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RESUMEN

Enfoque: La medicion hormonal es una herramienta util para la investigacion, permite
comprender al cuerpo y asociar esos valores a alguna condicidn que la persona este cursando
en ese momento. Las muestras no invasivas comprenden un gran nimero de matrices que
destacan por no incluir una perforacion en la piel de la persona de la cual se obtiene,

reduciendo con ello la variabilidad causada por el trauma de una puncion.

Metodologia: La presente revision recopilé informacion de bases de datos como PubMed,
ScienceDirect, entre otras, sobre el uso de cabello y saliva para la medicién hormonal en la

investigacion y como estos metabolitos pueden ser cuantificados a partir de dichas muestras.

Objetivos: Recopilar informacion acerca del uso de muestras no invasivas para la medicion

hormonal, destacando sus beneficios e importancia para la poblacion.

Resultados de la basqueda: Las hormonas, fisiolégicamente se pueden encontrar en el
cabello y la saliva debido a la circulacién sanguinea y las caracteristicas de cada estructura,
estas pueden ser cuantificadas por diversos métodos, como inmunolégicos o basados en su
masa atomica. Cada investigador establece un protocolo de medicién para su estudio, no
existiendo una Unica forma de trabajar. Los beneficios expuestos son: Una muestra libre de

estrés y una matriz que permite cuantificar hormonas a largo plazo, es decir, en retrospectiva
Conclusiones: El uso de estas muestras abre nuevos horizontes para los investigadores, dado
los beneficios que estas presentan, su uso es una opcion que esta disponible en el mundo,

incluyendo a Chile y los estudios realizados en su territorio.

Palabras clave: No invasivo, medicion hormonal, cabello, saliva, estrés, largo plazo



INTRODUCCION

Historicamente el laboratorio clinico ha sido una red de apoyo continuo para el
diagnostico de los pacientes, entregando informacidn que no se obtiene a simple vista o con
una exploracion rapida por parte del profesional clinico. Hoy en dia es dificil poder entregar
una valoracion para una persona que acude a una consulta médica, sin solicitar exdmenes
complementarios que nos entreguen esa vision mas especifica de lo que ocurre con el

paciente en ese momento.

Uno de los exdmenes diagnosticos mas importantes y solicitados que se realizan en
la clinica diariamente, son las mediciones hormonales. Las hormonas cumplen diversas
funciones en el organismo, por ejemplo, participan regulando y manteniendo ciclos, ademas
de la homeostasis, la cual se define como la regulacion de todos los procesos que se llevan a
cabo internamente, conservando un estado de salud en cada persona o también llamado
homeostasis corporal. Como ejemplo se puede mencionar el cortisol, el cual tiene efectos
sobre el sistema 0seo, el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas, las respuestas
del sistema inmune, entre otras funciones. También esta la testosterona, hormona importante
que permite el desarrollo de caracteristicas sexuales tanto primarias como secundarias (1).
Por lo cual un desbalance en dichos metabolitos, pueden desencadenar problemas
fisiologicos en las personas, alterando el equilibrio entre salud y enfermedad, lo que podria

llegar a dafiar el bienestar de cada uno (1).

Las muestras usadas para la realizacion de los exdmenes son variadas, desde la sangre
total, plasma o suero, orina, o liquidos corporales, estos ultimos con un acceso dificil como
el liquido céfalo raquideo o el liquido sinovial. Todas estas muestras tienen sus ventajas y
desventajas a la hora de aplicar la técnica correspondiente para lo que se quiera medir. Se
hace necesario mencionar que el principal problema de algunas muestras es la invasividad y

malestar que podria causar a una al momento de la obtencion de esta, a esto se le puede sumar



un aumento en los niveles de estrés. Por lo que se han buscado metodologias que tratan de
evitar estos problemas.

El uso de muestras no invasivas como cabello y saliva no es algo que se haya
desarrollado hace poco tiempo, una de las primeras investigaciones realizadas data desde
1979, donde Baumgartner y col. demostraron que era posible la deteccién de opiaceos en
pelo de rata mediante radioinmunoensayo (RIA), metabolitos similares a las hormonas
humanas debido a su estructura. El estudio destaca no solo que la positividad de los ensayos
fue superior en comparacioén con muestras de orina, sino que también la obtencion de las
muestras de pelo fue méas sencilla y que la retencion de las drogas en esta se da por largos
periodos de tiempo (2). Esta investigacion fue una de las pioneras en este aspecto, destacando
los beneficios de esta modalidad a la hora de realizar cuantificaciones a muestras que no son

las clasicas usadas en la clinica.

Es por lo antes mencionado que toma importancia la constante actualizacion del
laboratorio clinico en técnicas para la obtencion de dichos resultados, ademas de las matrices
que se trabajan para la recuperacion de las hormonas en los pacientes. Hoy en dia dicha
actualizacion de metodos se ha llevado a cabo mediante diversos estudios, que cada vez
permiten una mejor separacion y cuantificacion de dichas moléculas de interés clinico,
implementando técnicas mas modernas. Por lo que el propdsito de la presente investigacion
se basa en buscar nuevas fuentes de muestras para la medicion de hormonas para contribuir

con un mejor diagnostico clinico, ademas el beneficio para el laboratorio y la investigacion.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Recopilar informacidn acerca del uso de muestras no invasivas como cabello y saliva

en la deteccién de hormonas en seres humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evidenciar la importancia del uso de muestras de cabello y saliva en la deteccion

de hormonas para la poblacion.

2. Revisar informacién acerca de los métodos y técnicas disponibles para la obtencion

de muestra y medicion hormonal en cabello y saliva.

3. Mostrar los beneficios del uso de muestras no invasivas en la clinica y en la

investigacion.
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METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION DE LA INFORMACION

1)

Términos de busqueda:

Se realiz6 una busqueda con los siguientes términos:

2)

Hormone, Hair Cortisol, LC-MS cortisol measurement, Salivary cortisol.

Stress cortisol, Human steroid hormone, Hair cortisol and stress, Salivary cortisol and
stress, Endogenous hair hormone.

Radioimmunoassay, LC-MS hormone measurement, Human hair hormone
measurement.

Quantification hormone human hair, Quantification hormone human saliva, LC-MS
human hair measurement.

Hair cortisol retrospective marker, Salivary hormone biochemical marker, Hair,

Saliva.

Bases de datos incluidas en la busqueda:

Se consideraron estas bases de datos debido a la gran cantidad de informacién que se

maneja en ellas y por la naturaleza del estudio, estas fueron: Science Direct, Web of Science,

PubMed, Scielo, ElSevier, Nature, Scopus ademas de la inclusion del motor de busqueda de

Google Scholar. Para la contextualizacion e inclusion de material fisiologico se consideraron

libros presentes en la literatura.

3)

Afios de publicacion:

Para la realizacion de la presente revision no se considero un limite en las fechas de

busqueda con el fin de recabar la mayor cantidad de informacién posible que cumpla con los

criterios de inclusion.
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4)

5)

Criterios de inclusién

Estudios que usaron como muestras para la obtencion de hormonas cabello y/o saliva

humana.

Estudios que usaron como muestras para la obtencion de hormonas cabello y/o saliva

animal.

Estudios que usaron cabello o saliva para la obtencion de resultados en deteccion de

hormonas
Libros de fisiologia y endocrinologia en cualquier idioma disponible.

Estudios en cualquier idioma en las bases de datos mencionadas.

Criterios de exclusién

No se incluyeron criterios de exclusion en la presente revision
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MARCO TEORICO

1) HORMONAS Y SU IMPORTANCIA EN EL DIAGNOSTICO CLINICO.

1.1) Introduccién a las hormonas y la endocrinologia

La endocrinologia es una rama de la medicina que se encarga de estudiar las glandulas
de secrecion interna del cuerpo humano, no solo en su estructura morfoldgica, sino también
en sus funciones tanto de sintesis como de liberacion y control de los metabolitos que produce
(1). Estos metabolitos corresponden a las hormonas, mensajeros quimicos que fueron
definidos en el afio 1902 por William Bayliss y Ernest Starling como sustancias quimicas
producidas por glandulas endocrinas, las cuales a través de vasos sanguineos de la
microcirculacion adyacente a ellas pueden liberar a estas moléculas al torrente sanguineo,
una vez alcanzado el 6rgano diana o target pueden cumplir su funcion. Dicho érgano posee
los receptores adecuados para identificar al metabolito, generando una cascada de
sefializacion que puede producir diversos efectos en dicha células (3). Como ejemplo de
glandula se puede nombrar a la hipdfisis, la cual ha sido referida como la “glandula maestra”,
la cual trabaja en conjunto con el hipotalamo, generando un complejo que es capaz de regular
diversas funciones en el ser humano, en base a la secrecion de hormonas como: Hormona del
crecimiento (GH), Hormona luteinizante (LH), Hormona foliculoestimulante (FSH), entre
otras. (4)

Dentro de las funciones de estas moléculas, se destaca la mantencion de la
homeostasis corporal, basado en el control de diversos ambitos en el cuerpo humano. Pueden
regular el metabolismo basal de las células, permiten controlar la concentracion de elementos
como fosforo y calcio en el torrente sanguineo, asi como su disponibilidad para los tejidos

que los requieran, pueden regular la concentracién de glucosa sanguinea como los hace la

14



insulina, hormona producida por el pancreas (1). Por lo que su adecuada concentracion tanto
a nivel de la circulacion sanguinea como en otros tejidos es sumamente importante para el

mantenimiento de todos los procesos en los que participan.

Cabe mencionar que las hormonas poseen una variada composicion en lo que
estructura y funcion se refiere. En la Tabla 1 se mencionan algunas hormonas de carécter
esteroidal, ademas se aprecia su clase, donde destacan, por ejemplo, la testosterona como un
androgeno o el cortisol, un fuerte representante de los glucocorticoides producido por la

glandula suprarrenal.

Tabla N° 1: Principales hormonas del tipo esteroideas del cuerpo humano. Tomado y
adaptado de Petrovic, 2013 (5).

Clase Compuesto N° CAS Formula Quimica
Andrbgenos Androsterona 53-41-8 C19H3002
Metil testosterona 58-18-4 C20H3002
Testosterona 58-22-0 C19H2802
Estrogenos 17B-Estradiol 50-28-2 C18H2402
Glucocorticoides Cortisol 50-23-7 Ca1H3005
Cortisona 53-06-5 Ca1H280s5
Prednisona 53-03-2 Ca1H260s5
Progestagenos Progesterona 53-83-0 Ca1H3002

Los procesos que estudia la endocrinologia son altamente regulados por parte del
organismo, generando una estabilidad que es dependiente de factores tanto externos como la
exposicion a la luz, la hora del dia o la nutricion de cada persona, asi como de factores

internos como el control neuronal (6).
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Las hormonas al igual que otros metabolitos que se encuentran en circulacion
sanguinea no poseen una concentracion a valores fijos a lo largo de la vida o incluso a lo
largo del dia. Un ejemplo de esto es la hormona cortisol y su regulacion a nivel sistémico, la
cual es producida por las glandulas suprarrenales, 6rgano que se encuentran en la region
posterior medial del abdomen. Su corteza posee tres capas, una glomerular, una fasciculada
y la capa reticular, es en estas ultimas dos donde se produce la hormona mencionada. El
proceso de secrecion de este metabolito y de otros glucocorticoides también producidos por
las suprarrenales, comienza con la interaccion hipotalamo-hipofisis, en la cual se producen y
liberan otras hormonas. La hormona liberadora de hormona adrenocorticétropa (CRH),
estimula a la hipdfisis para que sintetice y libere a la hormona adrenocorticotropa (ACTH),
la cual viaja a través de la circulacion sistémica hasta su 6rgano diana, que es la corteza de
las glandulas suprarrenales. Una vez ahi esta ultima estimula la produccién del cortisol y
otros esteroides. (1)

La ACTH al igual que otras hormonas hipofisiarias es liberada en pulsos que varian
a lo largo del dia, siendo de mayor aumento en las primeras horas de la mafiana, y minima
en las ultimas horas de la tarde, como se aprecia en la Tabla 2, al igual que otros ejemplos
como la TSH, la cual tiene una concentracibn mucho menor en comparacion con su
contraparte, la Triyodotironina o T3. Cabe destacar que la activacion del eje hormonal ACTH
también aumenta con la exposicion de la persona a niveles de estrés agudo, organico o
psicoldgico, llevando a un incremento en las concentraciones de cortisol y ACTH sanguineas
(1). Por lo que dichos valores no solo se mueven por ritmos diarios, sino también, por

elementos ajenos al cuerpo humano como lo son las situaciones estresantes.
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Tabla N° 2: Ejemplos de hormonas tréficas hipofisarias, hormonas de érganos diana 'y
su concentracién en plasma sanguineo. Tomado y adaptado de Molina, 2014 (6).

Hormona trofica de la hipdfisis Hormona del rgano diana
ACTH (Hora: 8 AM.) Cortisol (Hora: 8AM.)
<80 pg/mL 5-25 pg/dL
GH IGF-1
<5 ug/L 140-400 ng/mL
LH (adulto) Estradiol
Mujer: 5-25 UI/L Mujer: 20 -60 pg/mL
Hombre: 5-20 UI/L Hombre: < 50 pg/mL
Progesterona
FSH Muijer: Pico de la fase lutea > 75 ng/mL
Mujer: 5-20 UI/L Hombre: < 2 ng/mL
Hombre: 5-20 UI/L Testosterona

Mujer: < 1 ng/mL
Hombre: 3 a 10 ng/mL

Tiroxina
TSH 5-12 mg/dL
0,4-5 mU/L Triyodotironina

70-190 ng/dL

También se hace necesario mencionar que esta variacion puede darse por elementos
ex0genos o ajenos al cuerpo humano, asi lo destaca un estudio el cual ha demostrado que la
concentracion en sangre de las hormonas, como el cortisol y la cortisona, se ve afectado de
manera significativa por elementos externos al cuerpo humano como pueden ser agentes
toxicos, como pesticidas o medicamentos de uso periédico como es el caso de los
anticonceptivos. Meulenber y colaboradores, en su estudio realizado el afio 1987 comparo
dos grupos de mujeres, uno control que no consumia ningdn medicamento y otro que
consumia anticonceptivos orales, especificamente etinilestradiol y desogestrel. En este
estudio mediante deteccion por radioinmunoensayo, se logré determinar que existia un
aumento significativo en el cortisol de las muestras, de las muestras de sangre de las pacientes
sometidas al estudio que consumian los farmacos antes mencionados. Por otro lado, los
niveles de cortisona plasmatica en dicho grupo se encontraron disminuidos en comparacion

con las de grupo control (7).
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Debido a lo antes mencionado es que toma importancia la participacion del
laboratorio en la medicion de estos metabolitos, con esto se logra mantener un control
periddico de sus concentraciones con el fin de tener una vision mas completa de que podria

estar ocasionando un cuadro clinico en un paciente.

1.2) Importancia de la medicion hormonal clinica.

Como se mencionod anteriormente, un desbalance en la secrecion de las hormonas
genera una pérdida de la homeostasis corporal, lo cual puede producir ciertos cuadros
patoldgicos que generan malestar y diversas manifestaciones clinicas en los pacientes. Como
ejemplos es posible mencionar enfermedades como el hipertiroidismo, el cual se da por un
aumento en la produccion y secrecién de hormonas tiroideas como la triyodotironina (T3) y
la tetrayodotironina (T4). Este aumento en su concentracion puede darse por diversos
motivos, entre los cuales se destaca un aumento en la produccion de hormona estimulante de
tiroides (TSH), producida en la hipofisis, por alguna neoplasia en dicha glandula o
directamente un aumento de tamario en la tiroides que genere este cuadro. Este incremento
de las hormonas tiroideas produce algunas manifestaciones en los pacientes como temblor,
pérdida de peso, sudoracion, entre otras manifestaciones caracteristicas de la enfermedad (4).
Otro caso puede ser el hipercortisolismo, que como su nombre lo indica, es un incremento en
la produccién y liberacion de cortisol que supera los valores normales o rangos fisiol6gicos
de esta hormona en la sangre, este aumento, al igual que la patologia anterior puede darse por
diversos motivos tanto a nivel hipofisiario como de la glandula suprarrenal como tal. Las
manifestaciones clinicas de esta enfermedad son hipertension, intolerancia a la glucosa,

disminucion de la livido en hombres, entre otras (6).

Los problemas endocrinoldgicos son variados, y estos pueden producir diversos
signos o sintomas que demuestran enfermedades, como lo ejemplifica la Tabla 3. Estas

alteraciones se pueden dar por un alza o una baja en la produccion hormonal o posibles
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problemas en la regulacion de ese eje en particular. Las causas también son variadas y
dilucidarlas se transforma en un problema a la hora de realizar el diagndstico clinico. En la
tabla N° 3 se destacan algunas de las principales enfermedades causadas por el desbalance

en estos metabolitos.

Tabla N° 3: Ejemplos de enfermedades endocrinas y su sintomatologia clinica: Tomado
y adaptado de Valera, 2003 (8).

Enfermedad Sintomas médicos comunes
Hipertiroidismo Temblor, sudoracion, pérdida de peso,
(tirotoxicosis) intolerancia al calor.
Hipotiroidismo Mixedema, piel seca, intolerancia al frio
Hiperparatiroidismo Astenia, anorexia, fracturas, calculos,
Ulceras pépticas.
Hipoparatiroidismo Hiperreflexia, espasmos, tetania.
Hipercortisolismo Aumento de peso, redistribucién de la
grasa corporal, fatigabilidad.
Insuficiencia suprarrenal Pérdida de peso, hipotension,
pigmentacion de la piel.
Hipoglucemia Temblor, hambre, sudoracion, astenia
mareo.

La desregulacion hormonal como se menciono anteriormente desencadena una serie
de eventos que pone en riesgo la salud humana, por lo que se hace necesario tener una
monitorizacién constante de estos metabolitos. Esto permite la deteccion y posible
diagnostico de la causa del cuadro clinico que esté cursando dicha persona, permitiéndole al
profesional clinico tomar decisiones en beneficio del paciente a la hora de seleccionar el
tratamiento para este, con tal de mejorar su condicion. Ademas, es importante mantener un
seguimiento de la evolucién de este de manera periddica, con el fin de evaluar la respuesta a

la terapia que le fue indicada, en caso contrario se deben tomar acciones para mejorarla.
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En el seguimiento al igual que en el diagnostico es donde participa el laboratorio
clinico, en la realizacion de los exdmenes que permiten la cuantificacién hormonal y entregan
esos datos de utilidad para el diagnostico. Estos examenes se basan en diversas técnicas como
el inmunoensayo de quimioluminiscencia IE-QL o CLIA por sus siglas en inglés,
radioinmunoensayo (RIA), enzimoinmuno analisis ligado a enzimas (ELISA), entre otras (9).
Cada una de ellas tiene sus ventajas y desventajas desde el punto de vista préctico,
econdémico, rapidez, precision, veracidad, entre otros apartados. Estas se encuentran
estandarizadas en su procedimiento y promete la entrega de resultados fidedignos y lo mas

cercanas al valor verdadero posible para dicho método.

También se hace necesario mencionar el uso de estas mediciones en la investigacion,
con el fin de comprender de mejor manera los procesos fisiologicos y patologicos que ocurren
en el ser humano, ya sea en base a estudios realizados en personas como en animales. Estos
ademas buscan implementar nuevas técnicas que permitan mejorar tanto los tiempos de
medicion, como los posibles interferentes que se puedan encontrar a la hora de la realizacion
de estas. Para en un futuro, poder implementarlas para el bien de la poblacion, generando
nuevas oportunidades que permitan a los laboratorios clinicos actualizarse y permitir un

avance en las mediciones hormonales.
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2) MUESTRAS PARA LA MEDICION HORMONAL

2.1)  Muestras en la clinica y la investigacion

Una muestra para la realizacion de un examen se define como una parte representativa
de la persona, la cual ha sido destinada a entregar informacion sobre los sistemas bioldgicos
de cada uno (10). Los tipos de muestra mayormente usada en la clinica, especificamente en
la endocrinologia son el plasma o suero sanguineo, dependiendo de que examen se solicite
en cada caso o la saliva para algunos tipos particulares (9). Este altimo es un ejemplo de una
muestra de baja invasividad o también conocido como muestra no invasiva. Esta se
caracteriza, como su nombre lo indica por representar una minima o nula invasion al
momento de recolectar la muestra, como lo indica la Clinica Universidad de Navarra en su
definicion para invasividad en su diccionario médico, el cual corresponde a un procedimiento
el cual obliga a penetrar o perforar el cuerpo de una persona mediante una incision en la piel
o através de la introduccion de un cuerpo extrafio al organismo por accesos no naturales (11).
Este concepto nos indica que cualquier muestra que se obtenga para la medicion hormonal
que involucre una aguja u otro elemento que perfore la piel sea considerado una muestra
invasiva, esto incluye a las muestras de sangre que cominmente se utilizan no solo para este
tipo de medicidn, sino también para otros aspectos tanto en el laboratorio clinico como en la

investigacion.

El uso de muestras invasivas estd completamente estandarizado y aceptado en el
mundo cientifico y en los laboratorios clinicos chilenos, como lo podemos ver en la gran
mayoria de manuales de toma de muestra en el pais, los cuales nombran a la muestra de

sangre como una de las mas utilizadas a lo largo del tiempo (9).
Por otro lado, la contraparte de estas muestras comunmente usadas corresponde a las
muestras no invasivas, que como su nombre indica, no tienen la misma forma de obtencion.

En este caso seria toda aquella muestra que no involucre alguna perforacion en el cuerpo
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humano, o algiin evento traumatico en la piel de la persona. Como se mencion0 anteriormente
este tipo de muestras se ha usado en anteriores investigaciones, especificamente para la
medicion de opiaceos en ratas (2), en este estudio se declaran algunos conceptos que se
vuelven interesantes con respecto a los posibles beneficios que tiene el uso de pelo o cabello
en la medicion hormonal. Entre estos se destaca la posibilidad de un resultado retrospectivo
de la muestra a analizar, ya que aparentemente los componentes medidos se concentran en

esta.

2.2) Muestras no invasivas.

Continuando con lo mencionado anteriormente corresponde hablar sobre las muestras
no invasivas, dentro de este grupo tenemos varios ejemplos, como la orina, sudor, secreciones
nasales, cabello, saliva, entre otros. Para términos de esta revision se hablard de manera mas

detallada sobre las Gltimas dos mencionadas.

2.2.1) Cabello

El cabello forma parte del cuerpo de variadas especies animales, entre ellos
mamiferos como los humanos, en estos el cabello o pelo cubre una parte importante de la
superficie corporal, incluyendo cabeza (cuero cabelludo), brazos, piernas, abdomen, axilas y
rostro, sin embargo, se excluyen algunas partes como las palmas de las manos y las plantas
de los pies, los labios, los globos oculares y algunas zonas de los genitales externos. Dentro
de sus funciones se destaca la protecciéon que le otorga a la piel sobre algunos elementos
externos que podrian dafarla, ayuda a mantener la homeostasis térmica, también ayuda a
evitar que los o0jos se vean expuestos al sudor producido gracias al actuar de las cejas y las
pestafias. Cabe mencionar que también ayuda en la percepcion sensorial, ya que permite
distinguir ciertas sensaciones cuando algun objeto o elemento externo entra en contacto con
este (12, 13).
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El cabello humano es muy variable en sus caracteristicas macroscopicas a lo largo del
mundo, sin embargo, este posee algunas caracteristicas que son comunes, como lo es su
composicion y estructura. El cabello este compuesto por tubos delgados de células epiteliales

completamente queratinizadas y muertas (14)

La generacion del cabello se produce en el foliculo capilar o foliculo piloso, este se
divide en 3 compartimentos principales: el infundibulo, el istmo y el segmento inferior o
también llamado foliculo inferior. El primero corresponde a la parte superior del foliculo el
cual parte desde la epidermis (parte superior) hasta el conducto sebaceo, el istmo comienza
donde termina el segmento anterior, es decir la abertura del conducto sebaceo y se extiende
hasta la protuberancia. Por ultimo, el segmento del foliculo inferior se extiende desde la
protuberancia hasta la base del foliculo o bulbo folicular (15). El bulbo folicular o bulbo del
pelo consiste en queratinocitos en constante proliferacion, ademés de la presencia de variados
melanocitos productores de pigmentos que le entregan el color al cabello. Estos ultimos
también forman parte de la matriz capilar, la cual posee células similares a los fibroblastos

especializadas (16).

Otro de los elementos importantes a considerar es la papila dérmica, la cual se
encuentra dentro del bulbo piloso. Estd compuesta de células de origen mesenquimal, y se
cree que es uno de los componentes que participa de manera activa en la formacién y
crecimiento del tallo del pelo, ya que segun algunos autores se ha demostrado que posee una
gran cantidad de propiedades inductivas (14, 17).

Cada una de las partes del foliculo piloso puede observarse en la figura 1, en la parte
superior se puede apreciar las partes del pelo como tal, donde se nombra la corteza y la
médula. Por otro lado, en la parte inferior se puede ver tanto la porcion del bulbo piloso, el
cual envuelve a la papila dérmica, también se aprecia la matriz y el sitio donde se encuentran

los melanocitos.
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Figura N° 1: lustracion del foliculo piloso seccionado. Se observan las diversas partes del
foliculo. Tomado y adaptado de Randall 1994 (18)

El ciclo de crecimiento del cabello se divide en 3 partes principalmente, la primera
conocida como fase andgena o de crecimiento, una vez alcanza su maxima longitud ocurre
una fase de involucion llamada catdgena, donde se detiene la division celular y la
pigmentacion. El cabello pasa a transformarse en un elemento completamente queratinizado,
con un extremo o “club” que se hincha y se mueve hacia la papila dérmica. El tercer periodo

y ultimo corresponde a la fase telogena, también conocida como fase de descanso, donde no
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hay crecimiento del cabello ni hay actividad de las células que lo producen. Sin embargo,
este periodo no es permanente, ya que en algun punto las células de la papila dérmica, ademas
de los queratinocitos son reactivados para generar un nuevo foliculo inferior que crece hacia
el foliculo superior original (14, 18, 19), cada una de estas fases se puede apreciar en la figura
2, donde se ve las fases, andgena, catdgena y telogena, posterior a esta Ultima el comienzo de

una nueva fase anagena.

Cabello
original

Glandula Células de la

- - Nuevo
se.bacea papila cabello
Papila dérmica
dérmica
Papila
dérmica
Fase d Fase d ’ : -
ase de ase de
miento _ Fase t_i? 4 Fase (_ie nuevo Nueva fase de
crecl involucién escanso crecimiento crecimiento an&gena
anagena catagena telogénica Anagena primaria 9

Figura N° 2: Etapas del crecimiento capilar, anagena, catagena y telégena. Tomado y
adaptado de Randall, 1994 (18).

Fase anagena: Segun algunos autores, esta fase puede llegar a dividirse en seis etapas
(14). En las etapas iniciales se produce una proliferacion celular de los progenitores
foliculares, creciendo en la papila dermal, hacia debajo de la piel y se comienza a diferenciar
las partes del cabello. Avanzadas las primeras etapas, los melanocitos de la matriz comienzan
a mostrar una actividad de pigmentacion y se comienza a producir el nuevo cabello.
Finalmente en las Gltimas etapas se produce la formacion del bulbo del pelo rodeando la
papila dermal en el tejido subcutaneo (20). Cabe destacar un evento que ocurre en esta

instancia, la cual es un incremento en la vascularizacién perifolicular, dada por la expresion
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del factor endotelial de crecimiento vascular. Esta accion genera un aumento en la velocidad

de crecimiento del cabello (21).

Fase catdgena: También conocida como fase de regresion, es una etapa en la cual la
proliferacion y produccion de los queratinocitos se ve reducida de manera significativa en la
matriz, ademas se observa un término en la formacion del tallo del cabello (22), ademaés el
compartimiento en donde se desarrolla el cabello reduce su tamafio hasta un 70% para
permitir que el siguiente ciclo de crecimiento tenga la estimulacion suficiente. Durante esta
etapa se genera el “club”, antes mencionado. La papila dérmica se transforma en un grupo de
celulas inactivas cercanas al foliculo en regresion. También se da un proceso apoptotico en
cada compartimento folicular (23). Este proceso de muerte celular es primordial para el ciclo

de crecimiento del cabello.

Fase tel6gena: Esta Gltima etapa o fase de descanso hay una muy baja cantidad de
melanocitos productores de pigmentacion, y la papila dérmica se compacta. Se produce un
balance entre los estimuladores e inhibidores del crecimiento capilar, lo que genera la
factibilidad de la iniciacién de un nuevo ciclo (14), este proceso puede generarse de manera
natural en base al aumento o disminucion fisiolégica de dichos compuestos, 0 puede
producirse mediante efectos quimicos o mecanicos como lo es la depilacion o extraccion

completa del foliculo piloso (24).

Todo lo anterior mencionado explica el crecimiento del cabello en base a su
produccion en el foliculo piloso y cdmo se genera el proceso en general, sin embargo, quedan
algunas aristas que son interesantes de mencionar, y esto corresponde a la asociacion entre

el cabello y las hormonas producidas en el cuerpo humano.

Las hormonas cumplen un papel importante en lo que se refiere al crecimiento del
cabello, entre ellas podemos mencionar a los estrogenos, glucocorticoides como el cortisol e
incluso la hormona del crecimiento producida en la hipéfisis. Sin embargo segun algunos
estudios son los andrégenos los que poseen el mayor impacto en lo que se refiere al

crecimiento del cabello como tal (20). Uno de estos androgenos corresponde a la testosterona,
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hormona antes mencionada producida presente tanto en hombres como en mujeres, sin
embargo, su concentracion es menor en el ultimo grupo. Este metabolito actia en la papila
dermal, en la cual tiene receptores que la reconocen (25), incrementando el tamafio del
foliculo en las areas que son dependientes de los andrdgenos sexuales. Esto se da mas en

zonas como la barba en los hombres (20).

Otra hormona que se puede mencionar es el cortisol, conocida como la “hormona de
estrés”, ésta también afecta el crecimiento del cabello como se demostré en un estudio, en el
cual se consiguid encontrar cambios en el ciclo del crecimiento del cabello en ratones (26).
Por otro lado otros estudios demuestran que tanto los foliculos pilosos como las glandulas
sebaceas en su conjunto (glandulas pilosebaceas), son 6rganos endocrinos de importancia
tanto en investigacion como en la clinica (20). Estos elementos tienen una sensibilidad alta
con relacion a las hormonas esteroidales como el cortisol y mas especificamente del eje

hipotalamo - pituitaria (hiofisis) - adrenal o HPA por su sigla (27, 28).

El estudio realizado por Ito y colaboradores en 2005 busc6 demostrar el concepto de
que dicha unidad pilosebacea es un 6érgano de importancia clinica. En dicha investigacion se
utilizaron cultivos de cabello humano y muestras de cabello recortado de personas posterior
a un corte estilistico. Luego de la obtencién de resultados se pudo establecer la consigna,
ademas de que este 6rgano no solo se ve afectado por el eje HPA, sino que también es capaz
de producir sus propias hormonas ademas de metabolizarlas. Esto incluye la produccion de
cortisol y su posterior retroalimentacion. Los autores declaran que estos eventos se dan en
respuesta a la piel, la cual seria el mediador a la respuesta del estrés periférico. Esto se puede
apreciar en la figura nimero 3 en donde se esquematiza, como la produccién hormonal dentro
del foliculo piloso genera su propio “eje HPA”, tanto con los estimulos e inhibiciones del

sistema.
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Figura N° 3: Figura esquematica del funcionamiento hormonal dentro del foliculo
piloso. Tomado y adaptado de Ito, 2005 (28).

I

Otros estudios han demostrado que el embarazo y su regulacion hormonal propia
produce cambios en las fases del cabello, manteniendo la fase anagena por mas tiempo, sin
embargo, posterior al nacimiento muchos foliculos entran en las fases catigena y teldgena.
Se cree que dichas hormonas responsables son la prolactina, el estradiol entre otras (29).

El mecanismo de como las hormonas afectan al cabello es variado, pueden afectar la
capacidad de las células de la matriz del pelo para dividirse, pueden cambiar o alterar la
capacidad de pigmentacion (14). En el caso particular de los androgenos, al igual que otras
hormonas de caracter esteroideo, son capaces de difundir por la membrana plasmatica y
pueden unirse a receptores especificos, lo que genera la transcripcion de algunos genes en
particular (30). En la figura 4 se aprecia un esquema en el cual se ve como las hormonas
circulantes en la sangre, pueden ingresar al foliculo piloso y generar sus efectos en dicha

estructura.

28



Cabelle
Bulbo del cabello

Membrana basal Melanocito

Matriz extracelular

Célula epitelial
Células de la papila dermal

Figura N° 4: Representacion del ingreso de las hormonas al cabello. Se aprecian los
androgenos circulantes en el capilar sanguineo y como ingresan a las partes del foliculo
piloso Tomado y adaptado de Randall, 2008 (31).

En resumen, se puede decir que las hormonas participan de manera activa en el
desarrollo del foliculo piloso, en méas de alguna etapa de manera excitadora o inhibidora del
ciclo antes mencionado. Esto finalmente nos indica que dichos metabolitos son un “target”
importante en esta muestra biolégica no invasiva. Como se aprecia en la figura 5, se tiene un
esquema resumen de este apartado, en el cual se observan diversas hormonas que participan

en el proceso de crecimiento del cabello.

29



CORTISOL.

TESTOSTERONA /
Pﬂiﬁ \ [ '}_'
=i
/FSTROGENOS
G
HORMONADFI. G-
CRECIMIENTO e O

Simén Zapata N,

FOLICULO PILOSO

Figura N° 5: Foliculo piloso y hormonas que se pueden encontrar en él. En el cual se
observa la incorporacion de algunas hormonas y su posterior concentracion al interior.

Elaboracion propia.

2.2.2) Saliva

La saliva se conoce como una secrecion fisiologica exocrina mucoserosa y de aspecto
claro completamente normal en el ser humano y corresponde al fluido méas valioso y
fundamental por las funciones que realiza, se produce en la cavidad oral y se encarga de
humedecer esta zona, considerando las mucosas internas de la boca y los dientes. También

se encarga de la salud oral, mantencion y preservacion de la misma (32).
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Anatomicamente la saliva es una mezcla compleja de varias secreciones, provenientes
de las glandulas salivales y también del liquido gingival (33). Las glandulas que producen
parte de la saliva completa son tres en total, glandula parotida, submandibular y maxilar, las
cuales pueden verse en la figura nimero 6, en la cual se aprecia su ubicacidn anatomica y
tamafio aproximado, ademés se puede comparar dicha medida con otros elementos de la
cavidad oral. Sin embargo hay glandulas Ilamadas menores que producen parte de esta, como

la glandula mucosa labial (34).

. Glandula parétida

. Glandula submandibular

. Glandula sublingual
Simén Zapata N.

Figura N° 6: Representacion de las glandulas mayores. En donde se pueden observar las

glandulas pardtida, submandibular y maxilar. Elaboracion propia.
Estas glandulas mayores componen cerca del 90% de la saliva total, el resto se
compone de varios elementos, como el liquido gingival antes mencionado, microorganismos,

placa dental y restos de comida. Una persona al dia puede producir hasta 1500 mililitros de
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saliva y esta, en un 99% se compone de agua, el porcentaje restante lo abarcan algunos sélidos
como proteinas y sales en dilucion (35). También se encuentran algunos iones y otros
compuestos organicos, algunos de ellos provienen de la sangre (33). Es esto Gltimo hace a la

saliva un marcador biolégico importante.

Las glandulas salivales estan compuestas por tejido especializado y como toda
glandula se puede dividir en dos zonas especificas, una ductal y una acinar. En esta tltima es
donde se genera el liquido que compone la saliva y se secreta la mayor cantidad de proteinas.
Los aminoacidos pueden ingresar al sistema acinar y se almacenan en granulos para luego
ser liberados (34).

El proceso de secrecion salival es dependiente tanto de la irrigacion sanguinea en la
zona como de la inervacion nerviosa, del sistema simpéatico como el parasimpatico (36). En
este proceso influyen diversos factores, entre los cuales encontramos la interaccion con los
alimentos y la lengua (en conjunto con sus receptores), la sensacion que entrega el sabor de
cada comida y el movimiento de la lengua. Dependiendo de que tipo de comida sea la
secrecién de una glandula en particular es mayor a la otra, lo que puede cambiar la
composicion de la saliva (37). También puede afectar la temperatura de la cavidad oral y la
temperatura de los alimentos (38).

La saliva ha sido usada para la medicion de metabolitos como hormonas esteroideas
e inclusive en investigacion se ha usado para reemplazar las muestras invasivas como la
sangre (39). La manera en la que llegan las hormonas en la saliva est4 bien descrita en la
literatura y en variadas investigaciones. Esta se puede asociar por ejemplo a la secrecion de
proteinas por parte de las células acinares que componen las glandulas salivales, se hace
referencia a las proteinas debido a su similitud estructural con varias hormonas del
organismo, esta secrecion se da principalmente por exocitosis (38). Las células acinares son
estimuladas via sistema nervioso, en este caso, autbnomo. Los granulos que contienen las
proteinas viajan hasta la zona apical de la glandula en la cual son expulsadas (40). También
cabe mencionar que otras proteinas llegan a la saliva por otros mecanismos, como transporte

vesicular. En la figura 7 se puede observar una representacion de cémo las proteinas
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sanguineas pueden ingresar al acino o célula acinar en conjunto con otros elementos como
fluidos salivares y proteinas de la misma saliva, esto permite finalmente una concentracion
de estos elementos en la glandula, los cuales pueden llegar a ser excretados mediante la

produccién de saliva por parte del organismo.

Proteinas de Fluido salival: Agua y

electrolitos

Proteinas sanguineas

.
.
.

.

Célula plasmatica "

Figura N° 7: Célula acinar y los componentes de la secrecion salival. Tomado y adaptado
de Proctor, 2016 (38).

Otros elementos categorizados como lipofilicos pueden llegar de manera sencilla a la
saliva, ya que por su naturaleza pueden atravesar la membrana plasmatica de las células
acinares. Es por esto por lo que la saliva se ha considerado como un fluido capaz de
entregarnos informacion acerca de algunas hormonas esteroidales que se detallan en la tabla
3, aquellas que no circulan unidas a proteinas por el plasma (como la albimina). Ademas las
hormonas de esta naturaleza en comparacion con las proteicas son transferidas al acino con

mayor rapidez (41).
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Retomando el tema de la composicién salival, cabe mencionar que estudios como el
de Miller y colaboradores en 2010 demostrd que hasta un 27% de las proteinas que se pueden
encontrar en la saliva, corresponden a un origen hematoldgico (42), aunque también dicha
composicion como se menciond con anterioridad es variable, debido a diversas condiciones.
Muchos factores alteran la composicion de esta secrecion como el ritmo cardiaco, el tamafio
de la glandula salival, la edad de la persona, su sexo como también su estado fisioldgico y de
salud (43). Esto altimo es posible correlacionarlo a las variaciones que podria presentar la
sangre de cada persona, especificamente el plasma, que es donde se mueven las hormonas,

dependiendo de la alimentacion de cada uno o de su estado general (44).

Es necesario mencionar en investigaciones se ha encontrado que la cantidad de
elementos que figuran en la saliva en lo que concentracion se refiere, no es equiparable a la
concentracion del suero. Un ejemplo que se menciona en la literatura es la concentracién de
IgG, una inmunoglobulina, la cual en saliva posee una concentracion 650 veces menor
aproximadamente que en la sangre, también se puede mencionar la dehidroepiandrosterona
o su sigla DHEAS, la cual es insoluble en lipidos y solo el 1% de lo que hay en el plasma
esta presente en la saliva (41, 45). Sin embargo, algunos esteroides no conjugados con
proteinas como el cortisol, que ademas es liposoluble, si refleja su concentracion plasmatica

en la saliva (41).

Lo anterior es necesario tenerlo en cuenta a la hora de considerar a los componentes
de la saliva como un potencial marcador bioldgico, ya que requiere una modificacién en los
valores de corte que se manejan cominmente en la sangre si se espera considerar el uso de

la saliva en las mediciones clinicas y también en el mundo de la investigacion.
Dentro de las investigaciones realizadas se ha podido demostrar la presencia de

algunas hormonas en la saliva como se enumeran en la tabla nimero 4, estas han sido

cuantificadas con diversos métodos, los cuales han ido evolucionando a lo largo del tiempo.
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Tabla N° 4: Hormonas esteroidales encontradas en la saliva. Elaboracion propia

Método de :
Hormonas » Autor Referencia
deteccion
Cortisol RIA Kirschbaum, 1994 (46)
Progesterona ELISA Priya, 2013 (47)
Testosterona LC-MS/MS Lood, 2021 (48)

RIA = Radioinmunoensayo
ELISA = Enzyme linked Immunosorbent Assay
LC-MS/MS = Liquid chromatography with Mass spectrometry in tandem

Otras hormonas que se han descrito en saliva son la insulina, la cual se concentra en
la sangre via produccion por las células pancreaticas (49) y como otras hormonas, ésta se
encuentra en menor concentracion en la saliva que en el plasma, ademas de que también se
ve afectada por el consumo de alimentos (50). También se ha demostrado que el glucagon

(51), la leptina (52) y la oxitocina (53), pueden encontrarse en la saliva.

Finalmente es posible concluir que al igual que el cabello, las hormonas presentes en
la saliva son un biomarcador en potencia, debido a la facilidad de su obtencién como muestra
y también debido a su fisiologia, lo cual nos permite su uso en el ambito de medicion

hormonal y también en otras areas.
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3) METODOS DE MEDICION HORMONAL DISPONIBLES PARA SU USO
EN SALIVAY CABELLO.

Una vez comprendida la importancia en lo que respecta la medicion hormonal, el
término de invasividad y como las hormonas pueden llegar hasta la saliva y el cabello,
corresponde analizar algunas metodologias para poder cuantificar dichos metabolitos, las
cuales han ido variando en el tiempo. Incluso existen algunos kits comerciales que facilitan
la medicién de estas hormonas y que pueden adquirirse para realizar algun estudio. El
propdsito del presente capitulo es enumerar y describir algunas de las metodologias que hasta

el dia de hoy se han implementado principalmente en el ambito de la investigacion.

3.1) Radioinmunoanélisis (RIA)

El RIA es una técnica in vitro que permite la cuantificacion de diversos metabolitos
en varias matrices del cuerpo humano, como la sangre, otros fluidos bioldgicos como la saliva
y otros tejidos como el cabello. Su principio se basa en la unién de un antigeno marcado
radioactivamente a un anticuerpo especifico para dicho antigeno, con el fin de comparar el
efecto inhibitorio que tiene el antigeno o metabolito de interés en esa union antigeno
anticuerpo y relacionarlo en base a concentraciones conocidas de estandares de la molécula
que se quiere cuantificar. En otras palabras es una prueba de comparacion con una reaccién
antigeno anticuerpo en las cuales se observa una inhibicion de la interaccion entre elementos
conocidos causada por algo desconocido o no cuantificado, el cual finalmente se compara

con estandares y curvas de calibracién simples que permiten entregar un resultado (54).

Esta metodologia se ha usado a lo largo de los afios en diversas matrices, como en un
estudio anteriormente mencionado donde se ocup6 el RIA para la deteccidn de opioides en
pelo de ratas (2), sin embargo, este no se restringe solo al cabello, también ha sido utilizado
en saliva como en los estudios de Walker y colaboradores en el afio 1978 donde describieron

un ensayo para la deteccion de cortisol en saliva (55). También en un estudio mas reciente
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Ilevado a cabo por Gelena Dlugash en el afio 2021 donde se cuantificaron 4 hormonas de tipo

esteroidal en la saliva, entre ellas el cortisol y la testosterona (56).

Si bien este tipo de ensayo se sigue utilizando en ambitos de la investigacion, es
necesario mencionar los riesgos que puede conllevar, segun la guia de bioseguridad para
laboratorios del ISP en Chile al afio 2019 se indica que las radiaciones ionizantes, asociadas
al uso de isOtopos radioactivos, como los utilizados en los radioinmunoensayos, presentan
un alto riesgo para la salud. Ademas, se indica que los kits comerciales deben ser usados con
sus respectivas precauciones como elementos de seguridad adecuados y solo deben ser

empleados por personal capacitado (57).

3.2) Enzimoinmuno anélisis (E1A)

Esta técnica ampliamente utilizada en el mundo basa sus principios en las reacciones
antigeno anticuerpo, al igual que el método anterior mencionado, sin embargo, en esta
oportunidad no se usan is6topos radioactivos para la cuantificacion de metabolitos, en cambio
se prioriza el uso de reacciones enzimaticas en la variante mas conocida del EIA, el
inmunoanalisis 0 ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas, ELISA por sus siglas en
inglés. Como su nombre lo indica el uso de enzimas ligadas a los reactivos inmunolégicos
permite esta cuantificacion en base a la formacion de un compuesto coloreado, el cual esta
dado por la adicién de un croméforo, un quimico que cambia de color como resultado de la
interaccion con una enzima (58). En la figura 8 se esquematiza los pasos que ocurren en la
reaccion de un ELISA tipico o ELISA directo, en el cual se produce un primer paso, el
antigeno (metabolito de interés) es fijado a una fase sélida en base a una incubacion pasiva.
Posterior a esto se descartan todos los antigenos que no generen o establezcan una union en
el sistema en base a un lavado. Se afiaden anticuerpos especificos que son capaces de
reconocer a ese antigeno que se fijoé a la fase solida, uniéndose a este. El restante de
anticuerpo que no pudo unirse es posteriormente eliminado con un lavado. Finalmente se

adiciona un sustrato o cromdéforo que al unirse a la enzima ligada al anticuerpo secundario
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reacciona con ella generando el producto coloreado el cual es cuantificable y comparado con
tablas o curvas de referencia (58).

1) El antigeno es afadido
a la fase sdlida y se
absorbe de manera

pasiva por incubacion

2) Luego de la
incubacion se elimina el
antigeno no unido
mediante un lavado
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Figura N° 8: Esquema representativo de un ELISA directo. Se observan los pasos a
seguir para completar la técnica. Tomado y adaptado de Crowther, 2001 (58)

38



Otra presentacion de EIA es el inmunoensayo asociado a quimioluminiscencia o IE-
QL o CLIA por sus siglas en inglés, que usa el mismo principio de unién antigeno anticuerpo,
pero en lugar de usar un cromoforo que genera un cambio de color, usa un compuesto que

emite luz en un medio especifico (59)

Al igual que el RIA, esta metodologia es ocupada para las dos matrices no invasivas
de importancia en esta revision, tanto para cabello como saliva. Esto lo demuestran los
estudios de Slominski y colaboradores en 2015, donde demostraron que mediante ELISA se
podria medir el cortisol en el cabello de nifios (60). Un estudio mas reciente, del afio 2020,
realizado por Crisci y colaboradores demostré que es posible cuantificar la hormona
antimulleriana (HAM), un marcador de la fertilidad, en el cabello de pacientes femeninas,
usando la técnica de ELISA, ademaés estos resultados fueron verificados usando WesternBlot
(61).

Por otro lado en estudios como el de Zhu y colaboradores publicado el afio 2021, se
hizo un analisis comparativo de métodos para la medicion de hormonas esteroidales en saliva
y determinaron la posibilidad de cuantificar metabolitos como la testosterona y progesterona
usando métodos comerciales de kits ELISA (62).

3.3) Cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas (LC-MS)

Como el titulo nos indica, estas son dos técnicas que se asocian entre si para poder
cuantificar los metabolitos de interés. La cromatografia liquida o LC por sus siglas en inglés,
es una metodologia que permite la separacion de moléculas para su posterior cuantificacion.
El principio de esto se basa en la capacidad de un metabolito o molécula en disolverse en
liquidos y en sélidos que tengan la capacidad de interactuar con dicha particula. Si esta se
disuelve en una fase liquida y pasa por una columna de particulas sélidas con las que
interactUa, se movera de manera mas lenta que si no interactuara. Esta separacion esta dada
por las diferencias sutiles que existen en las propiedades fisicas de cada particula como la

solubilidad, la carga eléctrica, entre otras (63).
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En resumen, la fase mévil o liquida fluye a lo largo de la fase sélida o estacionaria
generando una separacion, cuando la muestra es inyectada a la fase movil, esta se mueve a
lo largo de la columna de separacion por la presion interna, permitiendo dicho efecto de
segregacion. Todo esto es monitoreado por un detector de flujo. Existen variaciones de esta
técnica, entre ellas la cromatografia de fase normal, para compuestos no polares por ejemplo,
la cromatografia de fase inversa, para aquellas moléculas polares, la cromatografia de
intercambio i6nico, util para la medicion de componentes que puedan ionizarse, y por ultimo
la cromatografia por exclusion de tamafio, donde se separan los componentes dependiendo
de su capacidad para ingresar a los poros de la fase estacionaria (64). En la figura 9 se observa
una representacion bésica de una cromatografia, donde se aprecian las principales partes del
sistema, la muestra es inyectada a la columna donde se produce la separacion gracias a la
accion de una bomba que entrega presion al sistema y un inyector que permite la introduccion
de lo que se quiere separar para que en la etapa final del recorrido un detector analice y

almacene los datos obtenidos.

Columna Detector

Figura N° 9: Representacion esquematica de una cromatografia. En la cual se pueden
observar sus principales partes que participan en la separacion. Tomado y adaptado de
Niessen, 2006 (64)

Finalmente en la practica, la mayoria de separaciones por cromatografia son por

mecanismos mixtos (64).
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La espectrometria de masas, por otro lado, es una de las técnicas més importantes
usadas hoy en dia para cuantificar la concentracion de diversos elementos incluso en la
categoria de trazas, que se definen como concentraciones muy bajas que no siempre pueden
ser medidas por otras metodologias. La espectrometria esta basada en las propiedades fisicas
del nucleo atémico y cualquier elemento que este lo componga, como protones y neutrones,
los cuales le otorgan su masa atomica. La relacion existente entre esa masa y la carga es

utilizada con este fin (65).

En la figura 10 se observa un diagrama basico de la espectrometria de masas, en la
cual, de izquierda a derecha, se observan los pasos que sigue la muestra al ser introducida en
el equipo. Primero se ioniza (formacidn del ion) con alguno de los elementos nombrados bajo
esa columna. Luego esos iones son separados en base a su relacién masa-carga (separacion
del ion) por ejemplo con un analizador de masas cuadrupolo para finalmente, en la etapa de
deteccion idnica algin elemento capaz puede procesar esa informacion y transformarlo a

datos que pueden ser almacenados por un sistema de informacion.

Formacion del i6n Separacion de iones Deteccion de iones
Introducir Fuente idnica Separador de Detector de
e - —_—
Muestra > iones iones

! Fuente de iones destellantes T

\ Copa de Faraday

Fuente de descargas [ Campo selector magnético Fotoplaca sensible
Fuente de iones laser Combinaci6n de selector a iones con
Fuente de iones secundarias magnético y eléctrico. multiplicador de
Fuente neutra pulverizada. Analizador de masas clectrones
Fuente de ionizacidn térmica cuadrupolo
Fuente de iones (ICP) Analizador de masas por l

tiempo de vuelo - =

Analizador de masas por 4 Procesamiento de
Desorcion de matriz asistida por \ trampa de iones (\ \datj/
laser (MALDI) . A

"Ionizacion por electrospray (ESI),
N 7

Figura N° 10: Diagrama béasico de una espectrometria de masas, que indica los
principales pasos de la técnica. Tomado y adaptado de Becker, 2008 (65)
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La funcion de cada una de estas partes es primordial a la hora de establecer la
cuantificacion, la fuente idnica se encarga principalmente de aportar con la energia suficiente
para formar particulas con carga eléctrica, tanto positivas como negativas (66). Por su parte
el separador de iones genera precisamente eso, una separacion de las moléculas cargadas
eléctricamente para que puedan ser leidas por el detector de iones que clasifica estos
productos por su relacion masa-carga, generando una sefial que va al procesador de datos, el

cual entrega un espectro de masas, en base a lo anteriormente nombrado (66).

Finalmente, el conjunto de estas dos metodologias, la cromatografia, por un lado, que
permite esta separacion de elementos y la espectrometria que permite su cuantificacion,
generan una técnica en conjunto que es altamente Gtil en lo que es la medicion de diversos

metabolitos, entre ellos, las hormonas.

Al igual que en las técnicas anteriormente nombradas, este duo permite la
cuantificacion hormonal en las dos muestras no invasivas de esta revision. Eso lo podemos
confirmar gracias a estudios como el de Cririmele en el afio 2000, donde confirmé la
posibilidad de cuantificar algunos corticoesteroides como el cortisol en muestras de cabello

humano usando la metodologia de LC/MS (67).

3.3.1) Cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas en tandem
(LC-MS/MS)

Es una técnica muy similar a la anteriormente nombrada, y es ampliamente utilizada
tanto en el &mbito de la clinica como la investigacion. Su principio es el mismo que la
LC/MS, desde el punto de vista de la cromatografia, lo que cambia en esta metodologia es la
espectrometria, ya que los componentes de esta seran, un sistema de introduccion de
muestras, la fuente de ionizacion, un analizador de masas primario (MS1), una camara de
colisién, un analizador secundario de masas (MS2) y finalmente un detector y analizador de

datos, tal y como se observa en la figura 11.
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Sistema de Fuente de Analizador de Celda de Analizador de Detector

introduccion - ionizacion - masas (MS1) ‘ colisién ﬂ masas (MS2) -

de muestra

Figura N° 11: Esquematizacion del proceso de una espectrometria de masas en tandem
(MS/MS). Tomado y adaptado de (68).

En otras palabras, la muestra luego de pasar por el MS1, sus particulas ionizadas son
separadas en base a su relacion masa-carga, ordenados son pasados por una celda de colisién
en donde se fragmentan, para ser analizados por el MS2, para separar las moléculas integras
de las fraccionadas, formando el espectro de masas. Ambas metodologias, tanto LC-MS

como LC-MS/MS siguen el mismo principio, de medicion (66, 69).

La cromatografia asociada a MS en tandem es Gtil en la deteccion de hormonas tanto
en cabello como en saliva. Esto se demuestra en el estudio de Gaudl en 2016 quien, usando
esta metodologia logré cuantificar diversos tipos de hormonas como, aldosterona, cortisol,

cortisona, progesterona, entre otras, tanto en suero, orina, saliva y cabello (70).
También encontramos un estudio mas reciente, del afio 2022 a cargo de Fariha y

colaboradores, en el cual se desarroll6 una metodologia para la LC/MS/MS en donde se pudo

cuantificar el cortisol y la cortisona en saliva (71).
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4) METODOLOGIAS PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS NO
INVASIVAS Y RESULTADOS OBTENIDOS

En el presente capitulo se hara referencia a los materiales y métodos utilizados por
diversos autores en los estudios recopilados en cada una de las metodologias anteriormente
nombradas. El enfoque es en base a la recoleccion de la muestra, tanto del cabello como de
la saliva, las condiciones en las cuales fueron recolectadas, el procesamiento de estas y los

resultados obtenidos en cada una de las investigaciones.

4.1) ELISA

4.1.1) Cabello

Un estudio publicado el afio 2015 por Slominski y colaboradores buscé cuantificar la
hormona cortisol en el cabello de nifios con la finalidad de estudiar los niveles de estrés
cronico al cual estan sometidos. Los autores utilizaron dos metodologias, a modo de

comparacion en las cuales encontramos LC-MS y ELISA (60).

En lo que recoleccion de la muestra de refiere, los autores eligieron una zona del cuero
cabelludo de los nifios de la parte posterior de la cabeza, el largo de los cabellos fue de entre
1 a 3 centimetros y el peso minimo que se us6 de estas muestras fue de 100 miligramos, los
cuales fueron almacenados a temperatura ambiente, sin embargo, para la técnica de ELISA

solo se requirié de 50 mg (60).

El procesamiento del cabello previo a su uso medicion se basdé en dos métodos
similares de extraccion hormonal de la muestra. La primera en base a un denominado (Figura
N° 12a), en el cual el cabello fue cortado con unas tijeras especiales para dejarlo lo mas fino
y disgregado posible, en forma de polvo, luego de esto se realiz6 la extraccidn, alternando

entre el uso del metanol, con 1 ml que se le agregd a este polvo fino y se incub6 por 15
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minutos a 52° Celsius centrifugando la muestra por ese periodo a 200 revoluciones por
minuto (RPM), luego se le agreg6 1 ml de acetona y se realizé la misma centrifugacion por
5 minutos pero a temperatura ambiente. Cabe mencionar que estas extracciones se realizaron
fraccionadas en 4 por cada una de las muestras, es decir, se repitieron los pasos antes
mencionados en cuatro ocasiones en tubos diferentes. Finalmente, las 4 extracciones se
agruparon y se almacenaron a 4°C para que se evaporara la mayor cantidad de sobrenadante,
el restante o parte sélida se resuspendié con buffer fosfato salino (PBS), obteniendo 350 uL

de solucion para 50 mg de cabello.

Por otro lado, el método de molienda o molido (Figura N° 12b) us6 los 50 mg de
cabello el cual fue cortado en partes de 0,5 centimetros aproximadamente y posteriormente
pulverizado con perlas de zirconio en una centrifuga a 20.000 RPM por 10 minutos, luego se
realizo el proceso de extraccion con los mismos reactivos anteriores, sin embargo, en esta
ocasion se centrifugaron a 10.000 RPM por 10 minutos y cada sobrenadante de las 4
extracciones de cada muestra se guardd en tubos separados, el proceso de evaporacion y

resuspension fue idéntico al método anterior, pero con 4 tubos en total para cada muestra.
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Figura N° 12: Metodologia utilizada en el estudio de Slominski. En la letra A) se aprecia
el método estandar y en la B) el método de molido. Elaboracion propia.

Una vez finalizado el procesamiento de la muestra, los autores mencionan que la
medicion de cortisol se realizd mediante el uso de un kit comercial hecho para la medicion
salival de cortisol el cual fue usado tal y como lo indica el fabricante de la empresa ALPCO

Diagnostics (60). Segun la pagina de quien provee este Kit nos dice que el principio del test
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se basa en el inmunoanalisis ligado a enzimas y que como reactivos utiliza anticuerpos anti-
cortisol de origen animal, especificamente de conejo. El procedimiento para la cuantificacion
usa la muestra a analizar, un calibrador y un control, todas estas se realizan en duplicado, los
cuales se leen con un espectrofotometro de microplacas de ELISA a 450 nandmetros (72).
Es necesario mencionar que dentro de la informacion entregada por el fabricante existen
limitaciones que nos dicen que este kit fue disefiado para su uso exclusivo en saliva (72), sin
embargo, los investigadores hicieron uso del mismo para la medicion de cortisol en cabello
(60).

Pasando ahora a los resultados obtenidos en esta cuantificacion, se obtuvo que el
mejor rendimiento se alcanzd con el método estandar en la mayor parte de las muestras,
ademas la media obtenida de cortisol por el método de ELISA fue de 172,2 ng/ml. Ademas,
los autores destacan el uso de controles en lo que corresponde a la medicidn, uno positivo,
otro de valor bajo y uno de valor alto, los cuales se lograron cuantificar de manera correcta

y los resultados obtenidos fueron aceptados (60).

Otro estudio publicado Tisdale y colaboradores en el afio 2019 también usé la
metodologia de ELISA para la cuantificacion hormonal en cabello, sin embargo, la poblacion
de interés en este caso correspondia a cabello arqueoldgico, es decir, personas adultas
momificadas de una region de Egipto (73). Los autores destacan que la metodologia de
extraccion hormonal del cabello ya habia sido realizada con anterioridad, especificamente
por Webb y col. en 2010 (74), En esta ocasién se usé para la deteccion de tres hormonas en
especifico, cortisol, estradiol y testosterona. El paso a paso de la preparacion de las muestras

fue el siguiente.

El cabello se cortd en segmentos de un centimetro de longitud y cada muestra debia
pesar mas de 10 mg. Estas se pusieron en recipientes de vidrio y se picaron con tijeras para
reducir ain mas su tamafio, al recipiente se le afiadié un mililitro de metanol con la finalidad
de extraer las hormonas. Cada muestra se incubd a 50°C y se centrifugaron a 100 RPM por
un periodo de 16 horas. Pasado este tiempo se recuperé el sobrenadante, el cual se dejé
evaporar a 40°C hasta obtener un residuo, el cual se resuspendio en 250 microlitros de PBS
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a pH 8, todos y cada uno de estos pasos se puede apreciar de mejor manera en la figura 13.
Posteriormente se realiz6 la cuantificacion con kits comerciales, como el estudio anterior

siendo el fabricante, en este caso DiaMetra (73).

1mlde 100 RPM a 50°C Secar sobrenadante a Resuspender en 250uL

Recoleccién del "
metanol x 16 horas 40°C de PBS a pH 8.0

Corte de un cm. Corte Fino
cabello

Peso minimo: 10mg

Simén Zapata N.

Metanol

A
B

Figura N° 13: Metodologia utilizada en el estudio de Tisdale. En la cual se aprecia el paso

a paso con relacion a la obtencion de la muestra y su tratamiento. Elaboracion propia.

El creador del kit en su pagina web nos dice que este tipo de ensayo es un ELISA
competitivo, lo cual aplica para las tres hormonas en medicion, ademas, nos entrega
informacion relevante como la sensibilidad, la cual es de 0,12 ng/ml en el caso de la medicion
del cortisol (75), 3,28 ng/ml en la testosterona (76) y 0,5 pg/ml en el caso del estradiol (73).
Cabe mencionar que al igual que el estudio anteriormente mencionado, el kit es para uso en

saliva y no en cabello, sin embargo, los autores lo utilizaron de igual forma.

Dentro de la pagina del fabricante también se encuentra el inserto para el uso del kit,
en este caso el de cortisol. Cuenta con estandares de cortisol para la construccion de una
curva de calibracion y la posterior cuantificaciéon de la muestra, también cuenta con PBS, un
conjugado de cortisol, la microplaca para la realizacion de la reaccidon de ELISA, substrato y
una solucion de detencion. El procedimiento, tal y como se ve en la figura 14, consiste en
preparar los estandares (7 en total) que van desde O ng/ml hasta 100 ng/ml de cortisol.
También se debe preparar el conjugado diluyendo 10 pL en un ml de tampdn de incubacion.

Para preparacion de la muestra se recomienda usar tubos de vidrio y centrifugar por 15

48



minutos a 3000 RPM. Se deja por una hora a una temperatura de -20°C, se vuelve a

centrifugar al igual que en el paso anterior.

Ah-a  1-1-

Resuspender con agua 10 uL de 1ml de Solucién de
7 viales de estandar destilada conjudado tampon de .
) incubacién conjugado

Simén Zapata N.

5 Q 58 o

\_/
Muestra 3000 RPM x 15 -20°C x una hora 3000 RPM x 15 Procedimiento en
minutos minutos P

Figura N° 14: Metodologia recomendada por DiaMetra. En la que se detalla los pasos a

seguir con respecto a la preparacién de reactivos y la muestra. Elaboracion propia.
Posteriormente se deben mezclar los componentes en la microplaca de reaccion tal y

como se ve en la tabla 5, con esos volimenes y tiempos. Finalmente, la microplaca debe

leerse en un espectrofotémetro a 450 nm.
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Tabla N° 5: Procedimiento para ELISA en saliva segun DiaMetra. Tomada y adaptada

de DiaMetra, 2022 (77).

Reactivo Estandar Muestras Blanco
Estandares

(7 viales) 25 L - -

Muestra - 25 uL -
Solu_clon de 200 L 200 L i
conjugado

Incubar una hora a 37°C

agua destilada

Retirar la mezcla de reaccién y lavar 2 veces cada pocillo con 0,3 ml de

Sustrato TMB 100 pL 100 pL 100 puL
Incubar 15 minutos a T° ambiente (22-28°C)
Protegido de la luz
Solucion de
parada 100 pLb 100 L 100 pL

frente al blanco

Agitar con cuidado y leer absorbancia a 450 nm

Pasando ahora a los resultados obtenidos por los investigadores, se tiene una media

de 393,61 + 62,24 ng de cortisol /g de cabello en los hombres momificados y el valor para

las mujeres fue de 239 + 31,18 ng/g. Por el lado del estradiol se obtuvo un valor promedio

para los adultos momificados masculinos y femeninos de 48,38 + 11,53 pg/g y de 132,62 +

81,68 respectivamente, ademds, los autores destacan que no obtuvieron diferencias

significativas en los valores del cabello obtenidos mas cerca del cuero cabelludo con relacion

al cabello mas distal. Finalmente, la testosterona tuvo un valor medio de 21,14 + 2,77 ng/g

en hombres y de 7,57 + 3,26 ng/g para mujeres (73).
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4.1.2) Saliva

Se realizd un estudio en el afio 2019 en el cual Ugur y colaboradores buscaron
cuantificar la hormona asprosina, una hormona proteica que regula la homeostasis de la
glucosa (78) en un total de 116 participantes con diversas categorias de peso y de IMC, tanto
en saliva como en sangre mediante ELISA (79).

La metodologia utilizada fue seleccionar a los participantes en base a las directrices
de clasificacion de peso corporal de Canadd, dentro de los cuales 8 se encontraban en el rango
de bajopeso, 44 normopeso, 19 sobrepeso, 10 con obesidad tipo I, 13 tipo 11 'y 22 tipo Ill. A
cada uno se le tomd una muestra de sangre venosa y 2 ml de saliva (79), esta Ultima en base
a un estudio publicado por Aydin y colaboradores en el afio 2005, en el cual los participantes
recibieron la orden de tener un ayuno nocturno (a excepcion de agua), no fumar ni beber
alcohol antes de la recoleccion de saliva. Dichas muestras fueron recolectadas por el kit de
recoleccion de saliva Salivette de la empresa Sarstedt de Alemania después de enjuagar con

agua la boca de cada participante (80).

El procesamiento de la saliva fue inmediatamente después de la recoleccion y
consistié en centrifugarla por 15 minutos a 400 RPM para eliminar las impurezas que
pudieran estar presentes en la muestra, el sobrenadante se dividié en 3 alicuotas y se

almaceno a -70°C (80) tal y como se aprecia en la figura 15.
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Figura N° 15: Metodologia usada por Aydin y Ugur. En la que se aprecian los pasos a

seguir con la muestra de saliva. Elaboracion propia.

Ugur y los demas autores del estudio de 2019 cuantificaron la asprosina mediante un Kit
comercial ELISA Kit Shanghai sunredbio (SRB) de la empresa Sunred Technology Co. Ltd.,
el cual cuanta con un rango de medicion de 1 a 300 ng/ml y una sensibilidad de 0,756 ng/ml
como se destaca en el estudio (79). También se nombra que el lavado de las placas fue
realizado con un equipo automatico denominado BioTek ELX 50 y la absorbancia se midi6
con ChroMate, Microplate Reader P4300 (79).

Dentro de los resultados, los autores obtuvieron que los niveles de asprosina en el
grupo control fueron de 14,0 + 3,75 ng/mL y 23,86 = 2,22 ng/mL en suero y saliva
respectivamente, ademas se detectaron niveles muy bajos de la hormona en sujetos con IMC
de bajopeso y, conforme aumentaba el IMC, los valores de la misma aumentaban también
(79), tal y como se observa en la figura 16 donde se encuentran los promedios de los valores

hormonales obtenidos en el estudio en base a la clasificacion de los participantes.
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Figura N° 16: Comparacion entre los niveles de asprosina e IMC en el estudio de Ugur
y col. Tomada y adaptada de Ugur, 2019 (79).

Otro estudio publicado el afio 2021 por Krahel y colaboradores buscé cuantificar
diversos marcadores de estrés en la saliva de nifios con trastorno por déficit atencional e
hiperactividad (TDAH), entre estos marcadores, el cortisol. La poblacion en estudio fue de
60 en total, 50 nifios y 10 nifias diagnosticados con TDAH (81).

Los autores destacan que todos los participantes del estudio se sometieron a un
procedimiento en un consultorio dental para evitar cualquier sesgo que pudiera afectar el
flujo salival durante el examen, todas y cada una de las muestras fue tomada entre las 9:00 y
10:00 am, posterior a la ingestion de comida en el desayuno y con aseo dental. Se recolectd
saliva no estimulada por 15 minutos en total entregando indicaciones a los participantes de
que escupieran en los recipientes estériles que los investigadores les entregaron. La primera
porcion de saliva se recolectdé en un tubo separado y el resto en un tubo estéril.
Inmediatamente después se selld el recipiente y se centrifugd, el sobrenadante se congel6
primero a -20°C y luego a -80°C (81). Los autores no destacan el tiempo ni la velocidad del

centrifugado en el estudio.

El cortisol salival se cuantificO mediante un kit comercial disponible denominado
ELISA Kit DES6611 de la empresa Demeditec Diagnostics GmbH, de Alemania (81). En la

pagina web del fabricante podemos encontrar el inserto del kit, el cual nos dice que el ensayo
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tiene un rango de trabajo de 0,1 — 30 ng/ml y una sensibilidad de 0,019 ng/ml, ademas que
esta basado en un tipo de ELISA competitivo. Los reactivos provistos por el kit son 6
calibradores, un control bajo y un control alto, conjugado de enzima, sustrato en solucion,
solucion de parada y solucion de lavado (82). El fabricante recomienda que las muestras sean
obtenidas en tubos de polipropileno (PP) y no usar tubos de recoleccién como el de Salivette
(82).

El procedimiento, tal y como se aprecia en la figura 17, consta de dispensar 50 pL de
cada calibrador, control y muestra en duplicado en cada pocillo de reaccion, luego agregar
50 pL del conjugado de enzima. Incubar 60 minutos en una centrifuga de microplacas a 900
RPM a temperatura ambiente. Se deben vaciar los pocillos y luego lavar cuatro veces con
solucion de lavado (300 L cada vez). Se afiaden 200 L de sustrato en solucién y se incuba
a temperatura ambiente, 30 minutos protegido de la luz. Finalmente se afiaden 50 pL de
solucion de parada y se determina la absorbancia a 450 nm 15 minutos después de agregar el

ultimo reactivo (82).
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Figura N° 17: Metodologia del kit ELISA DES6611 de la empresa Demeditec

Diagnostics. Elaboracion propia.

Los resultados obtenidos por los autores indicarian que, por parte del cortisol, no

habria una elevacion significativa entre nifios control y nifios con TDAH, siendo el promedio

para nifios sanos de 5,5 + 6,6 ng/ml y de 5,5 £ 4 ng/ml en nifios diagnosticados con TDAH.

Sin embargo, el cortisol si tuvo una asociacion con el IMC de los participantes y el tamafio

de la cadera, siendo mayor en el grupo TDAH.
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4.2) RIA

4.2.1) Cabello

El radioinmunoensayo en la actualidad no es un método ampliamente utilizado como
los demas, sin embargo, algunos investigadores siguen utilizandolo, como en el caso de
Calamari y colaboradores, que en el afio 2020 publicaron un estudio en el cual, mediante RIA
analizaron el cabello en blsqueda de testosterona en 24 perros machos de raza Caniche de
los cuales 4 estaban castrados, ademas se incluyeron 4 hembras (83).

Las muestras fueron obtenidas de 3 regiones del cuerpo diferentes, cabeza, torso y
extremidades, las cuales fueron cortadas con tijeras o cortadoras de pelo y almacenados en
una bolsa de papel a temperatura ambiente. Los autores destacan que utilizaron la
metodologia propuesta por Baumgartner y colaboradores del afio 1979 (2) y Yang y
colaboradores del afio 1998 (84), sin embargo, realizaron algunas modificaciones al
protocolo establecido (83). Tal y como se ve en la figura 18 los autores picaron el pelo de los
perros finamente con tijeras hasta un peso aproximado de 50 mg, a los cuales se les afiadié 3
ml de metanol. El tubo se agitd por un minuto y se dejé reposar 48 horas a temperatura
ambiente. Luego se volvio a agitar por un minuto y se paso el contenido a un tubo de vidrio,
lo dejaron a 42°C con aire seco en el ambiente para poder evaporar el liquido en su totalidad
para posteriormente resuspender el contenido en 0,5 ml de solucién buffer con gelatina que
luego se agitd en un vortex. Cada muestra se traspasoé a 2 tubos (0,25 ml en cada uno), una

fue almacenada refrigerada y otra congelada por tres dias (83).
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Figura N° 18: Metodologia utilizada en el estudio de Calamari y colaboradores. En la
cual se aprecian los pasos seguidos por los investigadores, desde la obtencion del pelo en los

perros hasta y almacenamiento Elaboracion propia.

Para la medicién de testosterona en el pelo de los animales se utilizé un kit comercial
de RIA de fase sélida de la empresa Siemens Medical Solutions Diagnostics, especificamente
el COAT-A-COUNT, donde los autores destacan que los niveles minimos detectables de la

hormona son de 2,62 ng/dL en el interensayo y de 10 ng/dL en el intraensayo (83).
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Pasando a los resultados obtenidos por los investigadores, los cuales se encuentran en
la tabla 5, concluyeron que los machos sin castrar y las hembras no tenian una diferencia
significativa en los valores obtenidos, sin embargo, los machos castrados no mostraron

valores significativamente diferentes con las hembras del estudio (83).

Tabla N° 6: Resultados obtenidos por Calamari y colaboradores. En la cual se aprecia la
diferencia entre la sangre y el pelo en la medicion de testosterona en perros. Tomada y
adaptada de Calamari, 2020. (83)

Testosterona (ng/ml) Testosterona (ng/g)

Matriz Sangre Pelo

Machos sin castrar 1,34 + 0,30 (0,16-4,49) 7,26 £1,71 (1,50-29,40)

Machos castrados 0,16 £ 0,14 (0,02-0,58) 3,26 £ 0,94 (0,68-4,91)

Hembras 0,11+0,01(0,10-0,18) | 2,20 +0,63 (1,00-4,53)

El fabricante del kit en su pagina web no ofrece el instructivo del producto, por lo que
el paso a paso de como se lleva a cabo la técnica, no se puede describir, ademas en el estudio

no se menciona dicha metodologia.

4.2.2) Saliva

El afio 2020 fue publicado un estudio realizado por Bakker-Huvenaars y
colaboradores en el cual se analizo la relacion entre la oxitocina, cortisol y testosterona salival
en 114 adolescentes con trastornos del espectro autista (TEA), trastorno negativista
desafiante (TND) y trastornos de la conducta (TC) con la agresividad o rasgos insensibles de

cada participante, en comparacion con individuos con desarrollo tipico (IDT) (85).
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Los autores destacan que la saliva de cada participante fue recolectada sin el uso de
estimulantes, ademaés, que no debian comer, beber, fumar o cepillarse los dientes al menos
una hora antes de la recoleccion. EI volumen de cada muestra fue de 6 ml y se recolecté en
tubos de ensayo plasticos y transparentes, los cuales fueron almacenados inmediatamente a
menos 20°C (85). La medicion de cada hormona se realizé por RIA, sin embargo, el
procedimiento no fue igual para cada una de ellas. La oxitocina de cuantificd en base a lo
descrito por Althaus y colaboradores en el afio 2016 (86), por otro lado, el cortisol y la
testosterona de midieron por una metodologia disefiada por los autores del estudio en base a

lo dicho por MacKenzie y colaboradores en 1990 (87).

Althaus y sus colaboradores nos describen que su procedimiento del RIA para la
medicion de la oxitocina, primero debieron separar la oxitocina de las proteinas de unién,
afiadiendo 300 de HCI al 0,5 M y usando un cartucho de purificacion y extraccion Oasis
HLB, luego de la extraccién los cartuchos fueron puestos en metanol al 100% y luego se
evaporé dicho compuesto para finalmente ser resuspendido en tampén fosfato (86), tal y

como se aprecia en la figura 19.
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Figura N° 19: Metodologia utilizada en el estudio de Bakker-Huvenaars y
colaboradores. Desde la obtencion de la saliva hasta el tratamiento usado en el estudio de

Althaus y col. Elaboracién propia.

El RIA del estudio, como se ve en la figura 20, se basa en el uso de un anticuerpo
policlonal de conejo (diluido 1:160.000), especificamente 50 pL, los cuales fueron afiadidos
a 100 pL de muestra que posteriormente se incubaron a 4°C por 72 horas. Posteriormente se
le afiadio 25 pL de oxitocina marcada con el isotopo radioactivo li2s y se incubo a la misma
temperatura por 24 horas mas. Luego, la oxitocina unida al anticuerpo y la libre fueron
separadas mediante el uso de un segundo anticuerpo que contenia 10% de IgG de origen
ovino anti-conejo y 0,01% de IgG de conejo con una proteina transportadora en solucién de
polietilenglicol. Finalmente, se le midi6 a cada muestra su reactividad con un contador
gamma automatico. Los autores destacan que la sensibilidad analitica de este ensayo fue de
1,5 pmol/L (86). Cabe mencionar que esta metodologia fue desarrollada en muestras de
sangre, sin embargo, Bakker-Huvenaars y colaboradores lo utilizaron para la medicién en

saliva.
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Figura N° 20: Metodologia utilizada en el estudio de Althaus y colaboradores. Se

destacan los componentes utilizados en el RIA Elaboracion propia.

Pasando a los resultados del estudio realizado en 2020, los autores destacan que los
niveles de oxitocina de los grupos de adolescentes TDA, TC y TND fueron
significativamente mas bajos que en el grupo IDT. Por parte del cortisol no hubo mayores
diferencias, sin embargo, los individuos del grupo TND y TC obtuvo un valor

significativamente més alto que los del grupo TDA (85).

4.3) Cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas

4.3.1) Cabello

El afio 2020 fue publicado un estudio en la revista Psiconeuroendocrinologia por
Kruijff y sus colaboradores, en el cual buscaron medir el cortisol del cabello de nifios sanos
mediante el uso de LC-MS en tandem o LC-MS/MS, con el fin de establecer intervalos de
referencia para esta poblacion. Para este fin los investigadores formaron tres grandes grupos

de participantes, el primero estaba formado por recién nacidos cuyas madres declararon no
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consumir drogas psicotropicas durante el embarazo, el segundo por bebes de seis semanas,
hijos e hijas de madres con alguna enfermedad mental, participantes de un estudio anterior.
Finalmente, el Gltimo grupo considero6 nifios sanos desde 0 hasta 18 afios. Cabe mencionar
que fueron excluidos del estudio aquellos participantes que hayan consumido

glucocorticoides u otro medicamento similar (88).

Con lo que respecta a la muestra, tal y como se aprecia en la figura 21, esta fue
recolectada desde la parte posterior de la cabeza, cortada con tijeras quirurgicas, lo mas
cercano al cuero cabelludo posible. Estos se almacenaron en bolsas de papel a temperatura
ambiente y se marc6 cual extremo era el méas proximal a la cabeza. Para nifios mayores de 4
afios, los investigadores usaron los 3 centimetros méas proximales de la muestra, para menores
de 4 afios como recién nacidos o aquellos que no tuvieran los 3 centimetros de longitud en el

cabello se usd a lo menos un centimetro de muestra (88).

Cada muestra se pasé a tubos de vidrio y se pesé en miligramos, luego se lavaron con
isopropanol apto para LC-MS a temperatura ambiente y se dejo secar por 48 horas. Luego,
el cortisol fue extraido con 1,5 mL de metanol apto para LC-MS por 18 horas a 25°C, al
metanol se le afiadié cortisol-d3 deuterado que luego se extrajo mediante una extraccion de
fase solida (88). Los investigadores destacan que se basaron en la metodologia de LC-
MS/MS descrita por Noppe y colaboradores en 2015 (89).

Este altimo estudio mencionado logré cuantificar cortisol, cortisona, DHEAS, y 17
hidroxiprogesterona o 170HP. Para esto, utilizaron una separacion por cromatografia de ultra
rendimiento o UPLC usando una columna con gradiente de agua y metanol de la empresa
Waters®, se utiliz6 un ritmo de 250 pL/min (89).
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Figura N° 21: Metodologia utilizada en el estudio de Kruijff y colaboradores. Se
destacan los pasos realizados por los investigadores hasta la medicion por espectrometria de

masas basado en el estudio de Noppe y col. Elaboracion propia.

Finalmente, los resultados obtenidos por el estudio de 2020 determinaron que un total
de 625 nifos entre 0 y 18 afios se establecieron en intervalos por edad, ya que el objetivo del
estudio era generar rangos de referencia para el cortisol, con este método. Un ejemplo es el
rango al nacer que en el percentil 50 entrega un resultado de 162,4 pg/mg, en cambio a los 3

meses de edad se ve una caida brusca de ese valor a tan solo 20,5 pg/mg. (88)

Otro estudio del afio 2019 realizado por Gao y colaboradores determing, mediante
LC-MS las hormonas tiroideas en cabello humano con el fin de investigar el fendmeno de
“burnout” o agotamiento, una forma de cansancio emocional que tiene como consecuencia
la diminucion del desempefio en diversas actividades. Se estudio en diferentes grados a un
total de 208 participantes con una media de edad de 41,5 £11,5 afios (90). Los autores
destacan que las muestras de cabello fueron obtenidas desde el vértice posterior de la cabeza,
y cada una de ellas debio pesar a lo menos 10 mg, priorizando obtener el segmento mas
proximal a la cabeza, especificamente los primeros tres centimetros, para poder obtener

informacion de las hormonas de hasta tres meses antes de la recoleccién. Cada muestra se
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lavé con 2,5 ml isopropanol en agitacion por 3 minutos a temperatura ambiente y se dejé
evaporar en campana por 12 horas. Se recorto el cabello y se peso6 un total de 7,5 mg por cada
uno de los participantes, se le agreg6 20 uL de patrén interno mas 1,8 ml de metanol y se
dejo incubar por 18 horas a temperatura ambiente. Del sobrenadante se tomé 1,6 ml a un tubo
nuevo y se dejo evaporar a 50°C y luego se resuspendio en 120 uL de una solucién de metanol
y agua 1:1 (90). El paso a paso del tratamiento del cabello se puede observar en la figura 22.
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Figura N° 22: Metodologia utilizada en el estudio de Gao y colaboradores. Se muestran
los pasos realizados por los investigadores hasta la medicion por espectrometria de masas.

Elaboracion propia.

Con respecto a la medicion se utilizd el sistema de Shimadzu Nexera XR para la
cromatografia y un AB Sciex QTRAP 6500 para la espectrometria de masas, el cual destacan,
posee una fuente de ionizacion de electropulverizacion o ESI, basado en un estudio anterior,

realizado por el mismo autor (90).

Es necesario mencionar que en este estudio se incluyd una prueba de la optimizacion

del método de extraccion con isopropanol, en el cual se analizaron 5 muestras, de las cuales,
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posterior al lavado con dicho compuesto se tomd una alicuota y se analiz6 en busqueda de
hormonas tiroideas, obteniendo como resultado un valor bajo el rango detectable por la

técnica, lo que indica que no se extrajeron hormonas en el lavado (90).

También estandarizaron el tiempo de incubacion con metanol al medir la
concentracion de hormonas con diversos tiempos, 2,5; 5; 10: 18; 24 y 48 horas, obteniendo

que posterior a las 18 horas el incremento de la concentracion hormonal era intermitente (90).

Con lo que respecta a los resultados los autores obtuvieron un tango de 0,034 a 0,355
pg/mg en caso de la hormona triyodotironina o T3 y de 0,030 a 0,712 pg/mg para la tiroxina
0 T4, lo cual se asemeja en magnitud a los resultados de medicion hormonal libre en el plasma
(90). Agquellos participantes con un alto grado de agotamiento exhibieron mayores
concentraciones de T4 en el cabello a diferencia de aquellos con menor grado, ademas, la
proporcién de T3/T4 fue méas baja en pacientes con alto grado de burnout.

4.3.2) Saliva

En 2018 Xiaoguang Li y colaboradores realizaron un estudio que busco la
determinacion de estrogenos en saliva humana, especificamente estrona, estradiol y estriol
mediante la metodologia de LC-MS. Para este fin se recolectaron muestras de 23 hombres
sanos entre 22 y 68 afios, 68 mujeres premenopausicas de entre 18 a 46 afios y 33 mujeres
menopausicas de 54 a 73 afios (91). Tal y como se ve en la figura 23, los investigadores
recolectaron cuatro muestras por cada participante con un intervalo de 5 horas
aproximadamente entre cada una, agrupandolas y congelandolas a -20°C previo al analisis.
La saliva se descongel0 y paso por un proceso previo a la separacion y medicion por LC-MS,
250 uL de cada muestra se mezclo con 50 pL de solucion de trabajo 1S y 250 uL de agua. Se
cargd la mezcla en placas de extraccion de la marta Waters previamente acondicionadas,
luego se lavo tres veces con metanol al 40% y se le agregd 75 uL de metanol al 100%, luego
75 uL de agua y se mezclo previo a la determinacion final (91). El procedimiento se repitio

igual para los calibradores y estandares correspondientes.
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Figura N° 23: Metodologia utilizada en el estudio de Li y colaboradores. Se observa el
tratamiento a la muestra de saliva previo a la medicion de estrogenos por LC-MS.

Elaboracion propia.

La cromatografia se realizé con un sistema de la marca Columbia, especificamente el
Shimadzu Prominent UFLC-XR, con una fase movil de amonio. La espectrometria de masas
se utilizé el AB Sciex 5000 QTRAP de la marca Foster City, el cual cuenta con un sistema
de ESI (92).

Los investigadores registraron diversos resultados, entre los cuales se destaca la
optimizacion de la cromatografia con diversas fases mdviles, la optimizacion de la
espectrometria, con el fin de tener la mejor sensibilidad posible. También se evalud el efecto
del lavado y la eficiencia de la solucidn de trabajo, todo esto para saber si las condiciones del
ensayo eran las optimas antes de analizar las muestras reales de los y las participantes (91).
Se destaca que la sensibilidad de esta técnica es de 1 pg/ml y que permite la deteccion

simultanea de los tres estrgenos en saliva. Un ejemplo de los valores de estrdgenos
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obtenidos para mujeres post menopausicas con una extraccion de fase sélida fue de 1,1 a 5,5
pg/ml. Por otro lado, para los hombres del estudio fue de 1,1 a 4,1 pg/ml (91).

Otro estudio realizado el afio 2021 por Han y colaboradores buscé la deteccion de
DHAS, progesterona y testosterona en saliva de 88 participantes humanos en total, 41
mujeres y 47 hombres de entre 18 y 30 afios, mediante el uso de LC-MS (92). Para este fin a
los sujetos se les pidio la recoleccion de dos muestras de saliva a cada uno, con dos semanas
de diferencia entre ambas, la saliva debia ser no estimulada y los participantes no debian
comer ni beber por 60 minutos previos a la recoleccion y no cepillarse los dientes hasta 2
horas antes. Una vez recolectadas las muestras se congelaron a -80°C hasta su uso, estas se
descongelaron y se centrifugaron a 6500 g por dos minutos. De esto se tomo un mililitro y se
mezclo con un estandar interno, especificamente con 10 pL para ser agitadas en vortex por
10 segundos. Luego las muestras se mezclaron con 1,0 ml de una mezcla 50/50 de hexano
con acetato de etilo para incubarlas por 30 minutos a temperatura ambiente en constante
rotacion y se centrifugaron por 3 minutos a 9000g. Luego se pasé 1,5 ml de la fase superior
a otro tubo y de lo restante se extrajo la fase inferior. Ambas fases superiores, de las dos
muestras de cada participante se evapor6 a 40°C y se resuspendié con 50 uL de acetonitrilo
con 50 pL de solucién de derivacion para incubar cada una a 37°C por una hora. Finalmente
cada muestra se evapor6 con gas de nitrégeno y se resuspendi6 con 25 uL de acetonitrilo
para ser cuantificados por LC-MS (92). El paso a paso se puede observar de mejor manera

en la figura 24.
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Figura N° 24: Metodologia utilizada en el estudio de Han y colaboradores. Se observa el

paso a paso del tratamiento de cada muestra. Elaboracion propia.

Los investigadores destacan que el proceso de cuantificacion fue realizado en un

espectrometro de masas Sciex API 2000 ™ con sistema de ESI.

Dentro de lo que son los resultados se obtuvieron rangos de referencia para hombres
y mujeres, por ejemplo, para la testosterona en hombres el rango fue de 0,07 a 0,087 ng/ml y
en mujeres <0,03 ng/ml. Por otro lado, la progesterona en hombres fue de 0,032 a 0,089
ng/ml y en mujeres en etapa de preovulacion de 0,02 a 0,045 ng/ml y en esta de ovulacion de
0,037 a 0,063 ng/ml.
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Las metodologias han ido variando conforme pasan los afios, el RIA se ha dejado de
lado en investigaciones con seres humanos debido a su alta peligrosidad para quien realiza la
técnica debido al uso de radioisotopos. Por su parte los EIA tienen una gran ventaja debido
a la posibilidad de la adquisicion de kits comerciales que facilitan las mediciones y con ello
la estandarizacion de las técnicas, a diferencia de los métodos mas modernos como la LC-
MS, ya que cada investigador basa su manera de tratar las muestras y cuantificar las
hormonas en otros estudios realizados con anterioridad o con base a sus propios principios,
variando en la mayoria de los casos las cantidades y los reactivos utilizados. En la figura 25
se aprecia una representacion de la evolucion con respecto a los primeros ensayos realizados,
principalmente por RIA y como han ido evolucionando hacia las metodologias que hoy
predominan, como los es la LC-MS, donde hay algunos autores que la destacan como la

metodologia “gold standard” para estas mediciones (93).

Uso de kits de

ELISA para Uso gz}%g'MS Uso de otras

Primeros medir herramienta de técnicas para
ensayos con hormonas en medicion medicion
RIA cabello hormonal

- B B B

1979 2008 2010  2010-
2022

Simdn Zapata N.

Figura N° 25: Representacion evolutiva de las metodologias para medicion hormonal.
En la que se aprecian algunos hitos importantes en el paso de los afios con respecto a las
muestras no invasivas. Los afios utilizados corresponden a estudios puntuales obtenidos en
la presente revision, no indican el comienzo del uso para cierta metodologia con ese afio en

particular. Elaboracion propia.
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5) BENEFICIOS DEL USO DE MUESTRAS NO INVASIVAS

5.1) Muestras libre de estrés.

Multiples estudios a la fecha se han dedicado a estudiar el estrés en la poblacion,
debido a todos los efectos que este produce en los seres humanos, posibilitando incluso el
desarrollo de depresion, debido a cambios en el eje Hipotadlamo-Pituitaria-Adrenal o HPA
por sus siglas, modulado principalmente por la hormona cortisol, la llamada molécula del
estrés (94). Investigadores han realizados pruebas para poder comparar las diferentes
muestras usadas en los estudios, como suero, cabello, saliva, orina entre otras, con el fin de
poder dilucidar si su uso realmente ofrece una alternativa libre de estrés, en lo que respecta

a la toma de muestra (95).

Okamura y sus colaboradores en el afio 2014 desarrollaron un estudio en el cual se
selecciond a 50 recién nacidos con el fin de medir el cortisol en tres muestras principales,
suero, saliva y orina. Los resultados obtenidos por los investigadores destacan que los valores
de la hormona que se obtienen del suero tienen una correlacién lineal con un grupo en
particular de recién nacidos, especificamente en aquellos de los cuales la muestra fue
obtenida gracias a un catéter arterial permanente previamente colocado, es decir, los niveles
de cortisol entre la muestra arterial y salival no tenian mayores diferencias. A diferencia del
otro grupo, del cual el suero fue obtenido por una puncién venosa, donde los resultados no
tenian una correlacion lineal, siendo mayor en la muestra sanguinea. Los investigadores
concluyeron gue el dolor del procedimiento invasivo, en lo que respecta a la introduccién de
la aguja en la piel del nifio puede inducir una alteracion en los niveles de cortisol plasmatico,
no asi en las muestras no invasivas como la saliva (95). Lo que se puede apreciar en la figura
26, la cual esquematiza cémo los niveles de cortisol se elevan al momento de la puncién,
alterando el eje HPA e induciendo a errores en la medicion real cuando se usan muestras

invasivas.
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Figura N° 26: Mecanismo de aumento del cortisol debido a una puncion venosa. En la
cual se puede apreciar como una ruptura de la piel y el vaso sanguineo puede aumentar la
actividad del eje HPA y con ello la cantidad de cortisol circulante. CRH = Hormona
liberadora de hormona adrenocorticotropa — ACTH = Hormona adrenocorticotropa.

Elaboracion propia.

Otro estudio, mas antiguo, del afio 1993 elaborado por Meeran y colaboradores
realiz6 una prueba en la cual se midid el cortisol y la adrenocorticotropina (ACTH) por una
venopuncion en nueve voluntarios, de los cuales seis mostraron un aumento en los niveles de
ACTH dentro de los primeros 90 segundos, y el cortisol, por otro lado, comenzé a aumentar
a los cuatro minutos, generando una alteracién en la medicion y como los autores destacan,
puede llegar a ser una medida engafosa en este tipo de hormonas las cuales se pueden alterar
facilmente por estimulos externos que aumentan temporalmente los niveles de estrés en las

personas (96).

Por lo anteriormente mencionado es que se ha buscado el uso de este tipo de muestras

no invasivas para la medicion de las hormonas como el cortisol. Un estudio de Fowler y
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colaboradores en 2019 busco establecer una relacion entre los niveles de cortisol y el tamafio
de la amigdala derecha en nifios después de una situacion controlada de exposicion al estrés
(97). 42 nifios fueron parte de esta investigacion y a cada uno se le tomd un total de 7 muestras
de saliva para este efecto, las cuales fueron analizadas via ELISA con posterioridad (97). La
cantidad de muestras no es menor, por lo que de haber realizado las mediciones por puncion
venosa podria haber ocurrido una alteracion en los valores obtenidos y con ello llegar a

conclusiones incorrectas.

Otros autores en sus investigaciones también han preferido el uso de muestras libres
de estrés, como se puede apreciar en la tabla nimero 6, donde se recopilan algunos estudios
realizados en los ultimos 5 afios, en los cuales se cuantificaron algunas hormonas como el
cortisol con el uso de saliva y/o cabello, ademas, se destaca en la columna 6 la cantidad de
muestras que se le solicit6 a cada participante, las cuales, en algunos casos superan las cuatro

por cada uno.
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Tabla N° 7: Recopilacion de estudios con muestras no invasivas. En la cual se aprecian

datos importantes como la metodologia utilizada, tipo de muestra y cantidad de ellas, junto

con la(s) hormona(s) que se cuantificaron en cada uno. Elaboracion propia

Autor -
ARo

Sterny
col. - 2022

Surviliené
y col. -
2022
Fels y col.
- 2019
Jeon y col.
- 2022
Robertson
y col. -
2020
Hong y
col. - 2021
Perry y
col. - 2022

Método
utilizado

LC/MS-MS

ELISA

ELISA
ELISA
S/
LC/MS-MS

IE-QL
IE-QL

Hormona(s)
medida(s)

Cortisol
Progesterona
Testosterona

Cortisol
Estradiol
Testosterona
Cortisol
DHEA
Cortisol

Cortisol
DHEA
Testosterona
Cortisol

Cortisol

Partici-
pantes

155

71

71
20

68

84

180

Tipo de
muestra

Salivay
cabello

Salivay
plasma

Salivay
plasma
Saliva

Cabello
Salivay

cabello
Cabello

N° de
muestras
solicitadas
5 de saliva
2 de cabello

1 de saliva
1 de plasma

1 de saliva
1 de plasma
5 de saliva

1 de cabello
8 de saliva

1 de cabello
1 de cabello

LC-MS/MS = Cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas en tandem.
ELISA = Enzimoinmunoanalisis de adsorcion
IE-QL = Inmunoensayo de quimioluminiscencia

S/l = Sin informacion

DHEA = Dehidroepiandrosterona

Refe-
rencia

(98)

(99)

(100)
(101)

(101)

(102)

(103)

En conclusién, para este apartado se puede decir que el uso de muestras no invasivas

permite obtener valores mas exactos con respecto a las hormonas del estrés, ya que su uso no

altera los valores como si lo hacen las muestras de sangre.

73



5.2) Retrospectividad en la medicién hormonal

Como se describio en el capitulo dos, el cabello presenta la caracteristica de ser
susceptible a las hormonas circulantes en la sangre, tanto para su desarrollo como su
crecimiento, a esto se le debe sumar otra caracteristica, la cual es la concentracion de las
hormonas en la estructura del foliculo como tal, es decir, los metabolitos que ingresan al
cabello por difusién pasiva o que son creadas por la propia matriz se mantienen a lo largo del
tiempo (12, 104). Esto ha sido de completa utilidad para diversos estudios realizados en la
actualidad en el cual los investigadores aprovechan esta caracteristica para realizar
mediciones de hormonas y obtener resultados sobre los valores en los cuales oscilé dicho
marcador previamente. Se ha llegado a la conclusion de que el cabello, en promedio crece
alrededor de un centimetro por mes, en personas sanas, esto quiere decir que un centimetro
de cabello puede reflejar un mes de mediciones de alguna hormona en particular (105). A
modo de ejemplo se puede decir que, si el cabello de una persona midiera exactamente 4
centimetros, como se ve en la figura 27, se podria obtener informacion de manera
retrospectiva, de los Gltimos cuatros meses sobre alguna hormona u otro metabolito medible,

solo con un puiiado de cabellos de ese tamafio.

|II|I|III|'IHI[IIII|I|I||II|I|III||||Hl|l|||l

B D 3 4
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] M 2 M 3 M 4 M Simén Zapata N.

Figura N° 27: Representacion de la longitud de cabello y la retrospectividad hormonal.
En la cual se observa una regla con 4 centimetros que representan cuatro meses de hormonas

concentradas en esa longitud. M = Meses. Elaboracién propia.
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Todo esto ha generado diversos modelos de estudios en los cuales se aprovecha esta
caracteristica. Por ejemplo, un estudio realizado en 2021 por Damen y colaboradores, analiz6
el cortisol a largo plazo de nifios y adolescentes con sindrome de Prader-Willi, un trastorno
hipotaldamico en el cual se puede desarrollar una insuficiencia suprarrenal central inducida
por estrés, en el cual participaron un total de 41 personas y se utilizaron muestras de cabello
de los tres centimetros mas proximales al cuero cabelludo, con el fin de obtener informacion
acerca de los Ultimos tres meses en lo que respecta a la concentracion de cortisol capilar, esto
permitio dilucidar que los niveles de cortisol a largo plazo era normal en la mayoria de nifios
analizados (106).

Oresta y colaboradores en abril de 2021 desarrollaron un estudio similar al anterior,
donde también se usaron los tres centimetros mas proximales del cabello para la medicion de
cortisol en adultos para obtener resultados con respecto a los Gltimos tres meses previos a la
medicién, sin embargo, la cohorte fue mucho méas grande, en total participaron 1166
personas, con la finalidad de establecer si algun trauma infantil o exposicion a la adversidad
podria haber desregulado el eje HPA y con ello la produccion hormonal de cortisol a lo largo
del tiempo. Se lleg6 a la conclusion de que no habian asociaciones entre la infancia y los
niveles de la hormona en la adultez (107).

Otra forma de aprovechar esta caracteristica del cabello es en la medicion a largo
plazo de las hormonas cuando la toma de muestra en el pasado se vuelve dificil o
practicamente imposible, como podria ser en una medicion intrauterina del feto. Kapoor y
sus colaboradores desarrollaron un estudio en el cual se realiz6 una medicién de cortisol y
testosterona en 22 crias de monos Rhesus con el fin de saber si la exposicion materna a
situaciones de estreés afectaba la concentracion de estas hormonas en las crias. Los
investigadores obtuvieron el pelo 2 a 4 dias después del parto y lo analizaron por LC-MS/MS,
obteniendo como resultados que los niveles de ambas hormonas eran mas bajas en aquellas

crias de madres expuestas a situaciones de estrés (108).

Otro ejemplo de lo antes mencionado es en el estudio de Tisdale y colaboradores del

afio 2019 el cual fue descrito en el capitulo anterior, en el cual se cuantificaron hormonas del
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cabello de momias de Egipto, los autores destacan que el cabello es un recurso muy valioso
en lo que es la investigacion bioarqueoldgica, en esta ocasion 10 individuos momificados
fueron estudiados para poder obtener informacion que desde los huesos no podria extraerse.
Los autores concluyeron que las hormonas reproductivas como la testosterona y el estradiol
se conservan de buena forma en el cabello arqueoldgico (73), dando a entender asi que este
tipo de muestras permite no solo obtener informacion del pasado cercano (Ultimos meses),
sino que también volver ain mas en el tiempo, a aquellas épocas en las cuales no se podian
cuantificar las hormonas como hoy en dia y que para hacerlo actualmente, no se puede contar

con las matrices comunes como la sangre ya que el desgaste del tiempo impide su uso.

En la tabla 7 se aprecian algunos estudios realizados en el ultimo tiempo que usaron
el cabello como forma de medicion a largo plazo en donde se aprecia en la columna 4 la

cantidad de meses y, por ende, centimetros de cabello analizado.

Tabla N° 8: Recopilacién de estudios de cortisol en retrospectiva del cabello. En la cual
se aprecian datos importantes como la metodologia utilizada y la cantidad de meses que
fueron cuantificados hacia el pasado. Elaboracion propia

Autor - Afio Metodologia Cantidad de Meses en Referencia
participantes = retrospectiva

Jahns y col. - 2022 LC-MS/MS 1321 1 (109)
King y col. - 2022 IE-QL 85 5 (110)
Marcil y col. - 2022 IE-QL 372 3 (111)
Sopp y col. - 2021 S/l 371 2 (112)
Levhar y col. - 2022 ELISA 217 3 (113)
van der Valk y col. LC-MS/MS 1604 3 (114)
2021
Rajcani y col. - 2021 IE-QL 693 3 (115)
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6) ESTADO DEL ARTE EN CHILE

Al igual que en otras partes del mundo, se han realizado estudios en Chile con
respecto al uso de cabello y saliva en la medicion hormonal, a diferencia de otros paises, la
cantidad de estudios realizados no es tan abundante ni tan seguido en el tiempo.

Dentro de los ejemplos que podemos encontrar tenemos a un estudio que se menciond
anteriormente, del afio 2015 realizado por Garrido y colaboradores, en el cual realizaron una
medicién de cortisol salival nocturno en participantes de Santiago de Chile, en total
participaron 75 voluntarios todos mayores de edad. La metodologia elegida por los autores
fue la electro quimioluminiscencia (93), una técnica que no fue incluida en esta revision, pero
que basa sus principios en un tipo de inmunoensayo, en el cual se usan anticuerpos que
forman un complejo con el antigeno a medir y se fijan a la base con electromagnetismo, para
poder formar un complejo luminiscente que es medible posteriormente (116). Este estudio
permitio establecer un limite de corte para el cortisol salival nocturno de 0,31 pg/dL, ademas
compararon dicho valor con algunos voluntarios diagnosticados con sindrome de Cushing,
donde todos y cada uno de ellos presentaron valores por sobre el limite de corte. Esta
investigacion también permitio establecer diferencias entre los valores obtenidos por los

autores y los valores que aparecian en la literatura (93).

Otro estudio realizado en 2017 por Aichele y colaboradores analizé la testosterona
salival entre jugadores de futbol sub-17, entre los cuales se incluyeron a 75 jovenes en total
de entre 15 a 17 afios de Chile, entre los cuales se encontraron jugadores de la seleccidn
chilena sub-17, cadetes de futbol y escolares que no participan de manera activa en dicho
deporte. La metodologia utilizada fue ELISA, especificamente usando un kit comercial
disponible en el mercado. Los autores llegaron a la conclusion, gracias a este estudio, que los
niveles de testosterona obtenidos en jugadores de futbol de la seleccién son menores en

comparacion a los otros dos grupos (117).

Por ultimo, mencionar un estudio mas reciente, del afio 2020 realizado por Aravena

y colaboradores en el cual participaron pacientes de la clinica odontolégica de la universidad
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Austral de Chile, a los cuales se le realiz6 una medicidn de cortisol salival mediante la técnica
de ELISA, con la finalidad de establecer si los efectos de la musica podrian influir en los
niveles de ansiedad en pacientes que se someten a una extraccion dental. Gracias a este
estudio y el uso de estas muestras libres de estrés los investigadores llegaron a la conclusion
de que el uso de algunas frecuencias musicales disminuye los niveles de cortisol en las

personas, ayudandolas en una operacion dental (118).

Si bien la cantidad de estudios realizados en el Gltimo tiempo no es tan amplia como
en otras materias, esta la posibilidad de usar este tipo de muestra para poder aprovechar los
beneficios que pueden otorgar, como los mencionados en el capitulo anterior. Dependera de
cada investigador que quiera realizar una medicién hormonal a una gran cohorte considerar
que existe esta factibilidad de las muestras no invasivas, que a su vez son faciles de obtener

y de conservar si se siguen los lineamientos establecidos en otras investigaciones.
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CONCLUSIONES

La medicion hormonal entrega informacién valiosa sobre el estado de salud de una
persona, desde la posibilidad de diagnosticar una enfermedad, hasta saber su exposicion a

situaciones adversas en base al cambio en la concentracion de estos metabolitos.

Debido a su fisiologia, tanto el cabello como la saliva ofrecen la posibilidad de
cuantificar hormonas a partir de estas muestras, ya que gracias a la circulacién sanguinea y
la estructura tanto del foliculo piloso como de las glandulas salivales se dan las condiciones

para que estos metabolitos puedan concentrarse y por ende medirse por diversos métodos.

Dentro de los métodos disponibles hoy en dia los investigadores han demostrado una
preferencia por los EIA y por la LC-MS, debido a la cantidad de estudios publicados. Los
RIA han sido dejados de lado debido a su peligrosidad con respecto al uso de radioisétopos.
Existen otras metodologias que si bien, no estan tan masificadas como las anteriormente

nombradas, estan disponibles para su uso

El paso a paso que cada investigador utiliza al momento de tratar las muestras y
cuantificar las hormonas es muy variable, desde la temperatura de conservacion, las
revoluciones de la centrifuga o el tiempo de extraccion son diferentes en cada estudio, siendo
mas demoroso en la muestra de cabello dado el tiempo requerido para extraer los metabolitos
de la matriz. Algunos investigadores se basan en autores de afios anteriores y otros crean una
metodologia para este fin. Por lo que la posibilidad de estandarizar alguna técnica para su

uso en, por ejemplo, un hospital, podria ser un desafio.

Las muestras no invasivas presentan beneficios que no entrega otras muestras como
la sangre, como su facil obtencion, ser libres de estrés y entregar resultados retrospectivos.
La suma de estas caracteristicas permite abrir nuevos horizontes para los investigadores sobre

todo con respecto a los estudios de hormonas relacionadas con el estrés.
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Las investigaciones realizadas en Chile en esta materia existen y pueden ser aplicables
a la poblacion sin ningan problema, tal y como lo demuestran los estudios recopilados. Por

lo que el uso de estas muestras en el pais no es algo inalcanzable.
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