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RESUMEN

EVALUACION DE UNA TECNICA DE INMUNOANALISIS PARA LA DETERMINACION DE TESTOSTERONA LIBRE.

Introduccion y objetivos: Los mejores indicadores bioquimicos para el diagnostico del hipogonadismo son la testoste-
rona libre y la biodisponible. La determinaciéon de ambas fracciones de testosterona es compleja, aunque se han desa-
rrollado técnicas de inmunoanalisis que permiten la determinacion de la testosterona libre de manera directa y sencilla.
Valoramos la utilidad de una técnica no evaluada de enzimoinmunoanalisis para la determinacion de testosterona libre.

Material y métodos: En el estudio se incluyeron 133 varones sanos en los que se determino la testosterona total, la
SHBG, la albumina y la testosterona libre. La testosterona libre fue determinada mediante 2 métodos diferentes: deter-
minacion directa mediante enzimoinmunoanalisis (DSL 10-49100 ACTIVE® Free Testosterone EIA, Diagnostics System
Laboratories) y mediante calculo matematico utilizando la formula desarrollada por Vermeulen, que utiliza la concentra-
cion de albumina, testosterona total y SHBG para calcular la testosterona libre (método recomendado por la
“International Society for the Study of the Aging Male”). Comparamos los valores obtenidos mediante un test de compa-
racion de medias y realizamos un analisis de regresion para observar el grado de correlacion existente entre ambos tipos
de determinaciones.

Resultados: La edad media fue de 37 = 11 anos. Los niveles medios de testosterona total fue de 21,43 = 6,8 nmol/L
y los de testosterona libre de 0,0508 + 0,0118 nmol/L para el método directo y de 0,474 += 0,123 nmol/L para el méto-
do matematico (p<0,05). En el estudio de regresion lineal se observa que aunque existe una correlacion positiva entre
ambos métodos (p<0,05) el coeficiente de correlacién es bajo (r = 0,25).

Conclusiones: Existen diferencias significativas entre los valores de testosterona libre determinados por el método
directo de enzimoinmunoanalisis y la testosterona libre calculada. Aunque se observa una cierta correlacion, esta es tan
baja que hace poco fiable la utilizacion del enzimoinmunoanalisis para la determinacién de la testosterona libre.
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ABSTRACT

EVALUATION OF AN IMMUNOASSAY KIT TO MEASURE FREE TESTOSTERONE

Introduction and objetives: The best indicators to the diagnosis of hypogonadism are free and bioavailable testoste-
rone circulating levels. Free and bioavailable testosterone measurements are complex. However, simple Kits for direct
measurement of free testosterone by analog immunoassay are available. We examined the utility of an enzymoimmuno-
assay kit for free testosterone measurement.

Material and method: One hundred thirty-three healthy males were included. Total testosterone, SHBG, albumin and
free testosterone was measured. We used two different methods to free testosterone estimation: direct measurement by
enzymoimmunoassay and mathematical calculation with Vermeulen’s formula, which uses albumin concentration, total
testosterone and SHBG to calculate free testosterone (method recommended by the International Society for the Study of
the Aging Male). We compared the two methods means values and a linear regression study was performed.

Results: Mean age was 37 = 11 years. Mean serum concentration for total testosterone was 21.43 + 6.8 nm ol/L. The
mean value for free testosterone measured by direct and mathematical method was 0.0508 + 0.0118 nmol/L and
0.474+0.123 nmol/L respectively. In linear regression study exists a positive correlation between both methods (p< 0.05),
although correlation coefficient is very low (r = 0.25).

Conclusions: There are significant statistical differences between the measurements of free testosterone by direct and
mathematical methods. Although certain correlation is observed, this is very low. In conclusion, free testosterone mea-
surement by enzymoimmunoassay is not reliable.
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La testosterona plasmatica se divide en 3 frac-
ciones: la fraccion unida a la globulina fijado-
ra de hormona sexual o SHBG (Sex-Hormone
Binding Globulin), la fraccién unida a la albumi-
na y la libre. La fraccién realmente activa es la
libre!, que supone el 2% de la testosterona total?.
Debido a la labil unién entre la testosterona y la
albumina existe un facil intercambio de esta con
la libre (tiempo medio de disociacion menor de 1
segundo)?, por lo que la fraccion unida a la albu-
mina tiene una alta actividad biologica. Por ello a
estas dos fracciones (libre y unida a la albumina)
se las denomina también testosterona biodispo-
nible o bioactiva. La union de la testosterona con
la SHBG es muy fuerte*, por lo que su actividad
biologica es escasa, considerandose un deposito
circulante de hormona.

Con la edad se observa un descenso de la tes-
tosterona plasmatica total®, aunque existen gran-
des diferencias interindividuales, con un incre-
mento de los niveles de globulina transportadora
de hormona sexual (SHBG)®. Este descenso de la
producciéon de testosterona y el aumento de la
produccion de SHBG resulta en que la testoste-
rona biodisponible y la libre descienden atin mas
que la testosterona total, por lo que determinar la
testosterona total puede ser un indice enganoso
de la actividad androgénica. Por ello sera mas fia-
ble la determinacion de testosterona libre o la
biodisponible.

El método de referencia para determinar la tes-
tosterona libre es la dialisis en equilibrio y para la
biodisponible la precipitacion con sulfato amoni-
co, pero tienen el inconveniente de que son méto-
dos complejos y caros. De los métodos alternati-
vos el mas fidedigno, respecto a los de referencia,
ha resultado ser el método matématico’ 10, sien-
do el método de determinacion de testosterona
libre recomendado por la “International Society
for the Study of the Aging Male” (ISSAM)!! para el
diagnostico de hipogonadismo de comienzo tardio
o andropenia.

Los métodos directos, que utilizan el inmuno-
analisis, principalmente radioinmunoanalisis
(R1A), han sido criticados por su inexactitud”-!2,
pero son aun ampliamente utilizado en los labo-
ratorios por su comodidad.

Intentamos establecer la validez de un método
directo de enzimoinmunoanalisis (EIA) para la
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determinacion de la testosterona libre, compa-
randolo con el método matematico desarrollado
por Vermeulen.

PACIENTES Y METODO

Estudio en el que se incluyeron 133 varones
sanos donantes de sangre del banco de sangre de
nuestro hospital, a los que se les realiz6 la extrac-
cion entre las 8 y las 10 de la manana. En ellos
se determino la testosterona total (CMIA:
Chemiluminescent Microparticle Immunoassay,
ARQUITECT Abbott Laboratories), la albumina
(BCG de Olympus System Reagment) y la SHBG
(Fluoroinmunoensayo, Kit DELFIA, Wallac Oy
Turku, Finlandia) y testosterona libre. La testos-
terona libre fue determinada por un método
directo, mediante analogos marcados, que utiliza
el enzimoinmunoanalisis (DSL 10-49100 ACTIVE®
Free Testosterone EIA, Diagnostics System
Laboratories) y por el método del calculo mate-
matico, utilizando la formula descrita y validada
por Vermeulen et al’. Este método matematico
consiste en una ecuacion de segundo grado basa-
da en la ley de accion de masas. Aunque es una
formula compleja, con las actuales hojas de cal-
culo es facil la determinacion, de tal forma que
introduciendo en la féormula la concentracion de
testosterona total, de albumina y de SHBG se
obtiene la concentracion de testosterona libre.

Analizamos los resultados mediante un estu-
dio de comparacion de medias (t de student) y
realizamos un analisis de regresion lineal para
observar el grado de correlacion existente entre
ambos tipos de determinaciones.

RESULTADOS

La edad media de los pacientes incluidos en el
estudio fue de 37 + 11 anos. Los niveles medios
de testosterona total fue de 21,1 + 6,8 nmol/L
(6.1 = 2,0 ng/ml) y los de testosterona libre de
0,0508 0,0118 nmol/L (14,68 + 3,42 pg/ml)
para el método directo (EIA) y de 0,474 + 0,123
nmol/L (136,9 = 35,5 pg/ml) para el método
matematico, con diferencias significativas entre
ambas medias (p<0,05).

El nivel medio de albumina fue de 4,2 + 0,2
g/dly el de SHBG de 31,6 = 12,2 nmol/L.

En el estudio de regresion lineal (Fig. 1) se
observa que existe una correlacion significativa
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FIGURA 1. Andlisis de regresion lineal entre los valores
de testosterona libre determinados mediante enzimoin-
munoandlisis (E.I.A.) y mediante calculo matematico.
Test libre E.I.A. = Test libre calculada* 0,024 + 0,039.

entre ambos métodos (p<0,05) pero con un coefi-
ciente de correlacion de 0,25 (coeficiente de
determinacion r2= 0,06).

La testosterona libre determinada mediante la
formula matematica supuso el 2,2% de la tes-
tosterona total, mientras que la determinada
mediante EIA supuso el 0,24%.

DISCUSION

En los ultimos anos hemos asistido, entre la
comunidad urologica, a un incremento sustan-
cial del interés por la andropenia o lo que es lo
mismo, el descenso de los niveles de androgenos
en el varon durante el envejecimiento y su reper-
cusion clinical3. Aunque la actividad androgéni-
ca puede verse influenciada, ademas de por los
niveles de androgenos, por la interaccion de estos
con el receptor androgénico a nivel de los tejidos,
hasta el momento, el mejor test diagnostico de
hipogonadismo es la determinacion de la testos-
terona libre o la bioactival4, por lo que es funda-
mental la correcta determinacion de éstas.

Los métodos por los que se puede determinar
la testosterona libre y la biodisponible son: diali-
sis en equilibrio, precipitacién por sulfato amoni-
co, indice androgénico libre, calculo matematico,
inmunoanalisis (RIA y EIA). La didlisis en equili-
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biro a 372 C'® es el método de referencia, pero es
una técnica compleja, requiere alto grado de
experiencia y mucho tiempo de realizacion, por lo
que no se puede adaptar a la clinica diaria.

La precipitaciéon por sulfato amoénico'® es el
método de referencia para la testosterona biodis-
ponible pero es complejo y caro.

El indice androgénico libre (testosterona total/
SHBG), como parametro de testosterona biodis-
ponible, no tiene en cuenta la concentracion de
albumina ni las constantes de disociacion de la
testosterona con la SHBG y unicamente es un
parametro valido de la testosterona biodisponible
cuando la concentracion de testosterona es baja
en comparacion a la capacidad de fijacion de la
SHBG!7, por lo que puede ser util en mujeres
pero no en varones adultos.

El método matematico’ (Vermeulen) consiste
en el calculo de la testosterona libre a partir de
la testosterona total, la SHBG y la albumina. Es
el método recomendado por la ISSAM!! y en la
pagina web de esta sociedad (www.issam.ch)
existe una calculadora en la que introduciendo
los valores de los anteriores parametros, calcu-
la la testosterona libre y la biodisponible
También se puede desarrollar la férmula en una
hoja de calculo.

Los métodos directos, por técnicas de inmunoa-
ndlisis, que utilizan analogos marcados de testos-
terona libre son los mas atractivos y simples para
el uso clinico, siendo ampliamente utilizados,
incluso en publicaciones cientificas. Sin embargo,
cuando se han validado estos métodos se ha obser-
vado una gran inexacitud”1°, ya que solo consi-
guen determinar una fracciéon de la testosterona
libre (del 20 al 60%)7-18-19 Recientemente se han
intentado validar 5 métodos de determinacion de
testosterona libre, entre los que se encontraban 4
inmunoanalisis y el método de calculo matemati-
co!®, El que mayor concordancia tenia con los
valores de referencia fue el método matematico.
Los 4 meétodos de inmunoanalisis detectaban
valores aproximadamente 5 veces inferiores a los
de referencia, de tal forma que la fraccién libre
representaba del 0,17 al 0,38% de la testostero-
na total, cuando lo real era alrededor del 2%. Sin
embargo, 2 métodos, Active® (DSL, Veghel, The
Netherlands) y Coat-A-Count® (DPC, Los Angeles,
CA), a pesar de presentar valores muy bajos de
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testosterona, ofrecian una correlacion aceptable
(mayor del 90%), por lo que estos autores se
replantea su futura validez recalibrando dichos
tests. Sin embargo, Morley et al® describen pre-
viamente una baja correlacion entre la testoste-
rona libre determinada mediante dialisis y la
prueba Coat-A-Count® (DPC, Los Angeles, CA).
En nuestro estudio la correlacion del método es
muy baja, lo que unido a la deteccion de tnica-
mente del 0,24% de la testosterona total lo inva-
lidaria como método de rutina para la deteccion
de la testosterona libre.

A pesar del error que supone la determinacién
de la testosterona libre por inmunoanalisis (tanto
RIA como EIA), atin se aceptan trabajos en revis-
tas de prestigio en la que la determinacion se rea-
lizo por este método, lo que ha supuesto la criti-
ca severa de algunos autores!2.

CONCLUSIONES

Existen diferencias significativas entre los
valores de testosterona libre determinados por el
método directo de EIA y la testosterona libre cal-
culada. Aunque se observa una correlacion signi-
ficativa, ésta es tan baja que hace poco fiable la
utilizacion del método directo analizado (EIA)
para la determinacion de la testosterona libre.
Por el momento, en base a nuestros resultados y
a los datos analizados en la literatura, no es
aconsejable la utilizacion de ningiin método de
inmunoanalisis para la determinacion de la tes-
tosterona libre.
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