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RESUMEN

La hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) se incluyd en el listado de sustancias
prohibidas para los atletas desde el afio 1987, debido a su capacidad de elevar y estabilizar la
produccion endoégena de testosterona. El presente trabajo se trazé como objetivos describir
la justificacion del uso de la hormona con propdsitos de dopaje, relacionar los principales
ensayos de deteccion de la hormona con las normas establecidas en el ambito del deporte
y describir la estrategia del Laboratorio Antidopaje de La Habana (LAH), en el entorno de las
regulaciones vigentes. La estrategia de andlisis del LAH se basa en un ensayo de prescree-
ning usando una tecnologia de produccion nacional como el Sistema Ultra-Micro Analitico
(SUMA), para la deteccion de la fraccién total de la hormona. La cuantificacion de la fraccién
intacta se realiza mediante un ensayo electroquimioluminiscente con el uso del analizador
Elecsys Cobas e411 de la firma alemana Roche.

Palabras clave: hormona gonadotropina; inmunoensayos; deporte; SUMA

Human chorionic gonadotropin in doping and its control.
Strategy of the Havana Anti-doping Laboratory

ABSTRACT

Human chorionic gonadotropin (hCG) has been included in the List of Prohibited Substances
for athletes since 1987, due to its ability to increase and stabilize the endogenous production
of testosterone. The aims of this paper were to describe the justification for the use of the
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hormone for doping purposes, relate the main hormone detection tests with the standards
established in the field of sports, and describe the strategy of the Havana Anti-Doping Labora-
tory (LAH), in the environment of current regulations. The LAH analysis strategy is based on a
prescreening assay using a national production technology such as the Ultra-Micro Analytical
System (SUMA), for the detection of the total fraction of the hormone. The quantification of
the intact fraction is carried out by means of an electro chemiluminescent assay with the use
of the Elecsys Cobas e411 analyzer from the German firm Roche.

Keywords: human chorionic gonadotropin; immunoassay; sports; SUMA

INTRODUCCION

La gonadotropina coriénica humana (hCG, por sus si-
glas en inglés) es una glicoproteina dimérica producida por
la placenta durante el embarazo y también por la glandula pi-
tuitaria en hombres sanos y mujeres no gestantes, aunque
en concentraciones bajas. La misma esta compuesta por
2 subunidades: la alfa (a), que es comun con otras hormonas
como la hormona estimulante de la glandula tiroides (TSH), la
hormona foliculo-estimulante (FSH) y la hormona luteinizante
(LH), y la beta (B), la cual le confiere especificidad a la hCG
debido a que cierta parte de esta subunidad es exclusiva de
esta hormona, lo que sirve para diferenciarla del resto. Ambas
subunidades se mantienen unidas por interacciones hidréfo-
bas e idnicas no covalentes. Durante el metabolismo ocurre
la separacion de las subunidades a y B, formandose varios
productos metabolicos. (-9

La hCG estimula la produccion de testosterona (T) sin
afectar marcadores de dopaje como la relaciéon T: epitestos-
terona. Por ello, la Agencia Mundial Antidopaje (AMA) la inclu-
ye en la Lista de sustancias prohibidas en el deporte y exige
sanciones cuando la presencia de la hCG intacta en muestras
de atletas masculinos excede las 5 mul/mL. =9

En el afio 2003 el Laboratorio Antidoping de La Habana
(LAH) recibi¢ la acreditacion por el cumplimiento de los re-
quisitos descritos en la norma NC ISO/IEC:17025 para labo-
ratorios de ensayo y calibracion y el estandar internacional de
laboratorios de la AMA. Su mision principal es la de detectar
sustancias prohibidas en muestra de atletas mediante la apli-
cacion de procedimientos de ensayo con niveles altos de sen-
sibilidad y precision. Para la deteccion y cuantificacion de la
hCG en orina de atletas masculinos, la AMA impone requisitos
de obligatorio cumplimiento para los Laboratorios descritos
en su documento técnico TD2021CG/LH “Andlisis, reporte y
gestion de los hallazgos urinarios de gonadotropina coriénica
humana y hormona luteinizante en hombres”. ¢-19

Los objetivos de la presente revision son describir la jus-
tificacion del uso de la hormona con propésitos de dopaje, re-
lacionar los principales ensayos de deteccion de la hormona

con las normas establecidas en el ambito del deporte y des-
cribir la estrategia del Laboratorio Antidopaje de La Habana
(LAH), en el entorno de las regulaciones vigentes.

METODOS

A través de la revision bibliografica se recopilo, resumié 'y
analizoé la informacion disponible acerca de la hormona hCG.
Por esta razon, los métodos utilizados fueron fundamental-
mente: observacion, descripcion y sintesis.

Criterios de busqueda: Durante la recopilacion de infor-
macion se utilizaron las siguientes palabras y frases claves
como criterios de busqueda: a) hormona hCG, usos clinicos,
estructura, farmacologia, estabilidad, métodos de deteccion,
b) hormona hCG, uso en el deporte, ¢) hormona hCG, Agen-
cia Mundial Antidopaje y d) validacion de ensayos, validacion
de inmunoensayos. Se revisaron documentos en espafol e
inglés.

La revision abarcé fuentes publicadas en el periodo 1976
a 2021. De las referencias encontradas solo se aceptaron
aquellas cuyo origen fuera trazable, por ejemplo, numeracion
DOI (digital object identifier o identificador de objeto digital),
ISSN (international standard serial number o nimero interna-
cional normalizado de publicaciones seriadas) y ISBN (inter-
national standard book number o numero estandar interna-
cional de libros), asi como revistas con arbitraje por pares.

De un total de 132 referencias consultadas, se seleccio-
naron 67 teniendo en cuenta los criterios de inclusion des-
critos con anterioridad. Entre los documentos revisados se
encontraron: libros, articulos cientificos, articulos de revision
y manuales de usuario de instrumentos. En general, los docu-
mentos fueron extraidos de sitios cientificos como Pubmed,
Medline, SciELO, Springer, Infomed y los motores de busque-
da fueron Google Académico y Google. Se revisaron docu-
mentos técnicos de la AMA, documentos internos del LAH y
los siguientes sitios web:

https://www.wada-ama.org/en/what-we-do/science-me-
dical/laboratories: Sitio oficial de la agencia mundial antido-
paje que publica las normas que rigen el trabajo en los labora-
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torios acreditados. https:/diagnostics.roche.com/global/en/
products/instruments/cobas-e-411.html Sitio oficial de la fir-

ma alemana Roche, especificamente para la consulta de da-
tos referidos al analizador Elecsys cobas e477. https:/www3.
paho.org/cub/index.php?option=com_content&view=arti-
cle&id=223:centro-inmunoensayo-cie&ltemid=528: Sitio ofi-
cial del Centro de Inmunoensayos de Cuba, especificamente
para la consulta de datos referidos al kit UMELISA HCG.

Entre otros documentos consultados, se encontraron
procedimientos normalizados de trabajo (PNT) y protoco-
los-reportes de validacién (PV/RV) del sistema de gestion de
la calidad del LAH.

RESULTADOS

Hormona gonadotropina corionica humana.
Descripcion

La hormona hCG es una glicoproteina que se produce
por el embridn en desarrollo poco después de la concepcion
y posteriormente por una parte de la placenta denominada
sincitiotrofoblasto. También se encuentra en bajos niveles en
hombres sanos y mujeres no embarazadas cuya produccion
ocurre en la hipdfisis. La hCG posee una masa molecular de
36,7 kDa y presenta 2 subunidades: la alfa (a) y la beta (B), por
lo que se clasifica como heterodimérica. La subunidad a tiene
92 aminodcidos y es comun con otras hormonas como la LH,
la FSH y la TSH. La subunidad 8 presenta 145 aminoacidos y
es especifica de la hCG, lo que permite su diferenciacion de
las demds hormonas. @511-19)

Farmacologia y farmacocinética

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es un
decapéptido producido por el hipotdlamo y su funcion es re-
gular la secrecion de las gonadotropinas, entre ellas la hCG
pituitaria. La secrecion de GnRH vy la liberacion de las gona-
dotropinas ocurre con caracter pulsatil y en ellas influyen
2 sistemas neuroquimicos: el a-adrenérgico, con caracter es-
timulador, y el opioide, de caracter inhibidor. La regulacion de
la produccién de gonadotropinas hipofisarias a través de la
GnRH responde a un mecanismo de retroalimentacion nega-
tiVa. (1.14-16)

Las inyecciones de GnRH promueven los niveles de hCG
hipofisaria y de LH y se infiere que la hCG hipofisaria comple-
menta la LH hipofisaria en hombres y mujeres. La accion de
ambas esta mediada por un receptor conjunto hCG/LH loca-
lizado en las células del cuerpo Iuteo del ovario, en el tejido
miometrial, en el tejido del cordon umbilical y en las células
del cerebro humano, entre otros. (17

Con el embarazo, la hCG reemplaza a la LH para pro-
mover la produccion de progesterona; alcanza su concen-
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tracion maxima a las 10 semanas de gestacion y continua
produciéndose a lo largo del embarazo. Estudios en torno a
las funciones de esta hormona han demostrado que participa
en la promocion de la produccion de progesterona del cuerpo
luteo, la angiogénesis de la vasculatura uterina, el crecimiento
del Utero durante el embarazo, el control de la contraccién del
musculo uterino, la promocioén del crecimiento y diferencia-
cién de organos fetales, entre otros. (111517-29)

La hCG hipofisaria se produce a niveles muy bajos en los
hombres (entre 0,03 mUl/mL a 1,7 mUI/mL); mientras que en
mujeres es secretada en pulsos en las fases IUtea y folicular
del ciclo menstrual paralelos a los niveles de LH. 17

Una de las caracteristicas farmacocinéticas de las gona-
dotropinas es que no se absorben por via oral y administrada
por via parenteral la hCG muestra una semivida de 8 h. La
eliminacion urinaria es del 5 % al 10 % de la dosis. La excre-
cion renal provoca la degradacion proteolitica de la hormona
y como resultado se obtiene una constitucion compleja de va-
rias isoformas moleculares, como son hCG mellada (hCGn),
hCG B, hCG B mellada (hCGpN), hCG intacta y un fragmento
central de la subunidad B (hCGRcf), siendo estos 2 ultimos las
variantes urinarias principales. La hCGBcf esta conformada
por 2 cadenas de aminodacidos unidas mediante puentes di-
sulfuro. @14

Las reacciones adversas relacionadas con la administra-
cion de la hCG se han descrito en el T % al 4 % de los pacien-
tes, y las principales son: cefalea, depresion, edema, pseu-
do-pubertad, ginecomastia, sindrome de hiperestimulacion,
agrandamiento ovarico, ascitis, hidrotorax, hipovolemia v,
raras veces, shock. Puede producirse un hemoperitoneo por
rotura de un quiste ovarico, fiebre y tromboembolia arterial. 14

Usos diagnéstico y terapéutico
Debido a la diversidad de procesos en los que participa

directa e indirectamente, la hCG es utilizada en la terapia y

diagnostico de muchas enfermedades. Entre ellas:

— Diagnostico de embarazo. Es uno de los diagndsticos mas
conocidos y utilizados. Durante el embarazo, existen niveles
significativos de hCG en la sangre y la orina. La hormona
puede detectarse inmunoldgicamente con antisueros es-
pecificos para su subunidad B. El diagnostico es rapido y
no invasivo, pues la matriz empleada es la orina. (14151829)

— Evaluacién del transcurso del embarazo. Ademas de verificar
la normalidad del embarazo, este ensayo también aporta
datos en la deteccion de un embarazo ectépico, mola hida-
tiforme o coriocarcinoma. En los embarazos viables, la con-
centracion media de hCG de 126 mUI/mL 12 dias después
de la transferencia de embriones, mientras que los niveles
menores a 76 mUI/mL se asocian con la pérdida temprana
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del embarazo. Mientras tanto, niveles de hCGRB superior
a 1500 mUI/mL a 2000 mUl/mL son una evidencia de un
embarazo ectdpico. (1115182022)

— Marcador tumoral. Las mediciones cuantitativas de la
hormona en suero se emplean como marcador tumoral de
enfermedades trofobldsticas malignas (comun en cancer
de testiculoy prostata) y tumores de células germinales, asf
como para dar seguimiento clinico a la respuesta de terapias
antineoplasicas. (152024

— Marcador para el diagnostico del sindrome de Down. La
deteccién prenatal de trisomia 21 es extremadamente
importante para disminuir la prevalencia de nacimientos
con sindrome de Down. Para ello se evalian marcadores
bioquimicos como la a-fetoproteina, el estriol no conjugado,
la hCG, la fraccion B-HCG libre e inhibina-A. 12520

— En la estimulacion de la produccion de T para evaluar la
funcion de las células de Leydig. Los niveles séricos de T se
analizan después de multiples dosis de hCG. Una respuesta
de T disminuida a la hCG indica insuficiencia de las células
de Leydig, mientras que una respuesta de T normal sugiere
un trastorno hipotaldmico-hipofisario. (141527

La administracion de hCG es Util, entre otros, en los si-
guientes casos: a) infertilidad masculina asociada con el hi-
pogonadismo, b) promover la ovulacién en protocolos contro-
lados de hiperestimulacion ovarica y ayudar a la concepcion,
c) esterilidad funcional femenina y masculina por insuficiente
secrecion hipofisaria o por falta de respuesta ovarica al esti-
mulo normal hipofisario, d) amenorrea primaria y secundaria,
oligomenorrea y ciclos anovulatorios, €) menometrorragia
funcional, amenaza de aborto y aborto habitual. (2111475

El sindrome de hCG familiar es una afeccién poco comun
y se describio por primera vez en 2009. Los miembros de la
familia afectados producen una forma mutada de hCG con
multiples alteraciones en la region del péptido C-terminal de la
molécula, lo que da como resultado un aumento persistente
de la hormona. 829

Usos en el deporte

El uso de esta hormona en el deporte se basa fundamen-
talmente en la capacidad de la hCG de restaurar la produccioén
de T enddgena. Aparentemente, los consumidores masculi-
nos de esteroides anabdlicos abusan de la hCG en 2 situa-
ciones:

— El abuso prolongado de esteroides anabolicos en dosis
altas desarrolla una inhibicion sostenida del eje testicular
hipotalamo-hipofisarioy con el uso de la hCG se estimula la
produccion de T testicular, por lo que se considera un medio
de dopaje androgénico indirecto. La informacion preliminar
sobre este aspecto sugiere que la relacion entre la T y la

epitestosterona (marcador de dopaje) no se ve afectada por
el tratamiento con hCG debido a la estimulacién del paso
metabdlico de T a estrogenos.

- Los consumidores de andrégenos sintéticos (incluida la T)
que buscan evitar la deteccion de dopaje, consumen la hCG
para estimular la produccion de T enddgena. La “mezcla” de
T fisiologica con T sintética en el organismo puede enmas-
carar un resultado analitico cuando se aplica la técnica de
espectrometria de masas de relaciones isotopicas.

En hombres, las concentraciones basales de T en san-
gre se encuentran alrededor de 20 nmol/L y después de una
administracion de dosis terapéutica de hCG coriénica purifi-
cada y recombinante, aumentan a 30 nmol/L-40 nmol/L. Es-
tas concentraciones de T en sangre (con incrementos entre
50 %-150 % equivalente a 10 nmol/L-30 nmol/L por la esti-
mulacion fundamentalmente de las células de Leydig) se han
relacionado experimentalmente con el aumento de la fuerza
y la masa muscular, lo cual justifica la prohibicién de la hCG
para atletas masculinos. @9

Sin embargo, en el sexo femenino la evidencia disponi-
ble demuestra que la hCG no tiene una estimulacion sig-
nificativa en el incremento de las concentraciones de T en
sangre, sino en la produccion de progesterona y estradiol
en los ovarios. Los niveles basales de T en mujeres se en-
cuentran entre 2 nmol/L-2,5 nmol/L y alcanzar niveles entre
30 nmol/L-40 nmol/L es muy poco probable después de una
administracion de hCG. La mejor evidencia disponible indi-
ca que la administracion de 250 pg de hCG recombinante a
mujeres jovenes sanas produce un aumento de aproximada-
mente 0,25 nmol/L de T en sangre. Este aumento es aproxi-
madamente la mitad del ritmo diurno en las concentraciones
de T en sangre en las mujeres. También se ha descrito que la
administracion de hCG purificada en dosis bajas crénicas o
dosis altas convencionales (5000 Ul a 10000 Ul), produce un
aumento nulo o minimo de 1 nmol/L de T en sangre en muje-
res jovenes con funcion ovarica normal. G031

Una consecuencia involuntaria de las pruebas de hCG en
la orina de los atletas masculinos es el diagnostico incidental
de tumores de células germinales origen testicular o un tumor
secretor de hCG ectdpico, que secretan hCG. Por otro lado, la
evaluacion de hCG en la orina de atletas femeninas ha conlle-
vado a la deteccion de embarazos o abortos espontaneos, a
veces desconocidos para el atleta con consecuencias psico-
l6gicas potencialmente graves. (12416297349

Ambito regulatorio

La AMA es la responsable de revisar, actualizar y publicar
la Lista de sustancias prohibidas con una frecuencia anual
junto a una serie de documentos técnicos (DT) que rigen
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la actividad analitica en los laboratorios y armonizan las
metodologias de ensayo. De manera general, se considera
una sustancia prohibida si incrementa el rendimiento atlético,
perjudica la salud del atleta y como consecuencia va en
detrimento de la ética en el deporte. ¢33

Debido al incremento de su uso en el deporte, la hCG se
incluye en la Lista de sustancias y métodos prohibidos en el
afio 1987. El primer limite umbral establecido se fijo arbitraria-
mente en una concentracion de 25 mUl/mL en orina de atle-
tas masculinos, y posteriormente se disminuyd a 5 mul/mL.
En 2005, la hCG también se prohibié para las atletas feme-
ninas, pero la baja probabilidad de mejora en el rendimiento
deportivo, unido a la posibilidad de deteccion de un embara-
70, representaba una invasion significativa de la privacidad de
las atletas. Por ello, desde el afio 2006, la hCG estéa prohibida
solamente en atletas masculinos y la deteccion de hCG con
fines de control del dopaje en atletas femeninas requiere una
justificacion solida. Dentro de la Lista, la hCG pertenece a la
categoria S2 que incluye las hormonas peptidicas, factores de
crecimiento y sustancias relacionadas y miméticos. 483435

Segun las estadisticas publicadas en el sitio web de la
AMA, hasta el afio 2013, la cantidad de muestras reportadas
como positivas a la presencia de hCG fue significativa. En el
grupo S.2 llegd a representar el 61,4 % de los casos positivos
reportados. Sin embargo, el incremento de las exigencias en
los ensayos de deteccion de la hormona, y al mismo tiem-
po, el incremento del consumo de otros agentes dopantes de
mayor interés (ejemplo: eritropoyetina y sus andlogos) origind
una disminucion notable en los ultimos afios. En la figura 1
se muestra el comportamiento de la deteccion de la hCG en
los laboratorios para el control del dopaje desde 2011 hasta
2020.

Antes de la emision del primer DT en el afio 2017, los re-
quisitos minimos para el ensayo de hCG y LH recomendaban
la medicion de la fraccion intacta de la molécula de hCG como
Unica alternativa valida para los ensayos de pesquisa (scree-
ning) o de confirmacién. La primera version del DT en el 2017
establecio que, a criterio y segun los recursos disponibles en
el laboratorio, se podia incluir un ensayo de prescreening, con
la medicién de la fraccion total de la hormona. ®

Actualmente, el DT identificado como TD2021CG/LH es-
tablece que el proceso de deteccion de hCG en orina puede
realizarse en 2 fases: la preanalitica y la analitica. Esta Ultima
comprende el ensayo de pesquisa (screening) y el de confir-
macion. La fase preanalitica establece, ademas, las condicio-
nes de conservacion de la muestra para su posterior analisis,
la estrategia de distribucion de alicuotas, criterios de valida-
cion, analisis de pesquisa y de confirmacion, asi como el con-
trol de la calidad de los ensayos. La version vigente del DT
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Fig. 1. Casos positivos a la hormona gonadotropina coridnica desde
2011 hasta 2020. Grafico rojo: casos positivos reportados de hCG,
Grafico azul: porciento que representa la hCG dentro del grupo S.2.
Fuente: Elaboracion propia, a partir de https://www.wada-ama.org/en/
resources/anti-doping-stats/anti-doping-testing-figures-report

permite tanto la realizacion de inmunoensayos como ensayos
basados en cromatografia acoplada a espectrometria de ma-
sas (C-EM) especificos para el heterodimero a/B de la hCG
(hCG intacta) o para la fraccion total de hCG (hCG total). ®

En la figura 2 se muestra el esquema general que deben
seqguir los laboratorios acreditados para la medicion de la hCG
en orina de atletas masculinos.

Métodos de deteccion y cuantificacion

Luego del descubrimiento de hCG en la orina de mujeres
embarazadas en el afio 1927, se han desarrollado una serie
de métodos bioldgicos e inmunoldgicos para su deteccion y
cuantificacion en orina y sangre. ©9

En la actualidad, practicamente todos los ensayos comer-
ciales para hCG se basan en el “principio sandwich” que em-
plea anticuerpos monoclonales (acm) o una combinacion de
acm y antisuero policlonal. Basicamente, un acm anti-hCG se
fija a una fase solida para capturar la hCG dimérica, mientras
gue un segundo anticuerpo monoclonal-antisuero policlonal
se conjuga con un agente de sefializacion (colorante, mate-
rial radiactivo o enzima para deteccion espectrométrica/lumi-
niscente) y reacciona con un sitio distal en la hormona para
permitir la deteccion y medicion de la hCG capturada. Las re-
giones antigénicas de la hCG se han definido ampliamente y
los anticuerpos monoclonales con especificidad de epitopo
conocida, han demostrado ser fundamentales para disefiar
ensayos para las formas especificas de hCG. Se recomiendan
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Fig. 2. Esquema general para el anélisis de la hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) en orina de atletas masculinos en los laboratorios

acreditados de la Agencia mundial antidopaje. Se describe para ensayos de inmunoanalisis.Leyenda: g.e: gravedad especifica.

las muestras de suero para las determinaciones cuantitativas,
mientras que las muestras de orina se utilizan principalmente
para pruebas de embarazo y para identificar resultados falsos
positivos en muestras de suero, asi como en analisis antido-
paje. Tanto la hCG como la hCGp estan presentes en el suero,
por tanto, estos analisis generalmente se disefian para medir
sus niveles combinados (»2936738)

Para la deteccion y cuantificacion de la hCG se han des-
crito un numero considerable de técnicas. A continuacion, se
describen algunas de las mas empleadas:

— Tiras reactivas: Es el método comercial mas utilizado en
orina e implica el método sandwich de inmunocromatogra-
fia de doble anticuerpo y oro coloidal. Los disefios iniciales
generalmente mostraban limites de deteccion (LD) de B-hCG
superiores a 25 mUI/mL (aprox. 1 ng/mL) Sin embargo, las
ultimas aplicaciones han disminuido los LD a concentracio-
nes inferiores a 3muUl/mL. ¢4

- Radioinmunoensayos (RIA). Este ensayo utiliza un antigeno
marcado con isétopos radiactivos para competir con el mé-
todo de analisis de trazas in vitro del antigeno no marcado.
En general, la reaccion es compleja, el periodo efectivo es
corto y la contaminacion radiactiva lo convierte en un mé-
todo poco atractivo. Fue uno de los métodos pioneros en
la deteccién y cuantificacion de la hCG y en su momento,
una de las ventajas fue poder detectar la hCG con una alta
precision en presencia de altos niveles de estrogenos y otras
hormonas como la LH. En general se consideran ensayos
con caracteristicas de operacion simple, especificidad y
determinacion rapida. “2-44

Inmunoensayo de electroguimica luminiscente (ECLIA, si-
glas en inglés) es otra generacion de inmunoensayos marca-
dos, caracterizados por la alta sensibilidad y reproducibilidad
y con un ruido de fondo muy bajo. La técnica se basa en sen-
sores tipo sandwich y el uso de nanoparticulas. Especialmen-
te la reaccién con nanoparticulas compuestas de dioxido de
titanio funcionalizadas en membrana Nafion, han mostrado
LD en 0,007 mUl/mL. Sin embargo, los reactivos y los costos
de mantenimiento del equipo son altos. #54)

- Inmunoensayos de quimioluminiscencia (CLIA, por sus
siglas en inglés) implica la oxidacion de sustancias qui-
mioluminiscentes para formar especies intermediarias
excitadas y emitir fotones. Esta técnica se ha convertido en
una tecnologia avanzada para la deteccion de sustancias
en niveles de trazas, por su alta sensibilidad, especificidad,
reactivos economicos y estables, rapidez de medicién,
amplio rango de deteccion y automatizacion de operacion
simple. Los disefios iniciales de CLIA utilizaron un éster de
acridinio especial y particulas paramagnéticas en el inmu-
noanalizador LIAISON, logrando un LD de 0,001 miU/mLy
un rango de trabajo hasta 50 000 mlU/mL. Se han explorado
combinaciones de CLIA y otros métodos de inmunoensayo
e inmunoadsorcion ligado a enzimas con LD de 3 mIU/mL
de hCG. La introduccion de reacciones que implican la pe-
roxidasa de rdbano (HPR, horseradish peroxidase, por sus
siglas eninglés) y la oxidacion del luminol han demostrado
mayor sensibilidad. ¢947.48)

- Fluoroinmunoensayos (FIA, por sus siglas en inglés) se basa
en la sensibilidad de la respuesta inmune y de la deteccién
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de fluorescencia. La concentracion de una sustancia puede
cuantificarse por laintensidad de la fluorescencia provocada
por la reaccion. Este ensayo es altamente especifico y sensi-
ble; su desventaja es que el ambito de aplicacion es limitado
porque la lectura del resultado final debe realizarse en un
tiempo limitado. En general, FIA tiene buena estabilidad,
alta sensibilidad y puede mantener la actividad biologica y
la actividad inmune. 949

— Inmunoensayos enzimaticos: es uno de los primeros mé-
todos disefiados para la cuantificacion de hCG. En él se
combina la amplificacion de reacciones catalizadas por
enzimas con la especificidad de las reacciones de afinidad
anticuerpo-antigeno. Posee una sensibilidad baja y solo es
adecuado para determinaciones cualitativas y semi-cuantita-
tivas. El Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA, por
sus siglas en inglés) es un método de analisis bioguimico
comun, que amplifica la sefial de la union antigeno-anti-
cuerpo con reacciones catalizadas por enzimas. La técnica
muestra una precision satisfactoria en la identificacion de
varios biomarcadores tumorales, incluida la hCG. Se ha
reportado un rango de deteccion y cuantificacion desde
0,4 muUl/mL a 250 mUIl/mL y una sensibilidad mayor que
en ensayos RIA. (051

— Espectrometria de masas (EM) es un método de andlisis de
medicion de la masa idnica mediante la relacion masa-carga
y recientemente, se ha aplicado ampliamente en el andlisis
de proteinas. Muestra una velocidad alta de deteccién, alta
precision y necesita pequefios volumenes de muestra. La
EM se ha convertido en la Ultima década en una fuerte
herramienta de diagndstico clinico. Su uso junto a la croma-
tografialiquida (CL) es una parte fundamental de la analitica
del dopaje porque posee las ventajas de una identificacion
inequivoca de sustancias prohibidas, al tiempo que excluye
cualquier tipo de reaccion cruzada debida a compuestos
interferentes. Ademas, puede reducir el riesgo de resultados
falsos positivos y falsos negativos. Para el andlisis de hCG
por CL-EM, se han combinado pasos de hidrolisis y digestion
enzimatica, mostrando una estabilidad, precision y repeti-
bilidad satisfactorias. También se ha descrito la posibilidad
de diferenciar la molécula de hCG recombinante de la hCG
endogena (de origen fisioldgico) cuando se utiliza la técnica
de ionizacion por electrospray. (495259

Estabilidad de la hormona en orina

La degradacion de la hCG es inducida, entre otros, por
condiciones acidas, calor y escision proteolitica debido a la
presencia de enzimas proteoliticas en la orina, provenien-
tes de fuentes exdgenas o enddgenas. Ocasionalmente, las
temperaturas elevadas durante el transporte de las muestras
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de orina para el control del dopaje (tomadas en el sitio de la
competencia y trasladadas hacia el laboratorio) favorecen el
deterioro de la molécula de hCG. 9

Un estudio disefiado para verificar la estabilidad de la
hCG en la orina conservada a -20 oC se llevd a cabo con me-
diciones en 2 intervalos de tiempo: de 5 afios a 14 afios y de
1 semana a 10 meses. En el intervalo de 5 afios a 14 afos se
detectd una pérdida sustancial de la inmunorreactividad de la
hCG, mientras que en el transcurso de 1 semana a 10 meses
se demostro la pérdida de una proporcion muy variable de la
hormona donde las concentraciones de hCGB aumentaron en
la misma medida que la hCG disminuy6, aparentemente debi-
do a la disociacion de la hCG en sus subunidades. 9

En 2010, Tsivou y col. evaluaron la adicion de una solu-
cion estabilizadora a muestras de orina de deportistas, con el
objetivo de inactivar quimicamente las enzimas proteoliticas
y con ello evitar la degradacion de la hCG (por adicién de una
solucién quimica estabilizadora). Incubaron alicuotas de ori-
na enriquecidas con hCG y 6 enzimas proteoliticas (subtilisi-
na A, papaina, tripsina, a-quimotripsina, bromelina y pepsina)
durante 4 dias con y sin la solucion estabilizadora, a 37°C y
a -20°C. Después de la incubacion a 37°C, observaron que la
adicién de subtilisina A, papaina, tripsina y a-quimotripsina en
las alicuotas de orina no tratadas quimicamente, dio como re-
sultado niveles de hCG significativamente menores, contrario
a las alicuotas tratadas. En presencia de bromelina y pepsi-
na la concentracion de hCG no difiri¢ estadisticamente entre
las alicuotas tratadas y sin tratar. Estos autores plantean que
la degradacién de la hCG pudo ocurrir mediante 2 procesos:
a) una disociacién causada por el efecto de la temperatura o
b) una degradacion provocada por la escision proteolitica, sin
embargo, no se puede descartar una combinacion de ambos.
Las muestras que almacenaron a -20°C registraron niveles
mas altos de hCG en presencia de tripsina, a-quimotripsina,
papaina y bromelina en comparacién con las muestras que
se incubaron a 37°C. ¢4

Estrategia en el Laboratorio antidoping para la
deteccion de la hormona

Ensayo inicial o prescreening. Sistema Ultra Micro
Analitico

El Sistema Ultra Micro Analitico (SUMA) se cred en la dé-
cada de 1980 por el Centro de Inmunoensayos (CIE) de Cuba.
Es un sistema completo de reactivos e instrumentacion para
ultramicroensayos que combina la alta sensibilidad de los
ensayos inmunoenzimaticos ELISA, con el uso de ultra-mi-
crovolimenes de muestras y reactivos, con una consecuente
reduccion de los costos. La tecnologia SUMA es una plata-
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forma flexible, adecuada para desarrollar programas de salud
basados en el pesquisaje activo. Especificamente, el kit Ul-
tra-Micro-ELISA (UMELISA) HCG fue disefiado para detectar
hCG en orina y suero con fines clinicos. Sin embargo, en el
LAH se establecio una nueva aplicacion al control del dopaje
y se valido con estos propdésitos. ¢7:557)

El kit UMELISA HCG utiliza como fase sdlida tiras de ul-
tramicroELISA (10uL por pocillo) revestidas con anticuerpos
monoclonales y policlonales anti BHCG. Las muestras se in-
cuban en los pocillos y si éstas contienen HCG, la misma se
fija a los anticuerpos del recubrimiento de la fase solida. La
realizacion de un lavado posterior elimina los componentes
de la muestra no fijados. Posteriormente se afiade un con-
jugado anti HCG (cadena a y B-fosfatasa alcalina, el cual se
une a la hCG fijada en la reaccion anterior. Un nuevo lavado
de las tiras elimina el conjugado en exceso. La reaccion de
revelado se hace mediante la adicion del sustrato fluorigénico
4-metilumbeliferil fosfato) el cual se hidroliza por la enzima
del conjugado. La intensidad de la fluorescencia emitida es
proporcional a la concentracion de hCG en la muestra. ©7)

Aunqgue el kit posee sus propios estandares para la con-
feccion de una curva de calibracion (cuantificacion de la hCG
en las muestras) y los controles (control de la calidad del en-
sayo), en el LAH ha desarrollado controles negativos y posi-
tivos “in-house”. El control negativo es una orina obtenida de
un voluntario masculino, supuestamente sano con concen-
traciones de hCG inferiores a T mUl/mL (identificado como
blanco de orina BLOR). Los controles positivos se disefiaron
en 2 niveles: un control para concentraciones altas de hCG
(15 mUI/mL identificado como orina positiva ORP2) y otro
en concentraciones cercanas al nivel de decisién (5 muUl/mL
identificado como orina positiva ORP3). La inclusion de con-
troles diferentes a los del fabricante en el kit es recomendable
para aumentar el control de la calidad del resultado analitico.
(8,58,59)

Cada lote analitico esta conformado por los estanda-
res del kit (curva de calibracion), controles del kit, controles
“in-house” y las muestras de orina de atletas masculinos (to-
dos por duplicado). Los pardmetros del control de la calidad,
para la aceptacion o no de los resultados, son los recomen-
dados por el fabricante. Adicionalmente se verifican las des-
viaciones de los controles del kit y de los controles “in-house”
mediante cartas de control cuyos limites se establecieron a
partir de los resultados del proceso de validacion del ensayo.

Si los criterios de control de la calidad se cumplen satis-
factoriamente, los resultados del lote analitico se aceptan. Si
en las muestras se observa valores de fluorescencia simila-
res al control negativo BLOR y menores al control ORP3, se
consideran “negativas a la presencia de hCG". Si, comparado

con los controles positivos ORP3 y ORP2, una muestra con-
tiene hCG-total en una concentracion superior a 5 mul/mL, la
muestra se considera “sospechosa” de un consumo de hCG.
En este caso, una nueva alicuota de la misma muestra se eva-
lUa usando el instrumento Cobas e411.

Ensayo de screening. Analizador Elecsys cobas e411

El analizador Elecsys cobas e411 de la firma Roche®
(Alemania) es un analizador totalmente automatizado que uti-
liza una tecnologia patentada de electroquimio luminiscencia
(ECL) para el andlisis de inmunoensayos. Esté disefiado para
determinaciones de ensayos in vitro cuantitativos y cualitati-
vOs para una amplia gama de aplicaciones (ejemplo: anemia,
marcadores 0seos, cardiacos y tumorales, cuidados intensi-
vos, fertilidad y hormonas, entre otras). Entre las ventajas que
ofrece el instrumento se encuentran: alta sensibilidad, fiabili-
dad y reproducibilidad de resultados gracias a la tecnologia
ECL; puede ejecutar hasta 18 ensayos con un rendimiento
de hasta 86 pruebas por hora. Posee un flujo de trabajo de
“muestra inteligente” que incluye: pipeteo de muestras sin
arrastre para evitar la contaminacion cruzada, y capacidad
automatizada de repeticion de muestras. ¥

Elanalizador basa la ejecucion de los ensayos en el princi-
pio sandwich. Durante la primera incubacion, los anticuerpos
capturan la hormona presente en la muestra y en el segundo
paso, se afiaden microparticulas paramagnéticas recubier-
tas de estreptavidina. Durante una segunda incubacion, el
anticuerpo biotinilado se adhiere a la superficie recubierta de
estreptavidina de las microparticulas. La mezcla de reaccion
gue contiene los complejos inmunes se transporta hasta la
célula de medicion. Los complejos inmunes quedan atrapa-
dos magnéticamente sobre el electrodo de trabajo, mientras
que el reactivo y la muestra libre se eliminan con la solucién
de limpieza. En la reaccion de ECL, el conjugado es un deri-
vado basado en rutenio y la reaccion quimioluminiscente se
estimula eléctricamente para producir luz. La cantidad de luz
producida es directamente proporcional a la cantidad de hCG
presente en la muestra. La evaluacion y el calculo de la con-
centracion del antigeno, se realiza mediante una curva de ca-
libracién creada a partir de estandares con concentraciones
conocidas. ©®)

Aligual que en el ensayo de prescreening, el ensayo inclu-
ye los controles del kit y los controles “in-house” analizados si-
multaneamente con las muestras de orina de atletas mascu-
linos (en triplicado). Igualmente, se controlan los pardmetros
de la calidad de la medicion siguiendo las recomendaciones
del fabricante y las desviaciones en cartas de control.

Si el resultado del andlisis muestra una concentracion
de hCG superior o igual a 5 mUIl/mL, se comprueba la gra-
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vedad especifica (GE) de la muestra. Si la misma excede los
1,018 g/L, el valor experimental de hCG se ajusta aplicando un
factor de correccion segun el valor de consenso de 1,020 g/L.
La muestra se considera positiva de dopaje con hCG si la con-
centracion de la hormona, una vez corregida por la GE, supera
los 5 mUI/mL. En caso contrario, la muestra se reporta como
negativa. ®

Validacion de los métodos analiticos en los
laboratorios acreditados

La validacion de un método consiste en su adecuacion a
requisitos previamente establecidos, con el objetivo de resol-
ver un problema analitico particular. Estos requisitos son los
que definen los parametros o criterios de calidad que debe
poseer un ensayo. Entre los parametros de validacion se en-
cuentran: la exactitud, la precision, especificidad, limite de de-
teccion, limite de cuantificacién y linealidad, entre otros. ©9

Con el objetivo de armonizar los ensayos entre los labo-
ratorios antidopaje, el DT TD2021CG/LH establece que los
inmunoensayos para detectar hCG deben mostrar valores
de repetibilidad y precision intermedia menores o iguales a
10 % y 15 %, respectivamente, al nivel de concentracion de
5 mUl/mL, asi como el limite de cuantificacion menor o igual
a 3 mUl/mL con una incertidumbre combinada maxima del
20%.®

En el proceso de validacion de ambos ensayos se eva-
luaron la precision, la exactitud y la incertidumbre combinada

Especificidad:

se evalué mediante el analisis de muestras de
orina que contenian alta concentracionesde LH,
FSH y niveles elevados de andrégenos
(negativos a la presencia de esteroides sintéticos

\

Repetibilidad:

se determiné a partir de la medicion de
CNy CP (n = 18 cada uno), durante _
tres dias.

Criterio de aceptacion: la variacion de
las unidades de fluorometria <10%

/

Precisién Intermedia:

se determiné a partir de CN y CP en dias
diferentes por dos analistas diferentes

Los datos obtenidos se evaluaron
estadisticamente mediante la aplicacion de la
prueba t de Student (a = 0,05).

Criterios de aceptacion: variaciones menores a
15% y no diferencias significativas entre los
resultados obtenidos por los dos analistas.
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en muestras de orina contaminadas con hCG en concentra-
ciones de 5 mUl/mL y 15 mUl/mL. Igualmente se evaluaron
muestras de orina de voluntarios masculinos con una amplia
variedad en los valores de GE, pH y presencia de sedimentos.
Los voluntarios declararon no haber consumido medicamen-
tos en los 7 dias antes de colectar la muestra.

Validacién de la tecnologia SUMA con el kit
UMELISA HCG

El material de referencia usado fue proporcionado por
el Centro de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos
(CIDEM). EI mismo contenia 80 % de hCG intacta, 10 % de
cadena B libre de hCG y 10 % de otros fragmentos de hCG, co-
rroborado por el Laboratorio Antidoping acreditado de Roma
(Italia), segun describe la documentacion interna del sistema
de gestion de calidad del laboratorio.

Los controles negativos (CN) y positivos (CP) se prepara-
ron en el mismo laboratorio a partir del material de referencia.
El CN mostr6 una concentracion indetectable de hCG-intacta
por STAT HCG (Elecsys cobas e411, Roche) y se utilizé como
matriz para obtener los controles CP1 (5,20 + 0,3 miU/mL),
CP2 (15,9 mIU/mL + 2,5 mIU/mL), CP3 (50,1 + 0,82 mIU/mL) y
CP4 (99,7 mIU/mL £ 0,73 mIU/mL). Los CN'y CP en suero pro-
porcionados en el kit también se incluyeron en la evaluacion
de los pardmetros de validacion (CP5: 50 mUI/mL, control de
embarazo y CP6: 100 mUI/mL, control positivo). En el proceso
de validacion se verificaron los parametros de especificidad,

Exactitud:

se evalué para controles positivos en orina (CP1,
CP2,CP3y CP4).

Criterio de aceptacion: recobrado > 90%.

7

Limite de deteccion:

Validacion tecnologia
SUMA para la deteccion -
de hCG con propdsitos
anti-dopaje

se determiné como el valor
correspondiente a la media + 2 veces
la desviacion estandar del control
negativo.

\

Linealidad:

se evalu6 mediante el analisis de curvas de
calibracion de cinco niveles de concentracion,
cada nivel por duplicado, durante tres dias.

intervalo de concentracion: 0 a 100 mUl/m L (O;
5,2; 15,9; 50; 100 mUI/mL) utilizando los
controles CN, CP1 a CP4 en orina.

Criterio de aceptacion: coeficiente de correlacion
R?>0,98.

Fig. 3. Esquema aplicado por el laboratorio para la validacion del ensayo para la deteccion de hCG total en muestras de orina aplicando la tec-
nologia SUMA. Leyenda: control negativo (CN); controles positivos de bajas concentraciones de hCG (CP1 y CP2), controles positivos de altas
concentraciones de hCG (CP3y CP4).Fuente: Laboratorio Antidoping de La Habana
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precision, exactitud, limite deteccion y linealidad. La estrate-
gia de validacion se muestra en la figura 3.

La capacidad de discriminacion entre muestras negati-
vas y positivas (cercanas a 5 mUl/mL) se evalud mediante la
aplicacion de una prueba t-Student (a = 0,05) comparando la
fluorescencia obtenida de los CN y CP1.

Los resultados mostraron una precision (repetibilidad)
entre 9 % y 9,7 % para el control CP1, mientras que la pre-
cision intermedia fue del 99 %. En concentraciones mas
altas, ambos parametros de precision oscilaron entre 6,7 %
y 10,5 %. Ademas, no se encontraron diferencias significati-
vas entre los resultados obtenidos por 2 analistas (t-Student,
a=0,05).

La linealidad del método se evalud durante 3 dy los resul-
tados se ajustaron a una regresion lineal y = ab + x (niveles de
hCG entre 0 mIU/mL y 100 mUI/mL) mostrando coeficientes
de correlacion superiores a 0,99. La parte inferior de la curva
(0 mUl/mL a 15,9 mUI/mL) mantuvo igualmente el comporta-
miento lineal de los datos.

El recobrado reportado por el fabricante del kit UMELISA
es de 97 % a la concentracion de 35 mUI/mL. En el proceso de
validacion en el LAH, se observaron resultados similares, sien-
do el valor mds bajo el obtenido para el control CP1 (91 %),
probablemente causado por un efecto de matriz mas pronun-
ciado. La especificidad se evalué en muestras que contenian
concentraciones elevadas de LH, TSH y niveles altos de an-
drégenos (pero negativos a la presencia de esteroides sintéti-
cos). En todos los casos las respuestas fluorométricas fueron
comparables a las del control negativo.

Los resultados obtenidos son coherentes con el trabajo
de Del Valle y cols, que describe detalladamente la prepara-
cion y validacion del kit UMELISA para mediciones de hCG
segun la tecnologia SUMA, usado en los servicios de salud
publica de Cuba. ¢

Los resultados de la validacion le permitieron al LAH la
aplicacion del método SUMA UMELISA HCG para determinar
la fraccion total de hCG en orina, cumpliendo con los requi-
sitos segun el TD2021CG/LH de la AMA con una alta rela-
cién costo beneficio. © Los resultados de esta aplicacion del
SUMA UMELISA fueron publicados por Martinez y cols. 0

Validacion del ensayo usando el analizador Elecsys
cobas e411

A diferencia del kit UMELISA HCG, el analizador Elecsys
cobas e411 y su kit STAT HCG estan disefiados para niveles
bajos de hCG. Por tanto, los resultados de la validacion se en-
contraron en linea con lo reportado por el fabricante. Ademas
de los controles del kit, se adicionaron los controles CP1, una
orina de embarazada con altas concentraciones de hCG y el
control del fabricante PCU1 diluido 1:4y 1:6. En el proceso de

validacién se verificaron la especificidad, precision, exactitud,
arrastre, limites de cuantificacion y deteccion e incertidumbre
combinada estandar. En la figura 4 se muestra el esquema
general del proceso de validacién aplicado.

Los resultados de validacion mostraron que bajo las
condiciones del LAH, la precision (repetibilidad) se mantie-
ne entre 19 % y 8,4 % y la precision intermedia entre 5,6 %
y 9,9 % para las 3 concentraciones ensayadas. La exactitud
se encontro entre 90 % y 92 % vy la incertidumbre combinada
fue de 13,8 % (equivalente a 0,73 mUI/mL) al nivel umbral y
para concentraciones superiores fue de 13,6 % (equivalente
a 0,56 mUI/mL). El andlisis de alicuotas de orina de embara-
zada (concentracién de hCG superior a 6000 mUIl/mL) inter-
caladas con muestras negativas, no mostré signos de conta-
minacion del sistema de medicion. El limite de cuantificacion
(1,76 mUI/mL, CV = 9.3 %, n = 9) cumplié con el requisito del
TD2021GH/LH (debe ser <2 mUI/mL, CV <20 %). EI LD fue de
0,61 mUI/mL (CV =9,5%,n=9).

Evaluacién de la concordancia entre ambos ensayos

La aplicacién de la tecnologia SUMA con propdsitos del
control del dopaje se realizd por primera vez en el LAH en el
afo 2016. Teniendo en cuenta que las bajas concentraciones
exigidas por la AMA para detectar hCG (5 mUl/mL) son infe-
riores a la aplicabilidad del kit UMELISA, se evalu¢ la eficacia
y equivalencia del método con el analizador Elecsys cobas
e417; segun la metodologia descrita por el Prof. Dr. Ochoa del
Instituto Carlos J. Finlay en 2008. ¢V

La capacidad diagnostica del SUMA se evalud mediante
la determinacion de la sensibilidad relativa, la especificidad re-
lativa, el valor predictivo positivo, el valor predictivo negativo y
el nivel de eficacia y concordancia (equivalencia) en compara-
cion con el ensayo del Elecsys cobas e411. La eficacia y con-
cordancia del método se evaluaron usando el indice Kappa
de Cohen, un parametro estadistico robusto utilizado en las
pruebas de fiabilidad, para evaluar el nivel de concordancia
entre 2 ensayos. La sensibilidad del ensayo puede definirse
como la proporcién de muestras positivas identificadas co-
rrectamente por el ensayo utilizado, mientras que la especi-
ficidad es la proporcion de muestras negativas identificadas
correctamente.

El “valor predictivo positivo” (VPP) se define como la
probabilidad de que, para cualquier muestra positiva real, la
prueba produzca resultados positivos, mientras que el “va-
lor predictivo negativo’ (VPN) es la probabilidad de que, para
cualquier muestra negativa real, las pruebas produzcan resul-
tados negativos.

La “eficiencia” es la capacidad de un ensayo para detec-
tar correctamente todos los positivos y negativos. Es decir, se
alcanza una eficiencia 6ptima en un ensayo que no produzca
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Especificidad:
se evalué mediante el analisis de muestras de

orina con niveles elevados de andrégenos
(negativos a la presencia de esteroides sintéticos

\

Repetibilidad:
Se usaron los controles PCU1 y PCU2

del fabricante y el CP1 preparado en el -
Laboratorio

/

Precision Intermedia:

Se usaron los controles PCU1 y PCU2 del
fabricante y el CP1 preparado en el Laboratorio

Validacion Elecsys -_—)
Cobase411
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Arrastre:
Se evalué mediante el analisis alternado y en la

misma secuencia, de orinas blanco y orinas de
embarazada

7

Limite de detecciony Limite de
cuantificacion:

a partir de controles PCU1 (fabricante
diluidos 1: 4y 1: 6)

\

Exactitud e incertidumbre de la medicion:

se usaron controles fabricante:
PCU1: 5.27 mUI/mL segun certificado de analisis
PCU2: 41,1 mU/mL segun certificado de analisis.

Para el calculode la incertidumbre se usaron los
datos de la exactitud y de la precision intermedia.

Fig. 4. Esquema aplicado por el laboratorio para la validacion del ensayo para la deteccion de hCG total en muestras de orina aplicando la tecnolo-
gia SUMA. Leyenda: PCU: control precicontrol universal; BLOR: blanco de orina, ORP2: orina positiva 2, ORP3: orina positiva 3. Fuente: Laboratorio

Antidoping de La Habana.

falsos positivos ni falsos negativos. Los resultados obtenidos
en la evaluacion de la eficacia del método SUMA UMELISA
HCG en comparacion con el método de referencia usando el
analizador Elecsys cobas e411-STAT HCG fue publicado por
Martinez y cols. )

Para esta evaluacion se emplearon muestras de CN'y CP
del ensayo, orina de embarazada en diferentes diluciones,
muestras de atletas masculinos y los controles empleados en
la validacion. Los pardmetros de sensibilidad relativa (100 %),
especificidad relativa (97,1 %), VPP (88,1%, VPN (100 %) y la
eficacia (97,6 %) mostraron resultados ¢ptimos. El valor del
indice Kappa de 0,92 mostr¢ la fiabilidad del ensayo SUMA
UMELISA.

El parametro con menor valor fue el VPP con 88,1 %. Este
resultado se relaciond con 12 muestras clasificadas como
positivas cuando se aplico el ensayo SUMA UMELISA, pero
resultaron negativas después del analisis con el ensayo HCG
STAT. Mientras que UMELISA mide la hCG total, incluyendo la
cadena B- libre y los fragmentos de la hCG, la STAT solo mide
la hCG intacta. Por tanto, una muestra con alta concentracion
de fragmentos (ejemplo: muestra degradada), serd positiva
por el método SUMA-UMELISA HCG, pero negativa al aplicar
el método Elecsys cobas e411 STAT HCG. La aplicacion de
la segunda técnica reduce el riesgo de reportar un resultado
falso positivo por el laboratorio.

Control de la calidad de los ensayos

Las cartas o graficos de control son un método amplia-
mente usado en la industria, en los laboratorios de ensayo, cli-

nicos y de calibracion para monitorear las desviaciones de un
ensayo. Las mismas son representaciones graficas de datos
de acuerdo con determinadas reglas de construccién que per-
miten: demostrar el estado del control estadistico del sistema
analitico, realizar el seguimiento de un proceso de medicion,
diagnosticar problemas de la medicion y aportar informacion
sobre la incertidumbre de la medicion. (850

En instrumentos modernos como el Elecsys, la confec-
cion, el uso y la interpretacion de las cartas de control, son
ejecutadas por el software del instrumento. Las desviacio-
nes de los valores son dados a conocer al usuario mediante
mensajes en la pantalla que son sefalizados en color rojo.
Si la desviacion atenta contra la calidad de los resultados, el
instrumento automaticamente se bloquea, y para su uso se
requiere de una revision del sistema en su conjunto. ¥

En el caso del ensayo SUMA-UMELISA HCG, el laboratorio
desarroll6 las cartas de control para observar las desviacio-
nes en el analisis del control negativo BLOR y los controles
positivos ORP3 y ORP2. Utilizando los valores de fluorescen-
cia obtenidos para el BLOR, se construyo una grafica de con-
trol con un intervalo de aceptacién de la media + 2 veces la
desviacion estandar (X + 2 DE). Al comparar las respuestas
del BLOR y el ORP3, se observaron diferencias significativas
entre los valores de fluorescencia (prueba t-Student, a = 0,05),
confirmando la capacidad del ensayo para detectar hCG en
concentraciones cercanas a 5 muUl/mL vy diferenciarlo de las
respuestas de fondo (figura 5).

Ademas, el valor X-2DE de la respuesta del ORP3 no se
superpone con el valor correspondiente X + 2 DE del BLOR, y
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se distinguen facilmente entre si (95 % de confianza). Basado
en estos datos de fluorescencia, el limite de deteccién del en-
sayo se puede estimar como el valor X, .+ 2 DE, ., es decir,
2,7 mUl/mL de hCG total. Este valor se considera adecuado
para el ensayo de prescreening.

Conclusiones

La hCG continua siendo una opcion para los atletas que
intentan doparse. La recuperacion gradual y rapida de los ni-
veles enddgenos de T favorece el equilibrio hormonal y dismi-
nuye las probabilidades de deteccién debido a su capacidad
de no alterar ciertos biomarcadores de dopaje.

Los ensayos de deteccion de la hormona descritos en la
literatura abarcan una amplia gama de inmunoensayos. La
introduccion de la cromatografia liquida acoplada a espectro-
metria de masas se ha convertido en una técnica atrayente
por la posibilidad de diferenciar la forma recombinante de la
forma fisioldgica de la hormona, todavia por establecerse.

La estrategia de analisis del LAH, siguiendo la normativa
de la AMA, se basa en un ensayo de prescreening usando la
tecnologia SUMA-UMELISA de produccion nacional, que de-
termina la fraccion total de la hormona mediante la técnica de
fluorometria. Con ello se descartan las muestras negativas
en un ensayo rapido, efectivo y menos costoso. En caso de
sospecha de dopaje de hCG, la cuantificacion de la fraccion
intacta de la hormona se realiza mediante un ensayo electro-
quimioluminiscente con el uso del analizador Elecsys cobas
e411 de la firma alemana Roche]®. Aunque ambos ensayos
abarcan un rango de deteccidn acorde a la normativa vigente
por la AMA, el laboratorio posee capacidad analitica para la

implementacion de la técnica CL-EM para la deteccion de la
hormona lo cual aumentaria la exactitud y la precision de los
resultados.
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