulina tipo 1 (IGF-1)'®!7.

Su funcién principal es estimular el crecimiento de la mayoria de los 6rganos y
tejidos, principalmente el cartilago y el hueso durante la adolescencia a través de la
proliferacion de condrocitos y osteoblastos mediante la activacion de vias celulares. Su
deficiencia estd asociada principalmente a la poblacion infantil, y es causada por
traumatismo craneoencefalico, irradiaciéon craneal y tumores hipotdlamo-hipofisarios
benignos o malignos'®!” (Anexo 3).
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3.1.2 Hormona luteinizante (LH)

Es una glicoproteina que se secreta junto con la hormona foliculoestimulante
mediante las células gonadotropas de la hipofisis anterior, su liberacion es estimulada por la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) y regulada negativamente por el estrogeno en
mujeres y la testosterona en hombre. Sus funciones en la mujer son desencadenar la creacion
de hormonas esteroides en los ovarios y regular la ovulacion e implantacion, mientras que
en el hombre son estimular a las células de Leydig para la produccion de testosterona, sin
embargo, en ambos casos participa en la maduracion de las células germinales. Su
deficiencia se presenta junto con la deficiencia de la hormona foliculo estimulante
provocando hipogonadismo!®!® (Anexo 4).

3.1.3 Hormona foliculo estimulante (FSH)

La FSH, LH y la gonadotropina coriénica humana, se agrupan como gonadotropinas;
esta suele unirse al receptor de la hormona estimulante del foliculo (FSHR) ubicada en la
membrana plasmatica de las células de la granulosa en el ovario y estimula el crecimiento
folicular. La funcion de esta hormona en el testiculo es estimularla
espermatogénesis mediante la union a FSHR en las células de Sertoli, también esta
implicada en la disgenesia ovarica hipergonadotropica. El deterioro de la produccion de las
gonadotropinas causa la deficiencia de LH y FSH que compromete la gametogénesis y la
produccion de esteroides gonadales®®?!.

3.1.4 Hormona estimulante de la Tiroides (TSH)

Es una hormona glicoproteica que se encarga del estimulo principal para la
produccion de hormona tiroidea por la glandula tiroides, esta puede ejercer efectos de
crecimiento en las células foliculares tiroideas, lo que lleva al agrandamiento de la tiroides.
Su liberacion esta regulada por el eje hipotdlamo-hipofisario donde las neuronas en el
hipotdlamo liberan hormona liberadora de tirotropina (TRH) u hormona liberadora de
tiroides, que estimula a los tirotrofos de la hipdfisis anterior para que secreten TSH,
asimismo estimula a las células foliculares tiroideas para que liberen T3 o T4. Su déficit a

nivel central es el marcador bioquimico del hipotiroidismo secundario®>%,

3.1.5 Hormona adrenocorticotropa (ACTH)

La importancia clinica de esta hormona radica en que se encarga de regular la
produccion de cortisol desde la corteza suprarrenal a través del eje hipotalamo-hipofisis-
suprarrenal (HPA), ademas esta tiene la funcidon suprimir la inflamacion, la estimulacion de
la actividad metabdlica y la elevacion de la glucosa en sangre, componentes criticos de la
respuesta al estrés. La deficiencia adquirida de ACTH se asocia principalmente con
traumatismos, sindrome de Sheehan, hipofisitis linfocitica, silla turca vacia, post-

radioterapia, y en algunos casos puede existir una etiologia autoinmune?*%,
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3.1.6 Prolactina (PRL)

Es una hormona polipeptidica, su sintesis, almacenamiento y secrecion estan
reguladas por las células lactotropas del 16bulo anterior de la hipodfisis. Su principal funcion
en las mujeres es la produccion de leche materna después del parto y desarrollo de glandulas
mamarias mientras que en los hombres va a influir en la funcién de los testiculos, cabe
destacar que su secrecion se va a dar mediante los estimulos fisioldgicos como succion del
pezon durante la lactancia, estrés, aumento de esteroides ovaricos, etc. Su déficit se ha
asociado con el deterioro de la homeostasis metabdlica, la hipoprolactinemia se relaciona

con la incapacidad de lactar?®?’,

Diagnostico de Hipopituitarismo

El diagnostico se basa en la cuantificacion de las seis hormonas hipofisarias
anteriores y sus hormonas diana obtenidas en ayuno matutino mediante inmunoensayos
sensibles, en algunos casos se realizan pruebas dindmicas de estimulacion. En la mayoria de
los casos, excepto en los de sospecha de deficiencia de GH o ACTH, la valoracion basal es
suficiente para establecer el diagnostico, sin embargo, el uso de pruebas combinadas de
funcioén hipofisaria (pruebas “céctel”), se emplean inicamente para situaciones clinicas muy
especificas?.

Errores en el diagndstico de laboratorio para hipopituitarismo

El diagndstico de hipopituitarismo se basa principalmente en pruebas de laboratorio,
aunque estas presentan desafios y limitaciones que deben comprenderse y abordarse
adecuadamente, lo que hace esencial un enfoque multidisciplinario.

Se pueden considerar tres fases en el proceso diagndstico de dicha patologia: preanalitica,
analitica y postanalitica®.

5.1.1 Fase preanalitica:

Engloba los factores bioldgicos que pueden afectar la medicion hormonal, como la
edad, el sexo, el ciclo menstrual, la presencia de hemolisis, la hora del dia de la toma de
muestra (ritmos circadianos hormonales), el estrés durante la toma de muestra de sangre, la
preparacion, almacenamiento y condiciones de trabajo adecuados®.

Modificantes presentes en las hormonas:

— ACTH: Muestra un ritmo diurno pronunciado, ademas de este patron fisiologico,
factores como el estrés agudo y emocional constituyen una de las principales causas
de variacion en sus niveles®.

— PRL: Sigue un patrén similar al del cortisol, sin un aumento significativo por la tarde
sin estimulacion especifica’.
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— GH: Se secreta en pulsos y se ve significativamente afectada por el ciclo suefio-
vigilia, con la mayor amplitud de secrecion durante las primeras horas de suefio®.

— TSH: Aumenta al final de la tarde, alcanza su pico maximo por la mafiana y
disminuye a lo largo del dia; por lo tanto, las determinaciones de TSH deberian
realizarse idealmente después de una noche de suefio normal’.

5.1.2 Fase analitica:

Es importante utilizar métodos apropiados y considerar la variabilidad biologica al
interpretar los resultados. La cuantificacion en los laboratorios clinicos se realiza
principalmente mediante inmunoensayos, mientras que la espectrometria de masas rara vez
se utiliza debido a su complejidad y coste®.

5.1.3 Fase post-analitica:

Es fundamental comparar los resultados con intervalos de referencia apropiados y
considerar las variables bioldgicas como la edad, el sexo y otras enfermedades endocrinas o
metabdlicas concomitantes®.

Inmunoensayos

Son herramientas analiticas que se utilizan para cuantificar analitos de interés
biologico, como bacterias y proteinas, mediante la unidén especifica entre anticuerpos y
antigenos, es de vital importancia destacar que estos poseen una alta selectividad, lo que
permite que el reconocimiento anticuerpo-antigeno puede realizarse con éxito incluso en
matrices complejas que contienen otros compuestos. La interaccion bioquimica entre
anticuerpos y antigenos puede observarse monitorizando la variacion de las propiedades de
un compuesto especifico ("trazador") que interactiia selectivamente con el anticuerpo o con
el antigeno?®?°.

Este trazador es un analito o un anticuerpo con una etiqueta unida covalentemente,
que genera una sefial ante un estimulo especifico, como un pulso eléctrico, la accidon
enzimatica o la luz. Registrando esta sefial en diferentes condiciones, ademas, es posible
generar una curva de calibracion que represente la lectura medida en funciéon de la
concentracion del analito no marcado presente en la muestra. A continuaciéon, combinando
los datos con la curva de calibracion, se puede determinar la concentracion del compuesto
investigado®®.

Clasificacion de los inmunoensayos

Muchos inmunoensayos pueden clasificarse en dos tipos, basandose en el
procedimiento experimental utilizado para preparar dicho ensayo, el homogéneo evita un
pase de separacion debido a que los analisis se realizan en ausencia de soporte s6lido y los
procedimientos operativos adoptados no requieren la separacion del trazador no unido de la
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muestra investigada, el compuesto marcado es capaz de generar la sefial deseada solo cuando
se une al analito o al anticuerpo?’.

Los ensayos heterogéneos incluyen pasos de lavado, lo que permite la separacion de
la forma unida del anticuerpo marcado libre, a diferencia del anterior, la presencia de un
soporte solido es importante para realizar procesos automaticos. Esta caracteristica, junto
con la mayor versatilidad, mayor especificidad y sensibilidad, permite que los
inmunoensayos heterogéneos se conviertan en el formato de ensayo més popular?®.

Los inmunoensayos inmunométricos, también conocidos como inmunoensayos
sandwich, son el ejemplo mas sencillo para comprender su funcionamiento. Los anticuerpos
inmovilizados sobre un soporte solido se unen al analito seleccionado de la muestra, y un
segundo anticuerpo marcado, capaz de reconocer otra parte del analito, se utiliza para la
generacion de la sefial. De hecho, este ultimo anticuerpo lleva un trazador unido
covalentemente, capaz de producir una lectura especifica, como la radiactividad o la emision
de luz. Los inmunoensayos sandwich se utilizan cominmente para analitos con alta masa
molecular, por lo tanto, con suficiente 4rea superficial para localizar dos anticuerpos®
(Anexo 5).

6.1.1 Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

En este tipo de ensayo, uno de los componentes de la reaccion se adsorbe de forma
inespecifica o se une de manera covalentemente a la superficie de una fase s6lida, como un
pocillo de microtitulacidon, una particula magnética o una esfera de plastico. Esta union
facilita la separacion de los reactivos marcados, tanto los unidos como los libres. En el
método mas comun para usar la técnica ELISA, se afiade una alicuota de muestra o calibrador
que contiene el antigeno (Ag) a cuantificar y se deja que se una a un anticuerpo (Ab) en fase
solida®.

Tras el lavado, se afade un anticuerpo marcado con enzima, formando un complejo
sdndwich de enzima Ab-Ag-Ab en fase solida. El anticuerpo no unido se elimina por lavado
y se afiade el sustrato enzimatico, la cantidad de producto generado es proporcional a la
cantidad de antigeno en la muestra, los anticuerpos especificos en una muestra también
pueden cuantificarse mediante un procedimiento ELISA, en el que el antigeno, en lugar del
anticuerpo, se une a una fase solida. El segundo reactivo es un anticuerpo marcado con
enzima especifico para el anticuerpo analito®’. (Anexo 6)

Ventajas de ELISA

e Procedimientos sencillos, directos, y su alta especificidad y sensibilidad capaz de
detectar niveles tan bajos como 1 pg/ml.
e Bajo costo, facil accesibilidad y vida 1util de los reactivos.

e Su capacidad para medir hormonas, péptidos y una amplia gama de otras moléculas
31

en fluidos bioldgicos como suero, plasma, saliva y extractos celulares
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Limitaciones de ELISA

Su principal inconveniente es el efecto gancho también denominado exceso de
anticuerpos o fenomeno de prozona, que se genera cuando existe una disminucion inesperada
de la senal o resultados bajos e imprecisos, incluso con una concentracion alta de analito
(Anexo 7). Para mitigar el efecto gancho, se pueden considerar dos enfoques>’.

e Dilucion de la muestra para garantizar que se encuentre dentro del rango lineal del
ensayo.

e Protocolo de ensayo de dos pasos: Al separar las etapas de captura y deteccion, se
pueden minimizar las reacciones competitivas®'.

6.1.2 Quimioluminiscencia (CLIA)

Se refiere al proceso en el cual la luminiscencia se genera a través de reacciones
quimicas sin una fuente de luz externa u otra energia, es decir, las sustancias quimicas se
oxidan en intermediarios inestables de alta energia, que posteriormente se desintegran para
emitir luz o transferir energia a los fluor6foros circundante. (Anexo 8). La
quimioluminiscencia se puede clasificar en dos tipos basandose en el principio de conversion

de energia de la luminiscencia®?:

Ventajas de CLIA

e Presenta alta sensibilidad.
e Ausencia de necesidad de fuente de luz externa y alta relacion sefial-ruido’2.

Limitaciones de CLIA

e La aplicacién de sustratos quimioluminiscentes en campos biomédicos aun es
limitada en comparacion con la fluorescencia debido a su hidrofobicidad, sefial débil
y rapida desintegracion®,

6.1.3 Electroquimioluminiscencia (ECLIA)

Se basa en la interaccidon entre un anticuerpo y su antigeno correspondiente, utiliza
reactivos especializados, incluyendo un anticuerpo de captura contra el antigeno,
generalmente una biomolécula, y un anticuerpo marcado para detectar la interaccion. El
anticuerpo de captura se inmoviliza en un soporte so6lido, como una microplaca o una
microesfera magnética, en cambio, el anticuerpo marcado se conjuga con un marcador
luminiscente y una molécula electroquimicamente activa®® (Anexo 9).

Ventajas de ECLIA

e Deteccion, separacion y cuantificacion de proteinas, enzimas, hormonas, metabolitos
y acidos nucleicos.
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e No son afectados por sustancias interferentes enddgenas, como la bilirrubina sérica
hasta 64 mg/dL, la lipemia hasta 1 900 mg/dL y la hemoglobina sérica hasta 1 g/dL
no interfieren con este inmunoensayo™.

e Presenta alta sensibilidad, amplio rango dinamico, precisién y el andlisis de alto
rendimiento la convierten en una herramienta 6ptima para la deteccion y seguimiento
de trastornos hormonales.

e Superior al radioinmunoensayo convencional y ELISA3?.

Limitaciones de ECLIA

e Presenta afeccion por fugas de luz externas y por luminiscencia de fondo generada
por algunos reactivos, incrementando el ruido analitico, lo que lleva a la alteracion
de la precision en los resultados.

e Utiliza reactivos y disolventes de alta pureza, ya pequefias impurezas o
contaminantes pueden interferir en la sefial emitida y comprometer la exactitud del
andlisis®.

6.1.4 Radioinmunoensayo

Es una técnica inmunologica en la que se utilizan radioisoétopos para detectar
antigenos o anticuerpos en liquidos biologicos. En este ensayo se incorpora una reaccion de
enlace competitivo, en la que una cantidad fija de antigeno marcado radiactivamente y
antigeno de la muestra compiten por un numero limitado de sitios de enlaces especificos con
el anticuerpo. La union de los dos antigenos con el anticuerpo forma un complejo
precipitable, el porcentaje de antigeno marcado que se precipita disminuye a medida que la
concentracion de antigeno no marcado en la muestra aumenta>*.

Por tanto, la concentracion de antigeno en la muestra problema es inversamente
proporcional a la cantidad de radioactividad de la fraccion enlazada. Si se incuba una muestra
que contenga Ag, Ag* y Ac, los dos Ag y Ag* compiten por su uniéon con Ac. Tras
producirse la reaccion, se separan los antigenos unidos (Ag-Ac, Ag*- Ac) de los libres Ag*,
Ac Una vez separados se mide la radioactividad de las fracciones unida y libre. Utilizando
curvas de calibracion obtenidas con patrones de los que se conoce la concentracion de Ag,
es posible mediante la relacion entre el Ag libre y unido calcular la concentracion de Ag en
la muestra problema>*.

Ventajas de RIA

e Alta sensibilidad permitiendo la deteccion y cuantificacion incluso en cantidades
muy bajas™®.

e Gran especificidad gracias al uso de Ac que reconocen y se unen especificamente al
analito de interés®”.

e Continla siendo una técnica de referencia en determinadas aplicaciones,
especialmente en la medicion de hormonas, fairmacos y biomarcadores de baja
abundancia, debido a su precision y reproducibilidad?”.
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Limitaciones de RIA

e Los isotopos radiactivos utilizados en RIA tienen vidas medias relativamente cortas
limitando la disponibilidad de reactivos listos para usar.

e Es necesario reponer con frecuencia los materiales radiactivos, lo que incrementa el
costo y la complejidad logistica de la implementacion del RIA34.
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METODOLOGIA
Tipo de investigacion

Segun el enfoque: La presente investigacion tuvo un enfoque cualitativo y empled
un analisis comparativo documental, dado que no se realizaron mediciones experimentales
ni se generaron datos primarios, sino que se realizd una revision bibliografica basada en
evidencia cientifica. Este enfoque permiti6 comprender en profundidad los fundamentos
analiticos, principios metodologicos, ventajas, limitaciones, desempefio diagnostico y
aplicabilidad clinica de los diferentes métodos empleados en la cuantificacion de perfiles
hormonales utilizados para el diagnostico del hipopituitarismo.

Segun el nivel: Correspondié a un nivel descriptivo, puesto que se centro en la
recopilacion y andlisis critico de evidencia contenida en articulos cientificos, revistas,
informes y trabajos de investigacion. Esta informacion permitié comparar los distintos
métodos de cuantificacion de perfiles hormonales empleados para el diagnostico del
hipopituitarismo.

Segun el disefio: Su diseno fue no experimental, debido a que no se manipularon
variables ni se realizaron procedimientos de laboratorio, sino que se enfocé exclusivamente
en la busqueda, analisis y comparacion de informacion contenida en estudios cientificos
sobre inmunoensayos, examinando sus principios metodoldgicos, ventajas, limitaciones,
sensibilidad y especificidad diagnodstica, para la valoracion hormonal y el diagndstico de
hipopituitarismo.

Segiin la secuencia temporal: Se adoptd un estudio transversal, ya que la
recopilacion y el andlisis de la evidencia cientifica se realizo en un Ginico momento, a partir
de informacion proveniente de estudios cientificos publicados durante un periodo especifico,
sin seguimiento longitudinal. Este disefio permiti6 comparar y sintetizar el estado actual
sobre el desempefio analitico y la capacidad diagndstica de los métodos de cuantificacion
hormonal.

Segiin la cronologia de los hechos: El estudio fue de tipo retrospectivo, puesto que
se baso en el andlisis de publicaciones e investigaciones previamente realizadas, como
articulos cientificos, revisiones sistematicas y reportes analiticos de laboratorio. No se
generaron datos primarios ni se manipularon variables experimentales, sino que se evaluo la
evidencia disponible con el objetivo de comparar los métodos de cuantificacion hormonal
en el diagnostico del hipopituitarismo.

Poblacion y Muestra

Poblacion: La poblacion de estudio quedd constituida por 78 documentos
bibliograficos relacionados con la tematica de investigacion y publicados en bases de datos
cientificos como: Scopus (10), PubMed (20), Elsevier (8), Scielo (7), Wiley (8), Springer
(6), ProQuest (5), Redalyc (4), ResearchGate (4), NCBI Bookshelf (3), Libros académicos
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(3); igualmente se emplearon operadores booleanos: AND, OR y NOT, mismos que
favorecieron a una busqueda de informacion mas especifica.

Muestra: Finalmente se obtuvieron 30 documentos cientificos que cumplieron con
los criterios de seleccion y que se hallaron disponibles en las bases de datos recopiladas con
relacion al tema en estudio, donde se tomaron revistas, casos clinicos, articulos cientificos,
libros, entre otros, ubicados en las siguientes bases de datos cientificas: PubMed (5), Scopus
(2), Elsevier (2), Scielo (3), Springer (4), NCBI Bookshelf (3), ProQuest (3), ResearchGate
(6), Wiley (2).

Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusion
La literatura que se considerd en la presente investigacion incluyo:

e Articulos cientificos y guias de practica clinica publicados en el periodo 2021-2026.

e Estudios que describieron especificamente métodos de laboratorio inmunolédgicos
aplicados al diagnoéstico de hipopituitarismo.

e Documentos de acceso completo provenientes de revistas indexadas y organismos
internacionales de salud con alta relevancia académica.

Criterios de exclusion

Se excluyd de la investigacion aquellos documentos que presentaron las siguientes
caracteristicas:

e Publicaciones que, a pesar de abordar el tema, no presentaron informacion de manera
contundente.

e Se excluyeron los articulos que repetian datos ya presentes en otras fuentes
seleccionadas.

e Informes técnicos incompletos, literatura gris sin respaldo editorial o articulos con
metodologias poco claras que comprometieran la validez de la informacion.

Método de estudio

En el presente trabajo se aplicd el método teorico, ya que se realizdé un analisis y
sintesis de la informacién obtenida de articulos cientificos, libros, manuales técnicos y
paginas oficiales de organizaciones nacionales e internacionales relacionadas con el tema.

Técnicas y procedimientos

Técnica: Observacion
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Procedimiento: El procedimiento consistié en la busqueda, seleccion, revision y analisis de
la informacion obtenida de diversas bases de datos bibliograficas, para la recoleccion y
tratamiento de la informacion mediante un analisis descriptivo.

Procesamiento estadistico

Fue realizado mediante el analisis de los contenidos e interpretados los resultados obtenidos
de las busquedas bibliograficas, lo cual proporcioné datos cualitativos.

Consideraciones éticas

Al ser un trabajo de revision bibliografica no se presentaron conflictos bioéticos ya
que la muestra no fue de tipo biologica, por lo que se respetaron las normas éticas de la
investigacion cientifica. Los resultados cientificos no fueron empleados con fines
maleficentes.

En el siguiente diagrama de flujo se detalla el proceso llevado a cabo para la busqueda
bibliografica y la seleccion de los articulos mas relevantes.
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DIAGRAMA DE FLUJO PARA BUSQUEDA

(Cuales son los métodos de laboratorio
mas eficaces para la cuantificacion de
perfiles hormonales en el diagndstico de
hipopituitarismo?

!

Busquedas de fuentes de informacion

4

Base de datos cientificos:

Medigraphic, Scielo, Central American
Journals Online, Elsevier, ResearchGate,
PubMed, Repositorio Universidad Central,
Revista Guatemala de Cirugia, Biblat,
Dialnet, Lilacs, Wiley Online Library, Portal
Regional da BVS, ProQuest,

Medicina. Redalvc. Sconus.

Acces

Argumentar sobre los métodos de
laboratorio en la cuantificacion de
perfiles hormonales para el diagndstico
de hipopituitarismo mediante revision
comparativa.

v

Identificacién de conceptos:
hipopituitarismo, perfiles hormonales,
inmunoensayos, ELISA, CLIA, ECLIA,
radioinmunoensayos, hormonas
hipofisiarias.

v

Cumple con los criterios de inclusion:

Contiene informacion relevante, cumple con
las fechas de publicacion de fuentes
bibliograficas publicadas hasta 5 afios, para
articulos cientificos, base de datos

reconocidas.

A 4

Articulos seleccionados: 30

PubMed (5), Scopus (2), Elsevier (2),
Scielo (3), Springer (4), NCBI Bookshelf
(3), ProQuest (3), ResearchGate (6),

Wilev (2).
'

Analisis, parafraseo de informacion y cita
con normas Vancouver.

Eleccion de Idioma: espaiiol, inglés.

Revisadas: 78

Scopus (10), PubMed (20), Elsevier (8), Scielo
(7), Wiley (8), Springer (6), ProQuest (5),
Redalyc (4), ResearchGate (4), NCBI

Bookshelf (3), Libros académicos (3).
|

\

Aplicar criterios de seleccion

No cumple con los criterios de inclusion:
48

No contiene informacion T1til para el
desarrollo del proyecto, mas de 10 afios los
articulos cientificos y no incluyen métodos
de inmunoensayo.

v
Base de datos excluidos:

Google Académico, Manuales del MSP,
Biblat, Lilacs, Central American journals
online.

‘

Descartar Articulos: 48
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RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presenta los hallazgos obtenidos a partir de los articulos cientificos
seleccionados, los cuales fueron fundamentales para el progreso de la investigacion. La
revision de estos articulos proporciond datos significativos e informacion relevante que
facilitaron la comprension del tema en estudio, lo que permitié tener una perspectiva mas
clara sobre los elementos clave y organizar los resultados de forma mas exhaustiva.

Cuando se presenta una alteracion funcional o estructural de la glandula hipofisaria
se empieza un proceso de evaluacion clinica, utilizando un protocolo analitico localizado
evolucionando a un estadio de sospecha y derivandose el requerimiento hacia el laboratorio
mediante inmunoensayos, los cuales presentan diferencias entre las metodologias en
términos de sensibilidad, especificidad y correlacion con el método gold estandar;
informacion importante para obtener un diagndstico temprano que permita consolidar una
disfuncion endocrina tardia o persistente. Estas variables metodologicas y de rendimiento
analitico se presentan en la tabla 1.
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Tabla 1. Comparacion de las ventajas y limitaciones de los fundamentos técnicos de los inmunoensayos ELISA, CLIA y ECLIA segun evidencia
cientifica indexada.

N° Autor(es) Muestra Analito Métodos Ventajas técnicas reportadas Limitaciones técnicas
y afio de estudio evaluado reportadas
1 Alaviet 198 TSH ELISA vs. CLIA: ELISA:
al 3®, CLIA e Disminuye el tiempo de

Rango funcional mas

2021. -
respuesta estrecho.

e Mayor sensibilidad. . .,
e Baja resolucion en casos

limite en comparacion

con CLIA.
2 Lietal’”, Coleccion ACTH ECLIA vs. ECLIA/CLIA: e Presencia de error y sesgo
2025. 1: 602 CLIA o sistematico.
e Automatizacion a gran escala. :
muestras. o e Estricto control de
e Alta sensibilidad general. .
., calidad.
Coleccion
2: 100
muestras.
3 Raverotet 16 PRL ECLIA vs. e Expansion del limite superior e Riesgo critico de falsos
al’®, 2022, CLIA de linealidad técnica. negativos en muestras
e Alta especificidad analitica. extremadamente

elevadas, conocido como
efecto gancho.
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Lei et Articulo TSH ECLIA basado e Ausencia de ruido dptico. e Riesgo de atenuacion si
al’®, 2026. cientifico en e Limite de deteccion ultra bajo hay deposicion irregular
microesferas (0.016 a 120 pIU/mL). (efecto tallo).
magnéticas de e Las microesferas incrementan
estreptovidina. la intensidad de luminiscencia
en un 26.32%, aumentando la
especificidad.
Liu et Articulo  Biomarcadores ECLIA e Estabilidad sobresaliente de los e Elevada complejidad e
al*, 2024. cientifico  inmunolégicos reactivos por marcadores no instrumentacion.
(Ultratrazas enzimaticos.
moleculares) e Maxima sensibilidad
optimizada mediante Tubos
Fotomultiplicadores.
Subbiah 55 GH mediante ECLIA e Limite de deteccion bajo (0.030 e Variabilidad  bioldgica
etal*!, pruebas de ug/L) lo que reduce falsos inherente en la secrecion
2025. estimulacion positivos. de GH, produce
con Clonidina resultados  discordantes
(CST)y individuales.
Glucagon
(GST).
Davila et 211 Hormonas ELISA vs. CLIA: ELISA:
al*?, 2025. tiroideas CLIA e Superioridad analitica. e Reporta fallas de

exactitud diagnostica en
un 2% de falsos positivos
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y un 13% de falsos
negativos.

8 Mallick et 1 200 TSH ELISA vs. CLIA: ELISA:
al®, 2023. CLIA e Superior en precision |y e Menor rendimiento

sensibilidad  para  reportar analitico global.
niveles de TSH.

e Mas sensible para la deteccion
de TSH.

9  Chisako et 124615 Hormonas ECLIA vs. ECLIA: ECLIA:

al*, 2026. tiroideas CLIA. e Completamente automatizada. e Susceptibilidad a
e Corto tiempo de respuesta. interferencias por
e Alta especificidad y autoanticuerpos e ingesta

sensibilidad general. excesiva de biotina.

10 Sabogal 30 PRL CLIA vs. e CLIA es superior en robustez e ECLIA genera
et al®, ECLIA analitica y exactitud clinica. sobreestimacion de 1.75,
2024. provocando falsos

positivos.

*ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas. *CLIA: Inmunoensayo quimioluminiscente. * ECLIA: Inmunoensayo
electroquimioluminiscente. *TSH: Hormona estimulante de la Tiroides. *ACTH: Hormona adrenocorticétropa. *PRL: Prolactina. *GH:
Hormona del crecimiento.
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Analisis e Interpretacion

La recopilacion y evaluacion sistemadtica de la evidencia cientifica orientada al
contraste de los fundamentos técnicos de los inmunoensayos ELISA, CLIA y ECLIA
permitieron consolidar una poblacién analitica de 127 027 muestras y registros de
pacientes, logrando responder al primer objetivo. Este analisis metodologico exhaustivo
se enfoca en determinar la idoneidad, las ventajas analiticas y las limitaciones
operativas de cada técnica en la cuantificacion de los perfiles hormonales criticos para
el diagndstico de hipopituitarismo, evaluando analitos clave como la Hormona
Estimulante de la Tiroides, la Hormona Adrenocorticotropa, Prolactina y la Hormona
de Crecimiento.

Discusion

Al evaluar la cuantificacion de la Hormona Estimulante de la Tiroides mediante
ensayos enzimaticos y luminiscentes, Alavi, et al*® (n = 198) expone de forma clara la
superioridad analitica de la quimioluminiscencia frente al ensayo inmunoenzimatico.
Su estudio demuestra que CLIA incrementa significativamente la sensibilidad analitica
y disminuye el tiempo de respuesta; por el contrario, la técnica ELISA exhibe un rango
funcional notablemente mas estrecho y una baja resolucion diagnostica al enfrentarse a
casos limite.

Esta desventaja intrinseca del ELISA es respaldada ampliamente por Mallick et
al®® en un robusto tamizaje de 1 200 muestras para TSH, donde se ratifica que ELISA
posee un menor rendimiento analitico global en comparacion con el inmunoensayo
CLIA automatizado, posicionando a este tltimo como la metodologia de eleccion por
su alta precision y sensibilidad diagndstica.

Davila, et al*?

reportd que el método ELISA genera fallas de exactitud reflejadas en un 2% de falsos
positivos y hasta un 13% de falsos negativos. Frente a esto, la implementacion de la
técnica CLIA permiti6 identificar patologias tiroideas con una compatibilidad clinica

en un analisis que incluy6 211 muestras de hormonas tiroideas,

directa del 32% con respecto al estado real del paciente, consolidando su superioridad
analitica en la rutina diaria.

Por otra parte, la transicion hacia el inmunoensayo por ECLIA representa un
salto cualitativo hacia la automatizacion a gran escala, aunque no queda exento de
desafios operativos. Al analizar el comportamiento analitico de la Hormona
Adrenocorticotropa, un analito de alta complejidad molecular y preanalitica, Li, et al*’
evalud dos colecciones bioldgicas (602 y 100 muestras, respectivamente) contrastando
la técnica ECLIA frente a CLIA; si bien ambos sistemas demostraron una excelente
automatizacion y alta sensibilidad general, los autores identificaron la persistencia de
errores y sesgos sistematicos interplataforma que obligan a mantener un estricto control
de calidad.
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Lei et al* destaca que el uso de un sistema ECLIA basado en microesferas
magnéticas de estreptavidina para la medicion de TSH logra la ausencia completa de
ruido Optico y alcanza un limite de deteccion ultra bajo (0.016 a 120 ulU/mL). Esta
innovacion radica en que las microesferas incrementan la intensidad de la luminiscencia
en un 26.32%, optimizando de esta manera la especificidad analitica; no obstante, la
investigacion advierte sobre el riesgo de atenuacion de la sefial luminica si ocurre una
deposicion irregular de las esferas, fenomeno conocido como efecto tallo.

Desde una perspectiva de rendimiento masivo, Liu et al*

confirma que el
ECLIA automatizado de alto rendimiento para el andlisis de ultratrazas moleculares
(biomarcadores inmunoldgicos) otorga una estabilidad sobresaliente a los reactivos
gracias al uso de marcadores no enzimaticos, maximizando la sensibilidad de lectura
mediante el uso de Tubos Fotomultiplicadores, teniendo como tUnica limitacion

operativa su elevada complejidad instrumental y de infraestructura.

En el abordaje de ejes hormonales dindmicos, como el de la GH, los limites
analiticos juegan un rol fundamental. Subbiah et al*! evalu6 a 55 pacientes sometidos a
pruebas de estimulacion farmacoldgica con Clonidina (CST) y Glucagén (GST)
mediante ECLIA, reportando un limite de detecciéon sumamente bajo (0.030 ug/L),
cualidad que reduce notablemente la incidencia de falsos positivos en el diagnostico de
trastornos del crecimiento; sin embargo, el autor enfatiza que la variabilidad biolégica
inherente a la secrecion pulsatil de la GH continta siendo una limitacion que produce
resultados individuales discordantes.

El analisis de la PRL introduce una discusion critica respecto al "efecto gancho"
y la sobreestimacion entre marcas comerciales. Raverot et al*® (n= 16) exploro la
comparacion interplataforma mediante inmunoanalisis tipo sindwich (ECLIA y CLIA),
sefialando que estos sistemas modernos logran una expansion del limite superior de
linealidad técnica y una alta especificidad analitica que garantiza una cuantificacion
robusta en presencia de grandes masas hipofisarias; a pesar de esto, alerta sobre el
riesgo critico de obtener falsos negativos debido al efecto gancho en muestras con
concentraciones extremadamente elevadas del analito.

Esta heterogeneidad diagndstica es profundizada por Sabogal et al*® en un
estudio comparativo con 30 muestras, donde enfrentaron directamente el sistema CLIA
contra el sistema ECLIA para la medicion de prolactina. Sus hallazgos determinaron
que CLIA demuestra una mayor robustez analitica y exactitud clinica, mientras que la
técnica de ECLIA gener6 una sobreestimacion sistematica de 1.75 veces el valor real,
provocando falsos positivos que complican la interpretacion endocrina.

Finalmente, el estudio epidemioldgico y analitico a gran escala de Chisako et
al** que abarcé una poblacién masiva de 124 615 muestras para hormonas tiroideas,
valida que la metodologia ECLIA, en comparaciéon con CLIA, ofrece un proceso
completamente automatizado con un corto tiempo de respuesta y una elevada
especificidad y sensibilidad general. Sin embargo, su principal aporte a las limitaciones
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operativas radica en documentar la alta susceptibilidad de la muestra a sufrir
interferencias por autoanticuerpos y por la ingesta excesiva de biotina en los pacientes,
factores preanaliticos y analiticos que inducen errores de lectura y que, clinicamente,
desencadenan el establecimiento de tratamientos erréneos con levotiroxina.
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Tabla 2. Aplicabilidad de los métodos de inmunoensayo para la medicion de hormonas hipofisiarias: evaluacion e idoneidad para la deteccion

de insuficiencia polihormonal mediante revision bibliografica.

N Autor(es) 'y Poblacion de Método Analito Sensibilidad Variabilidad Viabilidad para el wuso rutinario y
afio estudio analitico analitica interensayo factores extra-analiticos.

1 Advincula R 96 ELISA TSH El limite es: 0.013 CV% interensayo: Adecuada para laboratorios de alta
et al*. 2025 ng/mL 5.9% complejidad.

2 Goreta, S et Articulo ELISA LHyFSH LH: 0.300 ng/mL CV% interensayo: En bajas concentraciones presenta alta
al*’. 2025 cientifico FSH: 0.100 ng/mL LH: 4% sensibilidad analitica, exactitud y precision.

’ FSH: 4.9%

3 Demir, A et 1 CLIA LH El limite es: 0.05 CV% interensayo: Evidencia una menor sensibilidad analitica
al®® 2025 ng/mL. 10.8% y precision del método.

4 Wang, M et 236 CLIA TSH El limite es: 0.00032  CYV interensayo: Superior desempefio analitico y
al*®. 2022 ng/mL <5% sensibilidad.

5 Das, M et 60 CLIA PRL El limite es: 0.3 CYV interensayo: Sobreestimacion de prolactina debido a
al®®. 2023 ng/mL <6.0% estrés.

6 Mallick, R 1200 CLIA TSH El limite es: 0.0167 CV% interensayo: 5% Mayor precision en la cuantificacion de
et al¥3. 2023 ng/mL concentraciones bajas de TSH.

7 Hu, Y et 1140 ECLIA PRL El limite es: 0.094 CV interensayo: 3.0% Las macroprolactina pueden generar
al’! 2021 ng/mL valores falsamente elevados; por ello se

’ debe confirmar mediante PEG.

8 Lotierzo, M 39 ECLIA GH El limite es: 0.030 CV% interensayo: No presenta saturacion de anticuerpos hasta
et al®2. 2021 ng/mL 1.8% los 2000 pg/L.

9 Agrawal , N 47 ECLIA ACTH El limite ACTH es: CV% interensayo Mayor incidencia de falsos positivos y
et al%3. 2025 Cortisol 0.0015 ng/mL ACTH: 4.2% negativos.
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El limite Cortisol es:  CV% interensayo

0.54 ng/mL Cortisol: 3.2%
10  Kalaria, T et 193 ECLIA TSH El limite es: 0.00083  CV% interensayo: Resultados afectados por inadecuada
al®* 2021 ng/mL 2.8% recoleccion y manejo de muestras.

*CV: Coeficiente de variacion. *ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas. *CLIA: Inmunoensayo quimioluminiscente. *ECLIA:
Inmunoensayo electroquimioluminiscente. *TSH: Hormona estimulante de la Tiroides. *LLH: Hormona luteinizante. *FSH: Hormona
Foliculoestimulante. *GH: Hormona del crecimiento. *ACTH: Hormona adrenocorticétropa. *PRL: Prolactina. *PEG: Polietilenglicol.
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Analisis e Interpretacion

En la tabla 2 se evidencia la aplicabilidad de los distintos métodos de
inmunoensayo para la cuantificacion de hormonas hipofisiarias, se observa un
predominio superior de metodologias automatizadas como CLIA y ECLIA debido a su
sensibilidad, precision y reproducibilidad analitica en comparacion con ELISA, que,
aunque es muy util, con el paso de los afios ha sido reemplazada por estos métodos.

La evaluacion de los parametros de sensibilidad analitica permiten evidenciar la
cantidad minima de una hormona que puede detectar de forma fiable un método
analitico, mientras que la reproducibilidad viene medida por el coeficiente de variacion
interensayo que evidencia que tan variable es el método cuando se cuantifica la misma
hormona frente con distintos operadores, dias o lotes de reactivo y la cuantificacion
puede estar sujeta a variaciones en su resultado debido a la presencia de factores
extranaliticos que interfieren en el método.

Discusion

Debido a su importancia en la evaluacion del HP, la TSH fue el analito mas
frecuentemente investigado en los estudios incluidos, de esta manera, los resultados
analizados permiten identificar que la aplicabilidad de los inmunoensayos para la
medicion de hormonas hipofisiarias se basa principalmente en la sensibilidad analitica
y reproducibilidad, los métodos automatizados CLIA y ECLIA mostraron mejor
desempeno analitico en comparacion con ELISA, esto gracias a los bajos niveles de
deteccion y coeficientes de variacion interensayo.

Respecto a la aplicabilidad del método de ELISA esta resulta mas limitada,
como lo menciona Advincula R et al*® en su estudio de 96 pacientes para la
cuantificacion de TSH, se report6 un coeficiente interensayo del 5.9% y un limite de
deteccion de 0.13 ng/mL, lo que evidencia una adecuada reproducibilidad analitica, no
obstante, los autores sefalan que, a pesar de su buen desempefio en laboratorios de alta
complejidad, su uso puede verse limitado por los elevados costos operativos.

De igual manera Goreta, S et al*’ en un estudio realizado para cuantificar la LH
y FSH reportaron un coeficiente de variacion de 4% y 4.9% respectivamente, siendo
valores excelentes de reproducibilidad, ademas establecieron limites de deteccion de
0.300 ng/mL para LH y 0.100 ng/mL para FSH, por lo tanto, estos datos demuestran
que ELISA posee alta sensibilidad analitica, garantizando mediciones exactas y
precisas, ademas, permite cuantificar concentraciones bajas de forma fiable, pese a
limitaciones operativas frente a otros inmunoensayos.

Por otro lado, los estudios basados en CLIA realizados por Demir, A et al* y
Wang, M et al* reportaron coeficientes interensayo de 10.8% y 5% respectivamente,
asi como limites de deteccion de 0.05 ng/mL para LH y 0.00032 ng/mL para TSH, estos
hallazgos demuestran que el desempefio analitico puede verse influenciado por el rango
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de concentracion evaluado y el analito determinado, es asi que, en la cuantificacion de
LH, el método presenta ciertas limitaciones, evidenciadas por una menor sensibilidad
analitica y precision, mientras que, para la determinacion de TSH, muestra un mejor
desempefio con una sensibilidad superior respecto a otros métodos.

1¥ en su estudio observaron un limite de

De igual manera Mallick, R et a
deteccion de 0.0167 ng/mL y un coeficiente de variacion interensayo de 5%,
evidenciando una adecuada reproducibilidad del método, ademas estos resultados
resaltan la utilidad de CLIA para diferenciar con mayor exactitud concentraciones
normales y bajas de TSH, siendo es muy eficiente especialmente para pacientes
hipotiroideos que acuden a seguimiento o diagndstico de supresion de bocio o cancer

de tiroides.

Sin embargo, también puede existir modificantes para la cuantificacion de
hormonas como la hiperprolactinemia Das, M et al®’, menciona que, aunque CLIA
presenta un bajo nivel de deteccion de 0.3 ng/mL y coeficiente interensayo del 5%,
considerado excelente, evidencian que el estrés ya sea psicoldgico o inducido durante
la toma de muestra conducen a un incremento fisioldgico de los niveles séricos de PLR
provocando resultados falsamente elevados.

Los estudios que emplean ECLIA son los que presentan mejores indicadores de
sensibilidad y especificidad, sin embargo Hu, Y et al’! en una cohorte de 1 140
pacientes evaluados para la cuantificacion de prolactina, mencionan en su analisis que
la presencia macroprolactina (formada por esta hormona unida a anticuerpos IgG) en
las muestras séricas provoca valores falsamente elevados porque los inmunoensayos no
lo detectan sin un tratamiento previo con polientilenglicol, pese a que el limite de
deteccion es de 0.0094 ng/mL con una reproducibilidad de 3.0%, los autores mencionan
que este suele ser un interferente que necesita ser identificado para evitar resultados
erroneos.

De forma similar, Lotierzo, M et al>? destacaron que el ensayo ECLIA presenta

un limite de deteccion de 0.030 ng/mL y una reproducibilidad de 1.8%, evidenciando
una excelente precision analitica, ademads asegura que no se presentard un efecto gancho
por la saturacion de anticuerpos de deteccion hasta concentraciones de 2 000 ug/L,
reportando un valor real que no caera en un error de lectura por saturacion del analito
en el equipo.

Para Agrawal, N et al** en su estudio sobre la cuantificacion de ACTH y
Cortisol mediante ECLIA se obtuvieron un limite de deteccion de 0.0015 ng/mL y 0.54
ng/mL respectivamente y CV% interensayo de 4.2% para ACTH y 3.2% para Cortisol,
evidenciando una alta precision y reproducibilidad analitica, sin embargo, los autores
sefialan que la inestabilidad de la muestra constituye un factor critico que puede influir
en la exactitud de los resultados y favorece la aparicion de falsos positivos y negativos.
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Finalmente, Kalaria, T et al>* en su estudio de 193 pacientes reportaron un limite
de deteccion de 0.00083 ng/mL con una variabilidad de 2.8% en la cuantificacion de
TSH, siendo uno de los limites mas bajos reportados en estos analisis, dichos resultados
evidencian una excelente reproducibilidad, respaldando la confiabilidad del método
para su aplicacion en el laboratorio clinico, sin embargo, los resultados pueden alterarse
debido a errores en la recoleccion y manejo de la muestra o interferencias analiticas
asociadas a pacientes con mononucleosis.
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Tabla 3. Evaluacion comparativa de la sensibilidad y especificidad diagnostica de los inmunoensayos frente al método de referencia o diagndstico

clinico.
N Autor(es) y Poblacién Método Hormona Correlacion con método de referencia o Sensibilidad Especificidad
afio de estudio comparado Evaluada diagnostico clinico estadistica estadistica
1 Dhananjay, N 40 CLIA vs. FIA, Hormonas FIA reflejo una alta sensibilidad, mientras que ELISA FIA: 88%. FIA: 75%.
et al®, 2023. ELISA tiroideas: T3  un rendimiento inferior.
total, T4 total y
TSH.
2 Andersen, 35 ECLIA vs TSH El 100% de los resultados permitieron descartar falsas ECLIA: 87.1% ECLIA: 100%
S et al%® Clinica clasificaciones tiroideas.
2022.
3 Leca, B etal’’, 114 ECLIA vs RM PRL Adecuada sensibilidad 'y especificidad entre ECLIA: 89.1% ECLIA: 93.2%
2021. de hipofisis de microadenomas y macroadenomas, sin embargo,
contraste persiste efecto gancho.
4 Shurbaji, S et 102 ECLIA vs. TSH Por su alta sensibilidad, especificidad y concordancia FIA: 90.5% FIA: 96.3%
al®®, 2023. FIA FIA es una prueba de diagndstico rapido y fiable.
5 Wang, G et 68 ECLIA, RIA TSH ECLIA presenta un rendimiento superior frente al  ECLIA: 95.83% ECLIA: 95%
al®, 2024. Vs examen patologico y resultados de seguimiento. RIA: 79,17% RIA: 60%
Seguimiento
médico
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6 Hao, zZ%, 90 CLIA, RIA vs Hormonas CLIA demuestra una eclevada sensibilidad y CLIA: 95.83% CLIA: 95.56%
2022. Diagnostico tiroideas especificidad, favoreciendo el diagnostico precoz de RIA: 72.22% RIA: 61.11%
patolégico patologias tiroideas.
7  Nicolai, E et 180 CLIA vs TSH CLIA demostré una alta eficiencia diagnostica y CLIA: 87.1% CLIA: 97.2%
al®!, 2021. Clinica reproducibilidad analitica.
8 Kim, S al 657 CLIA vs. RM PRL CLIA permite identificar con mayor exactitud a CLIA: 76,9% CLIA: 86,1%
2023. pacientes con riesgo de presentar adenomas
hipofisarios al igual que la RM.
9  Uzun, Ietal®, 68 ECLIA vs PRL ECLIA mostr6 una alta concordancia para indentificar Hombres y Hombres: 80%
2024, Diagndstico una respuesta inadecuada a la prueba de estimulacion mujeres: 100 % Mujeres: 70%
con TRH.
10 T oktionova, 46 CLIA vs LH y FSH Demostrd una alta precision diagnostica en LH/FSH, LH: 82.61% LH: 94.12%
A et al®* Clinica siendo una herramienta de laboratorio fiable para el FSH: 73.91% FSH: 80.88%
’ hipogonadismo central.
2021. pos

*FIA: Inmunocromatografia de fluorescencia. *RM Resonancia magnética. *ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas. *CLIA:
Inmunoensayo quimioluminiscente. *ECLIA: Inmunoensayo electroquimioluminiscente. *T3: Triyodotironina. *T4: Tiroxina. *TSH:
Hormona estimulante de la Tiroides. * LH: Hormona luteinizante. * FSH: Hormona Foliculoestimulante. *PRL: Prolactina
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Analisis e Interpretacion

La correlacion entre los métodos comparados, sensibilidad y especificidad
posicionan a los inmunoensayos como las técnicas de eleccion en la practica clinica
rutinaria, esto basandose en el rendimiento diagndstico superior en la mayoria de las
hormonas evaluadas, sino también por sus ventajas operativas como la ausencia de
residuos radiactivos, mayor automatizacion, menor tiempo de procesamiento y mejor
estabilidad de los reactivos, lo que les otorga una importancia clinica fundamental para
el diagnostico preciso de enfermedades endocrinas.

Discusion

El estudio de Dhananjay et al 55, compara CLIA frente a dos inmunoensayos,
que evidencia la debilidad intrinseca de la técnica ELISA convencional para TSH,
mientras que la Inmunocromatografia de Fluorescencia, posee una sensibilidad de 88%
y especificidad de 75%, de esta manera, FIA demuestra una mejor capacidad para

capturar verdaderos positivos, logrando una correlacion estadistica aceptable con la
quimioluminiscencia.

Este comportamiento operativo de FIA es respaldado por Shurbaji et al58, cuyos
hallazgos en 102 muestras revelaron que dicha técnica alcanz6 una sensibilidad del
90.5% y una especificidad del 96.3%, estos resultados demuestran que cuando se utiliza
suero para el diagndstico de anomalias tiroideas existe una excelente concordancia y
una fuerte correlacion con ECLIA, posicionando a este método como una prueba de
diagnéstico rapido y fiable para la deteccion y cuantificacion de la TSH.

No obstante, cuando se evalua la estabilidad analitica absoluta en laboratorios
de alta complejidad, ECLIA revalida su jerarquia como estdndar de referencia
diagnoéstica. Andersen et al 56 confirma el rigor instrumental de esta técnica para la
medicion de TSH al reportar una especificidad clinica maxima del 100%, logrando
ajustar la totalidad de las muestras de su poblacion de estudio al estado eutiroideo real
de los pacientes, anulando falsas clasificaciones de disfuncion.

Este rendimiento se correlaciona con la investigacion de Nicolai et al61, quien
utilizando la técnica CLIA validé la eficiencia diagnodstica, sustentada en una
especificidad del 97.2% y una sensibilidad del 87.1%. Este estudio sostiene que la
adopcidn de estas técnicas luminiscentes no solo garantiza la reproducibilidad analitica,
sino que impacta de manera positiva en la gestion del laboratorio al mitigar la carga de
trabajo diaria y reducir los tiempos de respuesta.

Al cuantificar TSH, el estudio de Wang G. et al 59 evidencia una brecha
diagndstica masiva: la técnica ECLIA ofrece una sensibilidad de 95.83% vy
especificidad de 95% drasticamente superiores al RIA, el cual exhibi6 un rendimiento
deficiente, frente al examen patologico y resultados de seguimiento como estdndar de
oro, de esta manera se corroboro que ECLIA tiene mayor sensibilidad y especificidad
para el diagndstico de pacientes con enfermedades tiroideas.

Hao Z. et al60, demostraron que CLIA present6 una sensibilidad del 95,83 % y
una especificidad del 95,56 %, significativamente superiores a las de RIA. Estos
resultados respaldan la superioridad diagnéstica de CLIA en la evaluacion bioquimica
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de pacientes con patologias tiroideas, al constituir una técnica altamente sensible y
especifica que contribuye al diagnostico precoz, orientando la seleccion del tratamiento.

Leca et al57 evidencio que la medicion basal de prolactina a través de ECLIA
tiene una fuerte correlacion clinica con las dimensiones del tumor hipofisario que se
observan en los estudios de imagen; esto se apoya en una sensibilidad del 89.1% y una
especificidad del 93.2%. A pesar de que ECLIA se ha posicionado como una de las
herramientas mas confiables, se advierte que el "efecto gancho" puede continuar
presente en niveles extremos del analito.

El estudio de Uzun, I et al63, evidencia que ECLIA es un método confiable para
la cuantificacion basal de prolactina, al reportar una especificidad del 100% y una
sensibilidad del 80% en hombres y del 70% en mujeres, para indicar cuando existe una
respuesta inadecuada a la prueba de estimulacién con hormona liberadora de tirotropina
(TRH). Estos resultados indican que ECLIA tiene una elevada capacidad para confirmar
el estado funcional de la secrecion de prolactina, con un desempefio comparable al de
la resonancia magnética.

Loktionova et al64 evidenciaron un excelente desempefio de CLIA en la
evaluacion de LH y FSH, consoliddndola como una técnica confiable para el
diagnostico del hipogonadismo central. Sin embargo, el rendimiento diagndstico fue
superior para la determinacion de LH con una sensibilidad de 82.61% y especificidad
de 94.12%, en comparacion con FSH que presentd una sensibilidad de 73.91% y una
especificidad de 80.88%, lo que sugiere una mayor utilidad clinica de la medicion de
LH en este contexto.

Finalmente, la investigacion llevada a cabo por Kim, S et al62 reportd una
sensibilidad de 76.9% y una especificidad de 86.1%, resultados que respaldan la
utilidad clinica de CLIA para identificar pacientes con mayor probabilidad de presentar
adenomas hipofisarios. En este contexto, la técnica constituye una herramienta eficaz
para seleccionar a los pacientes que requieren estudios complementarios, como la
resonancia magnética de la silla turca, al demostrar una adecuada capacidad
discriminativa para diferenciar entre individuos con y sin adenoma hipofisario.
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CONCLUSIONES

La ventaja principal de CLIA y ECLIA frente a ELISA radica en el uso de
marcadores luminicos y sistemas de deteccion fotomultiplicadores, estos
mecanismos amplifican la relacion sefial/ruido, mejoran la sensibilidad analitica en
concentraciones hormonales limite y disminuyen el tiempo de procesamiento.
ECLIA destaca por anular el ruido 6ptico de fondo y ofrecer una mayor estabilidad
en el complejo de reaccion; no obstante, la presencia de factores como los sesgos
entre métodos, la variabilidad en los limites de deteccion, el fenomeno de "efecto
gancho" y complejidad instrumental representan riesgos diagnosticos latentes. En
consecuencia, la méxima eficacia de estas técnicas requiere una estandarizacion
rigurosa de reactivos y un control de calidad adaptado a la alta sensibilidad.

La cuantificacion de hormonas hipofisiarias mediante inmunoensayos
pueden verse modificados por factores como la inestabilidad de la muestra,
incremento de analitos debido al estrés o la presencia de anticuerpos unidos a
prolactina inactiva (macroprolactina); pese a ello, CLIA y ECLIA demostraron el
mejor desempeiio analitico debido a su capacidad cuantificar concentraciones
hormonales reducidas y adecuada reproducibilidad, consolidindose asi como uno
de los mejores métodos de andlisis y la alternativa mas adecuada para el uso
rutinario en el laboratorio clinico, aunque ELISA presenta resultados confiables sus
limitaciones operativas reducen sus ventajas frente a los otros métodos.

La comparacion de los métodos de inmunoensayo evidencia que ECLIA
presenta un desempefio diagnostico superior al de los convencionales, al mostrar
una mayor concordancia con las técnicas de referencia utilizados en los estudios
endocrinolégicos. En contraste, ELISA y, en menor medida, FIA, demostraron un
rendimiento adecuado, aunque con limitaciones frente a las metodologias
luminiscentes; por otra parte, CLIA se posiciona en una jerarquia analitica paralela
de alta reproducibilidad. En conjunto, se determina que las técnicas luminiscentes
poseen una mejor evaluacion respecto al método de referencia, lo que respalda su
aplicacion en la cuantificacion de perfiles hormonales para el diagndstico del
hipopituitarismo.
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ANEXOS

Anexo 1. Regulacion de la secrecion de hormonas hipofisiarias

| EsTIMULOS AMBIENTALES |

| cenTROS suPERIORES |

NEUROTRASMISORES

HIPOTALAMO Neuronas peptidérgicas:
secrecion de hormonas liberadoras
Trasporte axdnico

/ EMINENCIA MEDIA
Depdsito de hormonas liberadoras

\\
/°
\\0

SISTEMA PORTAL HIPOTALAMO-HIPOFISIARIO
Trasporte de hormonas liberadoras

——————
-
-

N
@ HIPOSIFIS ANTERIOR

Llegada de hormonas liberadoras
Secrecion de hormonas hipofisarias

-
P i

\
MECANISMO DE  \
RETROALIMENTACION \
NEGATIVO

ORGANO BLANCO
Glandula endocrina o tejido periférico

Fuente: https://semiologiaclinica.com.ar/index.php/articlecontainer/sindromes/265-
hipopituitarismo

Anexo 2. Pruebas de estimulacion de la hormona de crecimiento

Pacientes con enfermedad
hipotilamo-hipofisaria, traumatismo

o cirugia craneal, radioterapia craneal
o enfermedad granulomatosa

/ \ Prueba de estimulo

ITT, GHRH + arginina
Determinar o GHRH + GHRP-6

IGF-I sérica i

I 1 GH sérica
Valor normal g?r;ﬁsé?gh” =t <3uglenITT
antehipofisarios _ < 9 pg/l en GHRH + arginina
GH sérica < 10 pgl en GHRH + GHRP-6
> 3uglenITT
> 9 g/l en GHRH + arginina
DGHa poco = 20 pgl en GHRH + GHRP-&
probable
DGHa
muy probable o DGHa DGHa
Fuente:

https://www.researchgate.net/publication/250778131 Diagnostico del deficit de hor

mona de crecimiento en el adulto/figures?lo=1
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Anexo 3.Rangos de referencia para los niveles hormonales.

Hormona Sexo Fase del ciclo menstrual Min. Maximo. Unidad
PEL E 50 200 pll/mL
METRO 30 300 pl/mL

GH 0,2 17 pll/mL
ACTH B 56 pg/mL
T5H 0,3 4,3 pl/mL
LH F Fase folicular 4 12 mU/mL
Fasze de ovulacién =20 mU/mL

Fase hitea 3 20 mU/mL

Menopausia =10 mU/mL

METRO 1 8 mll/mL

F5H F Fase folicular 4 12 mU/mL
Fase de ovulacidn 10 20 mU/mL

Fase hitea 2 8 mU/mL

Menopausia =23 mU/mL

METRO 4 8 mll/mL

Abrir en una pestafia nueva

Abreviaturas: ACTH - Hormona adrenocorticotrdpica, F - femenino, FSH - Hormona

foliculoestimulante, GH - Hormona del crecimiento, LH - Hormona luteinizante, M - masculino, PEL

- Prolactina, T5H - Hormona estimulante de la tiroides,

Fuente: https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC7535894/?utm
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Anexo 4. Déficit de hormonas hipopituitarias.

Plate 1-16
‘ b Extensive destructive
b macroacknoma
& | or cranio-
£ 4 pharyngioma
= |Pospartum necrosis
Oecasionally trauma
o \Fostsurgical
/ R
e Gnn.\dntropms TSH ACTH  MSH
,(,1‘ deficienit deficient deficient deﬁu’m{ deficient
- ~,
- - 'r" \ 1
—,—’ l' @
’ 1
I , -
‘ i
\ Y Men Women &
Child — Adult Lossofbody  Lossof axillary o Adkéml Pallor
LGrowth LSerseof  hair and pubic bair W P
). 4 : thyroidism conical
velocity  well-being Inf?r!'h“ Amenonrhea ; insufficiency
Shon Fatmass  <Libido Infertility e
gawre  JMuscle  <Maaliy Yaginal dryness
fodss Testicular 008 flashes
size Gy
Frectile Breast aephy
dysfunction
Child
Delayed puberty
GH deficiency precludes eunuchoid habitus
Panhypopituitarism |
& ‘ Extensive umor
| (usually cranio-
2 ] pharyngioma)
2 | Postsurgical
PR ot L ) Occasionally
L rauma
P g -, ~
it t ~ MSHand
=" ADH - Cmudolropnn IsH ACIH ACTH dennenl
GH deficient ™ _ deficient deiuenl ‘I'ﬁ"'."m d”““"‘
o"‘( *
“ e W
’ 1 N
’ 1
1 1 -
* 1 MenwI Wamen 4
: 3 Loss of body  Loss of axillary -
Child  Adult  Dib¢ t,“ hair and pubic hait Hypo Adrenal Fallor
LGrowth LSense of ';NP"[ * Infertility Amenonea thyroidism  cortical
velocity  well Li}g& Llibide Infertlity insufficiency
Short — being a0 Lvitality Vaginal dryness
stature  Trat mass contical dlesticular  Hot flashes
Wusdle o Cee  size Breast atrophy
nass are present  £rectile
St cdysfunction
administere)

Child
Delayed pubenty
GH deficiency precludes eunuchoid habiws

Fuente: https://www.pediagenosis.com/2020/10/severe-anterior-pituitary-deficiency-
or.html
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Anexo 5. Tipos de inmunoensayos

Tipos de inmunoensayo

Principio de funcionamiento

Marcador

A Competitivo

s No competitivo (inmunométrico,

tipo sandwich)

Radioinmunoensayo (RIA): radioisotopo,'?5l-y 6 H-

Enzimoinmunoanalisis (EIA): peroxidasa, fosfatasa

Inmunofluorescencia (FIA): quelatos de europio

Quimioluminiscencia (CLIA): quelatos de rutenio

Fuente: https://es.slideshare.net/slideshow/conf-ria-2018/91151477

Monobind Inc.
Lake Forest, CA 92630, USA

EAccu>Bind

ISA Microwells

(PRL)
Test System
Product Code: 4425-300

10 INTRODUCTION

Intended Use: The Quantitative Determination of Prolactin
Hormone Concentration in Human Seum by a Microplate
Enzyme Immunoassay, Colorkmetric

20 SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST
Prdacin hormene (PRL). secreled from the lactotrophs df the

jest hat

, acsing
Tovls o
proiactin appear 1o do?oms as irhibiting LH
and folicle mm.vhimg s B evnioss 2 o piary
gand

The clincal usofuiness of the measuramant o prolaciin homone

(PRL1n asartaing h diagrogs o hypaprobcinoma andfor
subsequent monitonng the effect veness f the

bnr\ well estbished

In this method, PRL calbrator, patient specimen or control is first
added 10 3 sweptawdn ccated wel Biobnylted monocknal
by, (pecks ko PRL) la aided and e meaiane mbed
antbodies and natwe PRL forms

Camplon tat s Wi the svepeadin costed o te vell The
Sictas semi fria aed washod oay U tep An
enzyme la body specic o PRL e
aptops from o botry wlamd anib] % a0dod b o wols: Mo
‘enzyme labeled antibody binds 1o the PRL akeady immobilized on
the_well thiough its binding wih the bidinylated monocianal

anti enzyme is wa
generated by the addbon df a substate. The intensity of the cdor
generation is directly propartional o the concentration of the PRL
inthe sample.

30 PRINCIPLE

Inmunoorz ric sequential TYPE4)
Lol vmm! soq :ﬂy( ):

anten and the antbody. foming an anibody-ntgen corplex.
The interacton s llstrated by the followng equab
ke

“ R-qu--d But Not Provided:

i) and 0.050m (S041)
whmnnlnzpvecmmdb'lblfnnls%

: . 2 Dopensers) o repetive deivrics of 0100w (100) and
Ay + "By ~— A “"Abn 0360l (3504 kumes wih 3 prcizon ofbeirtan 1.5%

@ k. 3 Vorplae vashersr a seese hothe (optorai)

Aoy = Byt Monock N & 620nm iters
A e Anagen rriole Quanity) 5. RuatnPaer r kg et v

e y 5
ko= Rate Corstant of Associatcn 7V alor for wash st
. = Rato Constant of Disassociation 8 f.'.’,“'"“"' oplongy fo wash shpe.
Aot —

vy reachon o sYeptavdin and brotylated art s
irioracton s s rated balow = 2ot
szm:mm Spepaio aiizod on 9 ke -
ot i Not for lesmator Exvam Use Animals
b, s Sl U o P o A
Al pracs . conain human seum nave e feund b b

After a suitable lnwbvhm pericd, the antibedy-ansgen m\-vmvelcr Hepms B Surface k\lgen HV 182 and HCV
prer gl s i ol g R et ot
aepecaton, Aroher andbody {dreced at 3 dfiwent kDSl :
ki, Aot anibo 2 o Meort wips)  ofer caroo assuaree that Nnab:m agents ae absent,

form an sczyme labeled anbbody-ansgen-bioknylated-antbody
he e vells ot

Va3 wash sten A suitable subslﬂb is added o produce colar
measurable uith the use of a micropl; The

as polontiall
d 38 pcherah y

cuhnos far Handing oot roas can b el n g
for Dissase Cortrol / Natonal I of
“Biosafe i Biomedical Lmrlvles“ 2nd

ate.
enzyme actiiy an the wel is directly proportional 1o the rative
antigen concentration, By wiizing sevalal different serum
roforonces of known conceniratn, 3 dose response

ety in
Edition, 1988, HHS Publcatin No. (CDC) 88-8:
Safe Disposal of kit components must be according to local

S o s Conmraed Fraty o 8 b
an unknown can be ascertained.

1C)+ XAy == hliorg-IC
A
Alh,., Eruymhbehdmtmy(e,msmm:y)
m —IC = Arbgen-Antibodies Comp
K, = Rate Constant of Association
ks = Rate Constant of Disscciation

40  REAGENTS
Materials Provided:
A PRL seq Calibrators -1

L seq iy m- AF
Six (6) mhdml!«lah?ﬂ. n in human im at
el of 04 1), Z(C). S0, 100 o Elmdzsﬂ(v) gt
Siore 2t 28
Nore Trm calarion; avan st asad, ware calbrsial
using a reference preparation, which uas assayed against the
WHO 3rd, IS (84/500).
B PRLs Biotin nt - 13mbivial - kcon
Ore (1) via containing biosiny bated momdom! mause IgG in
buffer, dy and preservative. Store at 2-8°C
c PRI Reagent - 13miiviol - icon &
Oy val oraring orzyno (H) laboied anibody. in
uffr esorvaive. Store at 2.8C.
8 qu.mum Coded Microplte. 36 wlk-conl
e 96-well mcroplate cmini ‘with streptavidin and packaged
mnnzlumnumbag ing agent Store at 2-6°C.
£ Woah Sobtion Coneerrat. 30 i bon
Ore (1) vial containng a sufactant in buflered saie. A
preser\ative has been added Store at 2-8°C.
Substrate A~ Tmivial - kcon S*
Ore (1) vial contaning tetramethylbendidine (TWB) in buffer
C

m

G Substrate B - 7mvial - lcon S*
Ore (1) vl containing hydagen peroside (H:O,) in buffer.
Swore a1 26°C

toqur
assay mchdn g ifmy and sociity abbodos (orzyme and
immobiized) erent

1 eptope recognion. in

. et anuwn e v bikzaton
takes place duning the assay & the surface of a microplate el
through the interaction of streptawidin ccated on the well and

® sly added botnylated monocional ant-prolactn
bty

Upen, mhirg. morocknal biosryated antbody. and @ senum
containing the native anfigen, reaciion resuits between the native

" : a)-toon ©
Ore (1) val containing a strong acid (1N HCI) Stere at 28°C.
L Product Instructions.
Note : 0o rtuse rsagens beyond o kit expicaton ke
xtended exposure to heat and ight. Opene

o o el bumymm.y-m-m.d-
-omponent stability are identified on the

label.
Note : Above reagents are for a single 96-well microplate

60  SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

The spocimens shal be blood serum in type and the usual
precautons in the collecton of venpunciure sampks should be

‘accurale comparison o established normal values,
a fasting moming serum sample should be cbtaned. The blood
should be colected in 3 plain rediop venpurcture tube without
‘additves or ant-coagulants. Allow the blocd o clot Centrfuge the
specien b separate the serum from the cells.

In patients receiving therapy with high bictin doses (ie.

>5mgiday). no sample should be taken until at least 8 hours
sher the st bitin sdminitration, prefersbly overmight 1o
ensure fasting sas

be at 2:8°C for a maxmum periad of
S ) oy, I e spacimarts.caneot o svyed wit ton
s the samye(a) may be sred at wrperabes of -2

doys Avid use of conaminated deices Avid repeifve
froeaing ond thaving. Whan assayed in dupicate, 0050 (5041
of the m.m il bl

70 QUALITY CONTROL

Each sbarskoy should assay conrlsat evels in he low. nomal
and elevard range for montoring assay performance These
Cantrols ik be veaied a3 unknowns and vaues determined in

indcae tenciced dhange. i Gpatments) ccndtors «
dagradaion o kil eagens. Fresh rsagents shausd bo uee
mine the reason for the vanaban:

BOREAGENT PREPARATION

1 Wash Buffer

Dite contents. of vash solution to 1000 wit dsilled or
deicnized water in o wiable dorage cocinr. Sre dled
buffer & 230°C for up o €0 days.

Working Subsirte Sonion_Sibl o one o
Paur the contents of the amber vial labeled Solution ‘A" into
tho clear val laboled Soluion '8’ Place the yolow cap on the
cloar vial for easy identification Mx and libel accordingly.

~

Strod 2-8°C.
Notet: Do not use the working substrate If i ooks biue.

Note 2: Do not use roagents that are contaminated or have
bacteria growh.

Anexo 6. Inserto de cuantificacion de Prolactina mediante ELISA

90 TEST PROCEDURE

Before proceeding with the assay, bring all reagents,
ok catrabos aed o b berperstus (2027,

Test Procedire shoud be performed by 3 skied indvidsal
o trained profes sion.

1. Fomat the maroplate wells for each serum refecence
calibrator, control and patient specimen to be assayed n
dplcate’ Replace any unused microwell strips back into
the aluminum bag, seal and store at 2.6°C

Petie 0.025 m (25) d the sppropisie serun rferance

imen into the assignad well

A0 |wmuwm’?fm-n Biotn Reagent 1o all el
Suilihe ricrpltegentyfr Z)secmdsbmxmdcm

onnw N

utes at oom
Becad tho 0 mmu '@ Do mcropite by docantaion or
s . biol the phte dry with absorbent

m 0380 (350) of wash bufer (see Reagent Proparaton
and biot) o asprate. two (2
of tree

manufacturer’s hairuction fo prop eeze
bot ra depmq;hg the
container (vokding ar lu)blu} . a:yw-e the was}
Decant the wash and e (2) additional times.

Add 0100 i (1001 f Proacin Enzymo Roagent solion to

DONOT SHAKE THE PLATE AFTER ENZYME ADDITION

9 Incubate 30 minutes at room temperature.

10.Discard the contents of the microplate by decantafion or
asprason. If decanting, biot the ple dry with absorbent

paper.

.41 0320 GE4)of omb il (0 Feacmnt Preparnion

). decant tap and oy or sspiate Repeat Wo 2)

o o 6 3 o of e 3) washes. An automatic:
plate_washer can be used. Follow

is omployod. fill each well by dopressing the
e ot P eyt wh

12.Add 0,100 mi (100p) of mm»g nmm skento all vells
(see Reagent Preparason Section) Al jents
g piirlpiabandy oo gl Ll

between wells.
DONOT SHAKE PLATE AFTER SUBSTRATE ADDITION
13.Incubate at reom temperature far fifteen (15) mnuke:
4. Add 0.050mi (504 f stop soluson hmmllmdgw\ly mx
for 15-20 seconds). Always add

nts in the same
to minimize reaction time differences

betwoen wells

15.Read the absorbance in each well at 450nm (using a reference.
wavelergh of 620630nm o minmize wel rpaiecions) n a
microplate reacer. The results should be read within thirty
%) inutes of adding the stop solution

10.0 CALCULATION OF RESULTS

A s used

profactn »ummm in unknown specr

T Record ihe absorbance obtained from e prinkout of the
micropiae reader s ouined iy Exapl .

2 Plot the absorbance for each duplicate senim reference ers
e conemponding P PR concontason ng/m on Inear graph
paper (4o not average the duplicates of e serum references

ting)
Dra he beskt cure rough e ploted pone
To determine the concentraen of PRL for an urknown, locate

awrage resp
‘cune at (31.1 ng'm) PRL uwummm:n(s« Figure 1)

Note: Computer data rediction scftware designed for ELISA
assays may also be used for the data reduction. f such
scftware s wflized the aidation of the software should be
asertained

Fuente: https://reactlab.com.ec/wp-content/uploads/2020/01/Insert-PRL-Sequential-
AccuBind-ELISA-4425-300.pdf
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Anexo 7. Efecto prozona

\%o

M Washlng step M

Saturation of all binding sites of No or little immunocomplex
both capture and labeled Abs formation (false negative)

3" Labeled Ab
4 Capture Ab
e Measured molecule

Hook effect in Sandwich Immunoassay

Fuente: https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC8368230/

Anexo 8. Inserto de cuantificacion de FSH mediante CLIA

Monobind Inc.
Lake Forest, CA 92630, USA

Acculite

CLIA Microwells

Follicle Stimulating Hormone (FSH)
Product Code: 475-300

Intended Use: The Guantite Determinaionof Folicle
ing Hormone Concentration in Human Serum by a
T ErepiaeCromiominescense i sesay CLIA

SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST
Folicle Simulating hormane (FSH) is a in consist
s Subed w3 ppriote B s of 500
daltons. The a-subunit is simiar to other piuitary hormones
[luteinizing _simuiating homone (LH), thyrod ~ stmulating
hormone (TSH) and chorionic. gonadatropin (CG)] whie the p-
n»sb\m confers the biologcal activity
to the molecuie. amaoomxm-lebas
hormone (GnRH) causes. o et of P e ae L1, s
the ptutary and s ransported by the biood to their sies of
action, the testes or ovary.
In men, FSH acts on the Sertoli cels of the testis, simubating
the synhesis of nhibin, which ppean b to speafall‘ ]
urther FSH secretion, and ands
mmmsy supports: sp«malogoms.s
In women, FSH acts on the mm cells of the e oy
ory menstrual
a characteristic patiem of FSH, as el e L1, socron e
mensirual cycle is diveed info a folliutar phase and a luteal
phase by the midcyde surge of the gonadotropins (LH and
FSH). As the follicular phase progresses, FS!
decreases. Near the tme owiabon occur, about midcycle, FSH
peaks (lesser in magnitude than LH) toits highest level
The cinical usefuiness of the measurement of Folicke
Stimulating hormone (FSH) in ascertaining the homeostasis of
fersiity reguation via the hypothalamic - pitutary - gonadal axis
has been wel establshed (1,2).

In thss method, FSH calbrator, patient specimen or control is
Biot

Reactbn n the various FSH antibodies
and native FSH umsamm ‘complex that binds vith the
lropuvﬂnmladnh;

ion of rm required ncubaion

feaction with a suitable substrate to produce light

The employment o several senum refernces of known folice
rudaing hormrane levs peris Conmineion of &

aaponi Live of activty s comcariakon. o mlmin

1o the dose response curve, an unkoown specimen's sciviy
can be corelated wih folicke stimulating
concertration.

PRINCIPLE

Immunoenzymometric assay:

The essential reagents m red for an

assay inc wecﬁoly antoges ey

inity and
2ud immobilized), with dlllM and d

Note 3: Above reagents are fora single 96-well microplate:
Additional Materials [Not Provided]:
1. Ppete capabieof dfivering 501 vlumes wih 2 precson

excoss, In this_procedure, the
mmwllatwﬂzspi

k repettive delveries of 0.100mi and 0.350ml
volumes with a precision of better than 1.5%.
o s

ng the assay a
microplate well tough the mieraction of n.euamn costedon
the well and exogenously added biot monodonal an

FSHantbody
mixing monocknal mmﬂ antbody, the enzyme-
labeled antbody and a serum containing the native antigen,

e,
By + A + "o = EAL AGr " Al
Ab(,,, :awwedeodmulAmmwy(Emsaumy)

sble Quantt
Ab(, Erev e Aty (mi’so‘mm
sw"’"b(-r Antigen-Anti Sandvich

ka

= Rato Constantof Associaion
K%, = Rate Constant of Dissociation
Simutanoously. the complox i doposied 10 the el trough
the high_affini srepavdn and biotysed
arlbbm!y This interaction |sv||u!r=hd

EnZpp, o Agrsn Aoyt Stroptaviding w, =
complex

Suepiaviine, = Suoptavidn immobolizsd oo well
Immobized Gomplex = ich complex bound 1 the soiid

Immobilized

Hoix acuiisiom s aihmed the antbody-bound fraction is
separated from unbound ant

ght, on is cvedy
pvoponml 10 the native anfigen concentration. By utlizing

several different serum references of known aniigen values, a
dose response curve can be from which the antigen
concentration of an unknown can be ascertained.

REAGENTS
Materials Provided:
A FSH Callbmors 1 mibial-lcone AF
u (6) wials of references for FSH Anti
0(M5(B) 10(C), 25(D). me)mm{ mwmlsm
'C. A preservative has been
foing The cababrs, i ekt S s
caibrated using a reparation. which was.

assayed ag...mh.wuom o R o)

B.  FSH Tracer Reagent —13 milvial - kcon
One (1) vialcontaining labeled  antibody,
biotinylated monoclonal mouse IgG in buffer, dye, and
presenvative. Storo at 28°C.

C. Light Reaction Wells — 96 wells - lcon®
One 96-well white micropate coated with streptayidn
and packaged in an aluminum bag with a drying agent.
Store at 2-8°C.

D. Wash Solution Concentrate — 20 mi -Icon &b
One (1) vial containing a surfactant n befred s, A
presenvatwe has been added. Store at 2-30°C.

E  Signal Reagent A . 7.0mlvial - lcon S*
One (1) botle containing Luminol i buffer. Store at
28°C

F. Signal Reagent B - 7.0milvial -Icon §°
One (1) botle conainng hycrogen peroide (H:0) 1
buffer. Store
L Productinsractons
Note 1: Donot use reagents beyond the kit expiration date.
Note 2: reagents are stable for sady (60) days when
stored at 28°C.

Hbeooart spes o eting e micoplate ls.
for
Vacuum asprator (optional) for wash steps

mer.
Quality control materials

wﬂwmpby

PRECAUTIONS
For In Vitro Diagnostic Use

Not for Internal or External Use in Hwnans or Animals

Alprodicts hat contan fuen serum
ts B SudmNNmn A 185 a0V

Anrbodlnsby ' FOA icensed reagents. She.
gfr conplele assrance i ifctious agerts 1,
human serum products should be as potentally
hazardous and capable of trmsrrlmng disease.

4. Swir the plate gently for 20-30 seconds to mix and cover.
5. Incubate 45 minutes at room temperature.
6. Discard the_contents of the micropiate by decantation or
aspiraton. I decanting, biot the plate dry with absorbent
paper.
Add 350p0 of wash buffer (see Reagent Preparation
Section) decant (tap and bial) or aspirate. Repeat four (4)
sodnmdlnmhvzmzloi five (5)eshes. An sutomatic
jasher can be Follow_the
'e s pmpﬂ usage.
saueeze botte is employed, il each well
the container (avoiding air bubbles) to
eesh. Docart the wash and ropeat four (4 adcitonel

®

Add 0.100 mi (1004) dwnlkng signal reagent to all wells
(see Reagent Preparation Section). Always add reagents
in the same order to minimize reaction time differences

9. Incubate at room temperature in the dark for five (5) min.
. Read the relative light units n each well, for minimum 0.5 —

1.0 seconds, using a microplate luminometer The resuts
should be read within thirty (30) minutes of adding the

3

for handl:
n HnCeMﬂlovDsmOmﬂ':/wa hsnlnlooll'bdm
an in Microbiological and Biomedical Laboratonies.” 2nd
Edition, 1988, HHS Publication No. (CDC) 88-8395.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

The specimens shall be blood, serum in and the usual
procautions in the collection of venipuncture samples should be
For accurate c o estabiished_normal

values, a fasiing moming serum sample should be obtained
Tha blood shaui bo colleced i 3 plain ediop voripunchre

tube wihout additives or llow

dot he spoarmen 1o separat fhe e o

cells

28°C for
fwe 5)ays Hﬂ\espeome»{s]ummbe ¥

QUALITY CONTROL
Each laboratory should assay contrls at levels in the low,

RESULTS

it this
of -20°C for

A the

o w Avoid repemve heamg and thawing. When
assayed mduphala 0.100mi of the specimen s required.
REAGENT PREPARATION
1. Wash Buffer
Dilute contents of Wash Concentrate to 1000m with distiled
or deionzed water in a sutable storage container. Store
diluted buffer at room temperature 20-27°C.

2. Working Sgnal Reagert Solution -Stoe 2. 8°C
Determine 1 of reagent 30 procare by
mixing equal portions of Signal Reagent A

Reapint 8 in s clean contaner For cxamel, i et
A and 1mi of B per two (2) eight well strps (A Sight excess
of soltion is mado). Discard the unused portion if not

constrait, pour the contents of sw Reagent B nto Signal

Reagent A and label according;

TEST PROCEDURE

Before proceedng with the assay, bring all reagents, serum

roferences and controls to room temperature (20-27 ).

1. Format the microplate wells for each serum roference,
conrol and pafent specimen to bo assayed in dupiicate

icrowel|

patier
Replace any unused micro
akiminam bag, sea and store 8t 28°C

2. Pipette 0.050 mi (50l of the appropriate serum reference,
control or specimen into the assgned wel

'Add 0.100 mi (100y) of FSH-Enzyme Conjugate solution to

all wells.

n
1 Rocord the RLU obtained from the nnnwl of the microplate.
as outined in Example 1

2 Pm the hw intensty for each dupicate serum
teferenceversus the coresponding FSH concentration in
miUim on finear graph paper

3. Draw the best-fit curve through the plotted points

4. To determine the concentration of hFSH for an unknown,
locate the average RLU's aﬁmoummonm vortical
s ofthe graph,find the nkrsectng poni on the csve,
and read the concentration (in miUim] )lmmmnhmlzn»d
axis of the graph (the duplicates of the unknown may
averaged as indcated). In the following eumpb the
average RLUS (51568) of the unknown intersects the
calbration curve at (42 3miUimi) FSH concentration (See
Figure 1)

Note 1: Compuer datareducton sofvare desgned for
chemiminescance assays may o be used o the
Gata roducton, Duplcalod of
rcraged 23 icared (Ses Figure 1)
the laboraton
implementation of aquplmmlsoﬁvyvn to measure and
interpret chemiumnescence data

Note 2

Fuente: https://reactlab.com.ec/wp-content/uploads/2024/01/FSH-475-300A-
CLIA.pdf
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Elecsys TSH

Anexo 9. Inserto de cuantificacion de TSH mediante ECLIA

cobas’

REF | Y/ | SYSTEM
08443432190 [ 08443432500 300 | cobas e 801
Espanol R1  Anticuerpo anti-TSH-~biotina, 1 frasco, 15.8 mL:

Informacién del sistema

Nombre abreviado ACN (cddigo de aplicacion)
TSH 10172
Uso previsto

Test inmunoldgico in vitro para la determinacion cuantitativa de la
tirotropina en suero y plasma humanos.

Este inmunoensayo "ECLIA" (electrochemiluminescence immunoassay) de
electroquimioluminiscencia esta concebido para ser utilizado en el
inmunoanalizador cobas e 801.

Caracteristicas

La hormona estimulante de la gléandula tiroidea (TSH, tirotropina) es una
glucoproteina con un l;))eso molecular aproximado de 30000 daltons y esté
compuesta de dos subunidades. La subunidad B es portadora de la
informacién inmunobiolégica especifica de la TSH, mientras que la
cadena o contiene la informacion especifica de la especie con una
secuencia de aminodcidos idéntica a la cadena a de la LH, FSHy hCG.!
La TSH se produce en las células basdfilas especificas de la hipdfisis
anterior y esté sujeta a un ritmo circadiano de secrecion. La liberacion
hipofisaria de la TSH (también denominada hormona tirotropa) constituye el
principal mecanismo regulador de la accion bioldgica de las hormonas
tiroideas. La TSH tiene un efecto estimulante sobre todas las fases de
formacion y secrecion de las hormonas tiroideas; también ejerce un efecto
proliferante.!

La determinacion de TSH sirve como test inicial en el diagndstico tiroideo.
Incluso las més pequenas variaciones en la concentracion de la fraccion
libre de las hormonas tiroideas implican importantes alteraciones del nivel
de TSH. Esto convierte la TSH en un pardmetro altamente sensible y
especifico para la interpretacion de la funcion tiroidea, idéneo para la
deteccion precoz o la exclusion de alteraciones en el mecanismo de
regulacion central del hipotalamo, la hipdfisis y el tiroides 23458

El test Elecsys TSH emplea anticuerpos monoclonales dirigidos
especificamente contra la TSH humana. Los anticuerpos marcados con
quelato de rutenio? se basan en un montaje quimérico de componentes
especificos de origen humano y de ratén, en el que se han eliminado
ampliamente las interferencias provocadas por los anticuerpos humanos
anti-ratén (HAMA).

a) Tris (2,2-bipiridina)rutenio(ll) (Ru(bpy)*)

Principio del test

Técnica séndwich. Duracién total del test: 18 minutos.

= 1.%incubacion: 30 uL de muestra, un anticuerpo monoclonal biotinilado
anti-TSH y un anticuerpo monoclonal anti-TSH marcado con quelato de
rutenio forman un complejo sandwich.

= 22incubacion: después de incorporar las microparticulas recubiertas de
estreptavidina, el complejo formado se fija a la fase sélida por
interaccion entre la biotina y la estreptavidina.

= Lamezcla de reaccion es trasladada a la célula de medida donde, por
magnetismo, las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo.
Los elementos no fijados se eliminan posteriormente con ProCell Il M.
Al aplicar una corriente eléctrica controlada se produce una reaccion
quimioluminiscente cuya emision de luz se mide con un
fotomultiplicador.

= Los resultados se determinan mediante una curva de calibracion
generada especificamente para el instrumento a partir de una
calibracién a 2 puntos y una curva master suministrada a través de
cobas link.

Reactivos - Soluciones de trabajo

El cobas e pack esta etiquetado como TSH.

M Microparticulas recubiertas de estreptavidina, 1 frasco, 14.1 mL:
Microparticulas recubiertas de estreptavidina: 0.72 mg/mL,
conservante.

Anticuerpo biotinilado monoclonal anti-TSH (ratén) 2.0 mg/L; tampén
fosfato 100 mmol/L, pH 7.2; conservante.

R2  Anticuerpo anti-TSH~Ru(bpy)3*, 1 frasco, 13.9 mL:
Anticuerpo monoclonal anti-TSH (ratén/humano) marcado con
quelato de rutenio 1.5 mg/L; tampén fosfato 100 mmol/L, pH 7.2;
conservante.

Medidas de precaucion y advertencias

Producto sanitario para diagndstico in vitro.

Observe las medidas de precaucion habituales para la manipulacion de
reactivos. )

Elimine los residuos segtn las normas locales vigentes.

Ficha de datos de seguridad a la disposicién del usuario profesional que la
solicite.

Evite la formacion de espuma en reactivos y muestras de todo tipo
(especimenes, calibradores y controles).

Preparacion de los reactivos

Los reactivos incluidos en el kit estén listos para el uso y forman una
unidad inseparable.

La informacién necesaria para el correcto funcionamiento estd disponible a
través de cobas link.

Conservacion y estabilidad

Conservar a 2-8 °C.

No congelar.

Conservar el cobas e pack en posicion vertical para garantizar la
disponibilidad total de las microparticulas durante la mezcla automética
antes del uso.

Estabilidad:

sin abrir, a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad
indicada
Analizador cobas e 801 16 semanas
Obtencion y ion de las

prep
Sdlo se ha analizado y considerado apto el tipo de muestras aqui indicado.
Suero recogido en tubos esténdar de muestra o en tubos que contienen gel
de separacion.

Plasma tratado con heparina de litio 0 con EDTA di o tripotasico.

Pueden emplearse tubos para plasma que contengan gel de separacion.
Criterio: pendiente de 0.9-1.1 + coeficiente de correlacion > 0.95 y una
desviacion < 10 % en los puntos de decision médica (0.27 pUl/mL y

4.2 pUlimL).

Estable durante 8 dias a 20-25 °C, 14 dias a 2-8 °C, 24 meses a

-20 °C (+ 5°C). Congelar sélo una vez.

Los tipos de muestra aqui indicados fueron analizados con tubos de
recogida de muestras seleccionados, comercializados en el momento de
efectuar el andlisis, lo cual significa que no fueron analizados todos los
tubos de todos los fabricantes. Los sistemas de recogida de muestras de
diversos fabricantes pueden contener diferentes materiales que, en ciertos
casos, pueden llegar a afectar los resultados de los andlisis. Si las
muestras se procesan en tubos primarios (sistemas de recogida de
muestras), seguir las instrucciones del fabricante de tubos.

Centrifugar las muestras que contienen precipitado antes de realizar el
ensayo.

No emplear muestras inactivadas por calor.

No utilizar muestras ni controles estabilizados con azida.

Se debe garantizar una temperatura de 20-25 °C para la medicion de
muestras y calibradores.

Para evitar posibles efectos de evaporacion, determinar las muestras y los
calibradores que se sittian en los analizadores dentro de un lapso de

2 horas.
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Fuente: https://elabdoc-prod.roche.com/eL.D/api/downloads/3316551d-1e62-€911-
6595-00215a9b3428?countrylsoCode=es
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