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RESUMEN

La correcta aproximacion clinica a un amplio grupo de situaciones depende en gran medida de la
disponibilidad de resultados analiticos de esteroides sexuales que sean exactos y reproducibles,
obtenidos con métodos con la especificidad y sensibilidad analiticas adecuadas. En este sentido, los
inmunoandlisis quimioluminiscentes actuales presentan limitaciones analiticas con repercusiones
clinicas importantes. El documento de posicionamiento revisa el estado actual en la estandarizacion
de los métodos de medida de estradiol y testosterona y su repercusion en distintas situaciones
clinicas. Se incluye asimismo una serie de recomendaciones a seguir para introducir en los sistemas
nacionales de salud los analisis de esteroides por espectrometria de masas, metodologia

recomendada desde hace mds de una década por las sociedades internacionales.

ABSTRACT

Accurate measurement of sex steroids, particularly testosterone and estradiol, is relevant for the
diagnosis and treatment of a wide range of conditions. Unfortunately, current chemiluminescent
immunoassays have analytical limitations with important clinical consequences. This document
reviews the current state of clinical assays for estradiol and testosterone measurements and their
potential impact in different clinical situations. It also includes a series of recommendations and

necessary steps to introduce steroid analysis by mass spectrometry into national health systems, a

methodology recommended for more than a decade by international societies.



http://www.seen.es/

SEEN

Sociedad Espafiola de
www.seen.es Endocrinologia y Nutricion

1. INTRODUCCION

Los esteroides sexuales son responsables del desarrollo y la maduracion del individuo, ademas de
intervenir en muchas otras funciones?. Su desbalance se relaciona con alteraciones en el

metabolismo, el hueso, y el desarrollo o progresién de ciertos tumores, entre otros trastornos.

A pesar de la gran importancia de los esteroides sexuales, nuestra capacidad para medir sus

concentraciones correctamente varia ampliamente segun el método.

La especificidad, sensibilidad, exactitud, precision y la estandarizacion de la medicidon de estas
hormonas es muy relevante para el manejo de un amplio grupo de situaciones clinicas. La obtencion
de resultados fiables nos influye en gran medida en la toma de decisiones, evitando diagndsticos y

tratamientos erréneos y seguimientos innecesarios.

En este documento, discutimos temas relacionados con las mediciones de esteroides sexuales en
cuanto a las diferentes técnicas de medicidn y su impacto en la practica clinica, y proporcionamos unas
recomendaciones consensuadas por las Sociedades Espafiolas de Medicina de Laboratorio (SEQCM),

Endocrinologia y Nutricion (SEEN) y Endocrinologia Pediatrica (SEEP).

2. EVOLUCION HISTORICA DE LOS METODOS DE MEDIDA

Las primeras técnicas de medida para el andlisis de hormonas esteroides incluian distintos métodos
guimicos y bioensayos. Estos métodos presentaban una sensibilidad analitica limitada
(concentraciones de miligramo o microgramo) por lo que estaban restringidos mayoritariamente al
andlisis de esteroides conjugados en orina. El desarrollo del radioinmunoanalisis (RIA) posibilité las
primeras mediciones hormonales con suficiente sensibilidad (nanogramo o picogramo) y especificidad
en sueroy plasma. El primer RIA data del 19593, fue originalmente disefiado para hormonas peptidicas
(insulina) y extendido diez afios mas tarde a moléculas mas pequefias como los esteroides, siendo el
estradiol el primero en desarrollarse por Abraham et al.* El desarrollo e implantacion de distintos
métodos basados en RIA para el andlisis de hormonas ha tenido un gran impacto en el desarrollo de

la endocrinologia moderna.

Los investigadores que desarrollaron los primeros inmunoanalisis para moléculas pequefas eran

conscientes de las dificultades y limitaciones de estos ensayos. De hecho, la tardanza en la aparicién
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del primer inmunoandlisis para un esteroide vino motivada por la necesidad de establecer y optimizar
pasos preanaliticos adicionales para crear inmunoanalisis que fueran validos para moléculas pequenas
y poco inmunogénicas como los esteroides. Estos no son otra cosa que moléculas lipidicas originadas
a partir del colesterol, generadas por un nimero limitado de transformaciones enzimaticas y, por lo
tanto, son muy similares estructuralmente. Estos pasos preanaliticos comprendian esencialmente la
extraccién con solventes organicos y la cromatografia, permitiendo separar eficazmente los diferentes
esteroides presentes en fluidos bioldgicos como el suero, el plasma o la orina. De esta forma se
consiguié ya en los afios 1970 el analisis de esteroides en suero con buena sensibilidad y especificidad
analiticas, aunque restringido a laboratorios especializados dado el importante procesamiento manual
de las muestras. Las ventajas de los RIA con purificacion previa de la muestra incluyen la eliminacién
de metabolitos potencialmente interferentes y la desnaturalizacidon de las proteinas de transporte
como la globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG) durante el proceso de extraccidon con
solventes orgdnicos, que libera los esteroides como testosterona o estradiol. También, tienen la
posibilidad de adecuar el volumen de muestra a la sensibilidad esperada, y permiten medir diversos
esteroides en una misma muestra tras separarlos segin su peso molecular y polaridad mediante

cromatografia.

Estos métodos de RIA con pasos previos de purificacidn de la muestra han contribuido de forma
importante al conocimiento endocrinolédgico y, en el campo del diagndstico clinico han sido
importantes en el correcto diagndstico y tratamiento, y contindan siendo métodos validos
actualmente dado su buen comportamiento analitico cuando estan bien validados. Sin embargo,
presentan algunas desventajas derivadas de la necesidad de instalaciones para radioactividad, elevada
laboriosidad y bajo rendimiento préctico (normalmente se tarda 2 dias en medir un Unico esteroide

en unas 40 muestras).

A finales de 1970, gracias al desarrollo de anticuerpos mas especificos, y de técnicas de doble
anticuerpo, se desarrollaron métodos de RIA directo para el analisis de hormonas esteroides que, a
diferencia de los primeros RIAs, permitian omitir los pasos de purificacién de la muestra previos al
inmunoandlisis. En las décadas 1980-90, los marcadores radioactivos de los RIA fueron reemplazados

por marcadores quimioluminiscentes, fluorescentes o enzimdticos que, coincidiendo con el gran
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aumento de la demanda analitica, facilité la incorporacién de kits de reactivo simplificados vy

automatizables, y permitieron una gran capacidad de andlisis en término de cantidad muestras.

Actualmente los inmunoandlisis quimioluminiscentes directos (sin extraccion previa de la muestra)
son los mas ampliamente utilizados para el analisis de las principales hormonas sexuales. Son métodos
simples, de coste relativamente bajo y presentan buenos tiempos de respuesta que permiten altas
cargas de trabajo, aunque estas ventajas son a expensas de una peor exactitud y especificidad analitica
en algunos casos, que pueden tener repercusiones clinicas importantes. Aunque las limitaciones
analiticas fueron identificadas rapidamente®, no es hasta principios de los afios 2000 donde éstas
adquieren mayor relevancia debido, por un lado, al mayor grado de escrutinio de los métodos
existentes y, por otro lado, a la creciente accesibilidad de métodos estructurales basados en
espectrometria de masas. En este sentido, tuvo un papel destacado la publicacién de Taieb et al.®, que
puso de manifiesto que de 10 diferentes inmunoanalisis de testosterona evaluados, ninguno
presentaba un comportamiento analitico adecuado en el rango de valores esperables en nifios y
mujeres, cuestionando gravemente su utilidad clinica en muchos escenarios®’. Estos hallazgos en los
andlisis de testosterona fueron replicados en otros estudios® y extendidos a otros analitos como el
estradiol. Los estudios de Lee et al y Stanczyk et al®!, tomando también como referencia la
espectrometria de masas, muestran la incapacidad de los inmunoanalisis para cuantificar de forma
precisa y exacta las concentraciones de estradiol en muestras de suero de mujeres post-

menopausicas.

Ante esta dificultad para medir la concentracion de esteroides, entre ellos la testosterona, con la
exactitud, reproducibilidad y sensibilidad necesarias, la Endocrine Society de los EE.UU., se posiciond
en 2007 recomendando el uso de métodos basados en Espectrometria de Masas como método de
referencia para la medida de la concentracidon circulante de testosterona. Asimismo, en 2010, la
Endocrine Society de los EE.UU. junto con los Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
realizaron una declaracién de consenso con el objetivo de estandarizar los procedimientos de medida
de la testosteronal?. A partir de estos posicionamientos, los CDC iniciaron un proyecto para la
estandarizacion de la medida de la concentracion de testosterona denominado Hormone
Standardization (HoST) Program 3, con el objetivo de mejorar la reproducibilidad, el sesgo y el error

total de la medida de la concentracién de testosterona y su comparabilidad. Finalmente, en 201341°
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se publica el desarrollo y validacion de un procedimiento de LC-MS/MS calibrado con el material SRM
971, material de referencia trazable y conmutable preparado por la NIST (National Institute of
Standards and Technology) para la medida de la testosterona. Los resultados de seguimiento en los
ultimos afios del programa de estandarizacién de los CDC muestran de forma consistente que, aunque
se observan mejoras en algunos métodos de inmunoanilisis, las técnicas basadas en espectrometria

de masas son las que presentan mejores resultados.

De forma andloga, la evidencia acumulada de las limitaciones de los inmunoanalisis para estradiol ha
conducido a la creacién de sinergias entre laboratorios, sociedades cientificas y fabricantes con el
objetivo de intentar mejorar los métodos analiticos existentes y facilitar su estandarizacién. El mismo
programa Host del CDC cubre el andlisis de estradiol en suero evaluando peridédicamente el
comportamiento de los distintos ensayos®®. Los andlisis muestran de forma consistente que las
técnicas basadas en espectrometria de masas son las que presentan mejores resultados, sin
observarse, sin embargo, mejoras significativas en el comportamiento analitico de los inmunoanilisis
para estradiol'’. El programa HoST se ha expandido, ademds, a las mediciones de 25-hidroxivitamina

D, al sufrir los inmunoanilisis los mismos problemas que con la medicidn de testosterona y estradiol.

3. CONSIDERACIONES PREANALITICAS.

Las condiciones preanaliticas son de extraordinaria importancia, independientemente del método de

medida. Por ello, se han de seguir de forma escrupulosa.

La secrecion de testosterona se ajusta a un ciclo circadiano, con valores maximos a las 8 h y minimos
a las 20 h. Las variaciones pueden llegar a tener una amplitud del 36%® por lo que la obtencién de la
muestra sanguinea para el analisis de esta hormona debe efectuarse por la mafiana. Asimismo, la
testosterona circula mayoritariamente unida a SHBG (unién de alta afinidad y baja capacidad) y
albumina (unién de baja afinidad y alta capacidad) y solo una pequefia fraccion circula de forma libre
llegando a los tejidos diana. Esta ultima fraccion se transforma en las células diana en
dihidrotestosterona, que tras unirse a su receptor citosdlico se traslada al nucleo celular uniéndose a
elementos de respuesta a andrdgenos especificos en el ADN. Por ello, la fraccion libre se relaciona

mas directamente con la accidn de la dihidrotestosterona y tiene mayor relevancia para la clinica.
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No obstante, la correcta medicién de la concentracion de testosterona libre constituye un reto para
los laboratorios clinicos. En efecto, aunque existen inmunoanalisis comerciales, estos en general
presentan importantes limitaciones por lo que se desaconseja su uso con fines asistenciales'®2%. La
metodologia de referencia para la medicidn de testosterona libre son los métodos de ultrafiltracion y
dialisis de equilibrio que separan, previo al andlisis mediante RIA o espectrometria de masas, la
testosterona libre de la unida a proteinas. Sin embargo, estos métodos son muy laboriosos
técnicamente y no estan disponibles en la mayoria de los laboratorios clinicos. Alternativamente, la
recomendacién para la valoracion de testosterona libre es su calculo mediante ecuaciones que tienen

en cuenta las concentraciones de testosterona total, SHBG y albimina??.

El estradiol circula unido a SHBG en un 95%. La concentracidn sanguinea de estradiol no exhibe un
ritmo circadiano, pero cambia durante las distintas fases del ciclo menstrual, al igual que lo hace la
testosterona, por lo que la obtencién de la muestra para la medicion de ambas hormonas debe

realizarse en la fase folicular temprana del ciclo menstrual en mujeres en edad fértil.

4. RETOS EN EL ANALISIS. VENTAJAS Y LIMITACIONES DE LOS INMUNOANALISIS

Una vez asegurada la fase preanalitica correcta, el valor clinico de los resultados de laboratorio
depende en gran medida del uso de una metodologia apropiada. Las mediciones en suero de
esteroides sexuales con fines asistenciales y/o de investigacion presentan retos analiticos
importantes. Entre ellos destaca la gran diversidad existente de metabolitos estructuralmente
parecidos (moléculas derivadas del colesterol) de forma enddgena o también que pueden ser
administrados de forma exdgena, la existencia de un amplio rango de concentraciones de interés
clinico y la presencia de formas circulantes libres y unidas a proteinas de transporte. Actualmente, los
métodos de inmunoanalisis son los métodos de medida mas ampliamente utilizados a pesar de estar
limitados en muchas ocasiones por su susceptibilidad a alguno de estos factores de confusidn, hasta
el extremo que un consorcio de numerosas sociedades cientificas estadounidenses se han posicionado

a favor de su sustitucion por técnicas de analisis basados en espectrometria de masas, mucho mas

11,12

exactas.
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Los inmunoanalisis automatizados presentan las ventajas de ser practicos y de permitir la medicion de
un elevado nimero de muestras de forma rapida y con bajo coste. Sin embargo presentan limitaciones
como la falta de especificidad de los anticuerpos, que puede sobreestimar las concentraciones reales
al medir moléculas parecidas al analito, una mayor posibilidad de que existan diferencias provocadas
por la distinta matriz de las muestras de suero y de los calibradores, una mayor dificultad en la
completa liberacién de testosterona o estradiol de la SHBG vy, en general, una sensibilidad limitada

para medir de forma efectiva concentraciones bajas de esteroides.

Uno de los constituyentes enddgenos a los que se ha atribuido la posibilidad de interferir en el
inmunoandlisis de testosterona y sobreestimar las concentraciones es el sulfato de
dehidroepiandrosterona (SDHEA)?3. Esta posible sobreestimaciéon es especialmente critica en las
situaciones donde se pretende valorar concentraciones relativamente bajas, como ocurre por ejemplo
en mujeres, ninos y hombres en seguimiento de cdncer de prdstata en los que la concentracidn de
testosterona se utiliza como criterio de castracién quirdrgica o quimica?*?* Existen también reacciones
cruzadas con otros metabolitos enddgenos como 11-ketotestoterona o 11-hidroxitestosterona. Son
conocidas también las reacciones cruzadas de los anticuerpos de los ensayos de testosterona con
esteroides sintéticos como nandrolona, danazol o noretisterona®. De especial importancia, en el caso
del estradiol, es la presencia de reaccion cruzada en los inmunoanalisis con los propios farmacos
inhibidores de la aromatasa como exemestano® (que también causa falsas elevaciones de
androstendiona por similitud molecular) la monitorizacion de la eficacia de los cuales es,
precisamente, el analisis de estradiol. También se ha descrito la existencia de reacciones cruzadas con
antagonistas de los receptores de estrégenos como fulvestrant?’. Mds recientemente, se ha descrito
gue el tratamiento oral con estradiol puede resultar en concentraciones falsamente disminuidas de
estradiol cuando se mide por inmunoanilisis?®®. La existencia de una interferencia concreta en el

analisis de esteroides sexuales y su grado depende de los anticuerpos usados en el inmunoanalisis

concreto utilizado para la medicidn, existiendo diferencias importantes entre fabricantes.
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5. APORTACION DE LA ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Idealmente, las mediciones analiticas de estos compuestos deberian basarse en métodos que no
fueran susceptibles a interferencias por otros analitos (nuevos tratamientos con anticuerpos
monoclonales, fdrmacos bioldgicos, etc.) de estructura similar o que interfieren en el procedimiento
de medida, a la vez que, con suficiente sensibilidad para cuantificar concentraciones bajas, como las
esperables en determinadas situaciones fisioldgicas (como acontece en las muestras pediatricas y

muestras de mujeres) o patoldgicas.

En este sentido, la aparicidn de la espectrometria de masas posibilita superar las limitaciones de los
inmunoandlisis en una gran mayoria de escenarios clinicos. Los fundamentos de ambas metodologias
(inmunondlisis y espectrometria de masas) son distintos. En efecto, aunque existe una gran diversidad
de técnicas de laboratorio basadas en inmunoanalisis y de espectrometria de masas, estas pueden
resumirse en que los inmunoanilisis se fundamentan en reacciones antigeno-anticuerpo mientras que
la espectrometria de masas no emplea reacciones antigeno-anticuerpo y se relaciona directamente

con las caracteristicas estructurales (masa y espectros de masa) de los analitos (Figura 1).

La importancia de la necesidad de usar metodologia con comportamiento analitico adecuado para las
mediciones hormonales se refleja también en el creciente consenso en las revistas cientificas de mayor
impacto en sus requerimientos para aceptar publicaciones. La revista The Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism publicé un editorial en el que exigia, a partir del afio 2015, el uso de
espectrometria de masas en aquellos trabajos en los que los resultados de esteroides sexuales fueran
un “endpoint” relevante®. Poco después, la misma revista publicd una Letter of concern valorando la
complejidad del tema®* y concretd unas instrucciones para los autores relacionadas con los requisitos

de las determinaciones de hormonas esteroides?!.

La figura 2 compara las ventajas y desventajas de los inmunoanilisis quimioluminiscentes de uso
habitual con los métodos basados en espectrometria de masas. Si bien los inmunoandlisis presentan
una buena repetitividad y rapidez, que permite manejar de forma adecuada altas cargas de trabajo,
la espectrometria de masas presenta una gran especificidad analitica (ausencia reacciones cruzadas
por metabolitos enddgenos o exdgenos, ej. farmacos®*?’), menor efecto matriz y ausencia de
interferencia por anticuerpos heterdfilos. Otras ventajas de la espectrometria de masas incluyen su

versatilidad (posibilita por ejemplo medir casi cualquier metabolito) o la facilidad para la medicién
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simultanea de varios metabolitos (posibilita elaborar perfiles o paneles a partir de una misma
muestra). Ademas, dada su elevada especificidad, se minimiza la variabilidad inter-laboratorio,
facilitando la elaboracién de intervalos de referencia o puntos de corte de decision médica comunes
entre laboratorios. Sin embargo, la espectrometria de masas es una instrumentacién relativamente
costosa que requiere una considerable inversidon econémica, asi como también requiere en general
una preparacién previa de la muestra y suele resultar en mayor complejidad (se necesita personal con
una buena formacién técnica) y mayor tiempo de respuesta. Ello probablemente limita su
introduccidon masiva en los laboratorios clinicos. El analisis de los programas de control de calidad
externo a nivel europeo permite observar su progresiva incorporacion en los ultimos afios en algunos
laboratorios de referencia clinicos a nivel europeo, la mayoria de los cuales mantenian los métodos
de referencia usando RIA con extraccién (Figura 3). En nuestro pais la experiencia en incorporacion
de métodos de espectrometria de masas para mediciones hormonales distinta a los esteroides
sexuales a nivel asistencial se centra especialmente en los ultimos 3-4 afios en los que diversos

laboratorios han podido disponer de instrumentacién dedicada a las hormonas.

6. SITUACIONES CLINICAS EN LAS QUE LA ESPECTROMETRIA DE MASAS PRESENTA MAYOR
INTERES.

Tal y como hemos resefiado los ensayos de esteroides sexuales deben ser sensibles, especificos,
exactos y precisos en un amplio rango de concentraciones''>3233 Hay algunas situaciones de especial

relevancia en la préctica clinica que merecen una mencion especial.

6.1 SENSIBILIDAD: MEDICION DE ESTEROIDES A BAJAS CONCENTRACIONES

Medicion de estradiol a bajas concentraciones.

En el seguimiento de algunas situaciones especiales, por ejemplo, pacientes con cancer de mama
tratados con inhibidores de la aromatasa (en las que es necesario suprimir las concentraciones
enddgenas de estradiol), los ensayos deben poder distinguir entre concentraciones suprimidas de
menos de 1 pg/mL3*y concentraciones previas al tratamiento que en las mujeres menop4ausicas suelen
ser de 10 a 15 pg/mL. Del mismo modo, las mujeres con otras patologias como endometriosis o

leiomiomas que se encuentran en esquemas de bloqueo y reemplazo (agonistas de GnRH para inducir
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la castracién médica, junto con una dosis baja de estrégenos), no pueden ser controladas
adecuadamente al no disponer de un sistema de medida especifico, sensible y eficaz de medicion de

concentraciones bajas de estrégenos circulantes.

Ademas, los hombres y mujeres ancianos tienen concentraciones muy bajas de estradiol, en el rango
de 5-30 pg/ml. En algunos casos, el control de estas concentraciones bajas podria ser util; por ejemplo,
en hombres con cancer de préstata que se someten a una terapia de privacidon de andrégenos, las
mediciones de estrégenos podrian ser Utiles para evaluar esta terapia en objetivos como los huesos,

el corazdn y el estado metabdlico®2.

En la misma linea, para evaluar el desarrollo puberal en nifios, necesitamos medir con precision los
valores bajos de esteroides sexuales, particularmente en prepuberes y en pacientes con pubertad
precoz, ya central, ya periférica, ya mixta, asi como definir intervalos de concentraciones normales a
lo largo de la infancia. En esta etapa de la vida, aunque es poco frecuente, algunos tumores gonadales
secretan gonadotrofina coridnica humana, lo que lleva a una produccidn de hormonas sexuales que a
menudo esta por debajo del limite de deteccion del método32. Ademas, la ginecomastia puberal en
los nifios, que implica un desequilibrio de testosterona y estrégenos, no se puede distinguir con los

inmunoandlisis habituales®.

Medicion de Testosterona

La mayoria de las pacientes que padecen sindrome de ovario poliquistico y otras formas de exceso
androgénico no estan siendo evaluadas adecuadamente debido a la falta de sensibilidad y/o
especificidad de la mayoria de los inmunodnalisis actuales. Algunos estudios han demostrado que la
testosterona libre se correlaciona mejor con la presentacidn clinica del sindrome de ovario poliquistico
que la testosterona total®®*’, aunque tal como se explicé anteriormente, la testosterona libre no esta
disponible en los laboratorios clinicos de rutina al ya que el método de referencia para su medicidn
son los métodos de ultrafiltracién o didlisis de equilibrio. Hay que destacar que las formulas que
calculan la testosterona libre, requieren que la testosterona total haya sido medida con un método de
precisién y, sélo en ese caso, ofrecen un rendimiento similar al del calculo por ultrafiltracidn o dialisis

de equilibrio. La Androgen Excess & PCOS Society recomienda desde 2009 el uso de la cromatografia
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liquida / espectrometria de masas tdndem como método de referencia para la medicién de
testosterona total, y el célculo de testosterona libre usando SHBG y albumina, como método idoneo

para estimar el hiperandrogenismo bioquimico en estas pacientes.3®

La evaluacion de testosterona en mujeres con deseo sexual reducido podria ser informativa y es una
necesidad clinica no satisfecha. Hay algunas pruebas, aunque controvertidas, en la que se sugiere una
mej | d I I I d j hipopituitari 3
jora el deseo sexual con el reemplazo de testosterona en mujeres con hipopituitarismo® o en
. ’ . . . 40 ’ . .7
mujeres premenopausicas ovariectomizadas®, pero los actuales métodos de mediciéon no ofrecen
suficiente confianza en los resultados de las concentraciones de testosterona tras la terapia

sustitutiva por lo que no se recomienda.

Otras situaciones en las que se requieren métodos de alta sensibilidad son en el seguimiento de
pacientes con cancer de préstata sometidos a castracidon quimica para suprimir las concentraciones
enddgenas de testosterona, en la adolescencia para la evaluacién de la pubertad temprana o tardia,

asi como tras el nacimiento durante la evaluacién de la mini-pubertad en varones.

6.2. ESPECIFICIDAD.

Los pacientes pueden tener estrégenos/andrégenos circulantes derivados de fuentes exdgenas, por
ejemplo, hormonas esteroides sexuales de los alimentos, suplementos nutricionales, etc. 4. Algunos
de estos compuestos pueden reaccionar de forma cruzada con el anticuerpo en el inmunoanalisis y
dar lugar a diagndsticos erréneos lo que conlleva un aumento considerable del gasto sanitario en

pruebas innecesarias ademas de las molestias para el paciente.

6.3. EXACTITUD.

Finalmente, los resultados deberian ser comparables entre diferentes laboratorios. Los datos
reproducibles son esenciales para el andlisis y control del paciente cuyas pruebas son realizadas por
varios laboratorios diferentes utilizando diferentes métodos. La introduccion de técnicas
correctamente estandarizadas en la mayoria de los centros hospitalarios evitaria que los pacientes
seguidos en centros de referencia se vean obligados a trasladarse para una simple extraccidon de

sangre, por falta de exactitud y reproducibilidad inter-ensayo entre centros.
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7. RECOMENDACIONES DEL GRUPO DE TRABAIJO.

En la medicién de las concentraciones de esteroides sexuales, hay situaciones en las que la
espectrometria de masas ha demostrado caracteristicas metodolégicas muy superiores a las del

inmunoandlisis, especialmente cuando se requiere elevada sensibilidad y especificidad.

Mientras no exista la estandarizacién de todos los procedimientos de medida, se recomienda que los
procedimientos utilizados en los laboratorios clinicos estén validados y cumplan las caracteristicas
metodolégicas de reproducibilidad, sensibilidad y exactitud analiticas requeridas para medir las
concentraciones, segun las indicaciones de la guia CLSI*? de la poblacién a que se da servicio, y que
cada laboratorio defina sus propios intervalos de referencia*®*. En este sentido, el programa HoST
del CDC ofrece sus servicios a laboratorios de todo el mundo con un coste perfectamente asumible.
Por ello, consideramos muy recomendable recurrir a este programa desde los laboratorios del sistema
nacional de salud para evaluar el rendimiento de los andlisis empleados actualmente, y valorar su

sustitucion por otros ya estandarizados.

Aun cuando los inmunoanalisis pudieran mantener cierta utilidad para su uso en medicina general en
las mediciones de testosterona total en varones y de estradiol en mujeres, las recomendaciones de la
Ultima década indican la necesidad de usar métodos basados en espectrometria de masas para la

medicion de esteroides sexuales adecuadamente, y de forma muy particular en:

1) Testosterona: las mediciones de la concentracidn de testosterona en el suero de pacientes
pediatricos, mujeres y pacientes con neoplasias hormono-dependientes deben realizarse por
métodos de elevada especificidad y sensibilidad analitica basados en espectrometria de masas.
Si ello no es posible, deben considerarse aquellos inmunoanalisis que muestren un buen
comportamiento analitico comparado con un método validado de espectrometria de masas

como el ya valorado por el programa HoST*®

2) Estradiol: las mediciones de las concentraciones de estradiol en el suero de pacientes
pediatricos y en mujeres con cancer de mama en tratamiento con inhibidores de la aromatasa
debe realizarse con métodos de elevada sensibilidad y especificidad basados en espectrometria

de masas en la valoracién inicial y durante la monitorizacién del tratamiento.
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Entendiendo que no es viable actualmente usar las técnicas de medicién basadas en espectrometria
de masas en todos los centros hospitalarios nacionales, el grupo de trabajo recomienda introducir
estas técnicas en al menos un centro por cada sistema de salud autondémico, para dar soporte
adecuado a las situaciones clinicas descritas previamente y adquirir la experiencia necesaria para

luego expandir paulatinamente estas técnicas al resto de la red hospitalaria, y adaptar de esta forma

el sistema nacional de salud a las recomendaciones internacionales vigentes.
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INMUNOANALISIS
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Figura 1. Inmunoanalisis (A-C). Ejemplo de inmunoanalisis competitivo quimioluminiscente. A. El
método se basa en un anticuerpo especifico que reconoce el analito de interés. B. Se incuba el
anticuerpo con la muestra (que contiene el analito de interés y otras moléculas) y con el analito
marcado. Analito y analito marcado compiten por la unién al anticuerpo. C. Se registra la seial
guimioluminiscente procedente del analito marcado unido al anticuerpo. En el ejemplo, la sefial
registrada sera inversamente proporcional a la cantidad de analito originalmente presente en la
muestra. Espectrometria de masas (D-H). Ejemplo de cromatografia liquida y espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS). D y E. Extraccién de la muestra de suero con solvente orgénico. Este
paso elimina posibles interferentes. F. Separacion de los componentes de la muestra mediante

cromatografia liquida. G. Seleccién de los iones especificos de los analitos. H. Representacion de los
resultados. El drea del pico cromatografico es directamente proporcional a la cantidad de analito
originalmente presente en la muestra.
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Figura 2. Ventajas y limitaciones de los métodos basados en inmunoandlisis y espectrometria de

masas.
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TESTOSTERONA ESTRADIOL
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Figura 3 Numero de laboratorios que proporcionan los resultados de testosterona y estradiol con
inmunoandlisis quimioluminiscentes (Luminisc), espectrometria de masas (Mass Spec) y
radioinmunoanalisis (RIA) en el programa de control de calidad externo europeo organizado por el

Referenzinstitut fir Bioanalytk (Alemania).
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