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RESUMO

A dosagem de testosterona sérica, total ou fragao livre, é metodologia de alto
valor diagndstico e encontra-se disponivel na maioria dos laboratoérios clini-
cos. Esta disponibilidade foi possivel pelo desenvolvimento de metodologias
simples e diretas, adaptaveis a plataformas de dosagem automatizada. Uma
série de publicagdes recentes tem alertado quanto as limitacdes destas meto-
dologias, em especial em amostras com baixas concentragbes, como mu-
lheres e criancas. Neste trabalho serdo apresentados os resultados do
emprego de uma metodologia de referéncia, fundamentada em cromatogra-
fia liquida de alta performance e espectrometria de massa em tandem (HPLC/
MS-MS), e sua comparagdo com uma dosagem de rotina (ensaio eletroqui-
mioluminescente — ECLIA). Os métodos sdo comparados tanto na dosagem
de testosterona total (n = 213) quanto na determinacao de testosterona livre
calculada com base na determinacédo da testosterona total e da proteina car-
regadora de hormaonios sexuais (SHBG) (n = 135). Os valores obtidos com o
ECLIA séao significativamente mais elevados, sendo a dispersao mais nitida
em soros com baixas concentragdes. Tal fendbmeno fica mais claro quando
apresentado na forma de graficos de Bland-Altman. Neste trabalho sao dis-
cutidas as dificuldades de implementacdo de uma metodologia de referéncia,
como a apresentada, e a convivéncia com as metodologias de rotina, bem
como a literatura recente sobre o assunto. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008;
52/6:1050-1055)

Descritores: Testosterona sérica total; Testosterona sérica livre; Imunoensaio;
Cromatografia liquida de alta performance; Espectrometria de massa; Grafico
de Bland-Altman

ABSTRACT

The Importance of Methodology in Serum Testosterone Measurement: Com-
parison Between a Direct Immunoassay and a Method Based on High Perfor-
mance Liquid Chromatography and Tandem Mass Spectrometry (HPLC/
MS-MS).

Serum testosterone in its total or free form, is a highly valuable diagnostic test
and is available in the great majority of clinical laboratories. This reality was
possible due to the development of simple and direct assays, adaptable to
large automatic systems. Recent publications have called attention to the limi-
tations of these simplified methodologies, mainly in samples with low concen-
tration, as women and children. In this paper we present results obtained
using a reference method based on high performance liquid chromatography
and tandem mass spectrometry (HPLC/MS-MS) and its comparison with those
obtained with a commercial routine immunoassay (electrochemiluminescent
assay, ECLIA). Methods were compared in total testosterone measurement
(n =213), as well as in free testosterone evaluation based on calculation inclu-
ding sex hormone-binding protein (SHBG) levels (n = 135). Values obtained
with ECLIA were significantly higher, with more marked dispersion in low con-
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centration. This phenomenon is clearer when presented as a Bland-Altman
plot. Difficulties in the implementation of reference methods as the one pre-
sented are discussed, as well as the necessity of caution in the interpretation
of values obtained with routine assays, a matter of several publications in re-
cent literature. (Arq Bras Endocrinol Metab 2008; 52/6:1050-1055)

Keywords: Serum total testosterone; Free serum testosterone; Immunoas-
say; High performance liquid chromatography; Mass spectrometry; Bland-

Altman plot.

INTRODUCAO

Q_ DOSAGEM DE TESTOSTERONA sérica faz parte da roti-

a laboratorial ha mais de duas décadas, com indi-
cagoes ¢ utilidades bem definidas. Desde a introdugio
do primeiro radioimunoensaio (RIE), no inicio da dé-
cada de 1970 (1), o que tornou a dosagem viavel tecni-
camente, as metodologias para sua medida passaram
por virias transformagdes. Os primeiros ensaios viaveis,
como o descrito por Furuyama, Mayes e Nugent (1),
inclufam extra¢io do soro seguida de cromatografia
como método preparativo pré-RIE. Ja o RIE, propria-
mente dito, incluia incubag¢io de varias horas, uso de
material radioativo (testosterona triciada) e separa¢io
de fases, com o emprego de solugio de carvio ativado.
A complexidade do processo pré-analitico e a necessi-
dade de equipamentos especiais limitaram a dosagem a
laboratérios de pesquisa ou de referéncia. A constata-
¢do, decorrente do acimulo de experiéncia, de que a
dosagem de testosterona sérica apresentava grande
utilidade clinica, for¢ou maior dissemina¢io da meto-
dologia e levou a tentativas de aprimoramento e, prin-
cipalmente, simplifica¢io do ensaio.

A produgio de anticorpos de maior afinidade e espe-
cificidade, poli ou monoclonais, foi um dos passos se-
guidos, proporcionando metodologias mais simples,
dispensando o processo cromatogrifico, sem aparente
perda da acuracia da medida (2). A adaptagao da meto-
dologia para as plataformas de automatizagio existentes
nos grandes laboratérios comerciais, bem como sua dis-
ponibilidade como metodologia simplificada para labo-
ratérios clinicos de rotina, exigiu simplifica¢oes ainda
maiores. Estas incluiram a utilizacio de tragadores nio
radioativos e elimina¢io dos processos de prepara¢io
pré-analiticos pelo emprego de inibidores da ligagio da
testosterona com a globulina ligadora de horménios se-
xuais (sex hormone-binding globulin [SHBG]) (3). A do-
sagem de testosterona sérica tornou-se rotina diagnostica
plenamente disponivel sem necessidade de extragdo e
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cromatografia ¢ utilizando plataformas automatizadas
disponiveis na maioria dos laboratérios clinicos.

O uso generalizado dessas novas metodologias
trouxe vantagens em termos de disponibilidade e cus-
tos, mas a0 mesmo tempo suas limitagdes tornaram-se
manifestas e varias publicagdes comegaram a chamar a
ateng¢do para a falta de acuracia, em especial em baixas
concentra¢oes (mulheres e criangas) (4,5). As evidén-
cias sdo tdo fortes que estimularam a Sociedade Ameri-
cana de Endocrinologia (Endocrine Society) a preparar
e publicar recentemente posicionamento oficial alertan-
do para os cuidados na interpretagio das dosagens de
rotina de testosterona e clamando pelo desenvolvimen-
to de novas metodologias mais acuradas (0).

Se no caso da dosagem de testosterona total as li-
mitagoes dos métodos simplificados tornaram-se evi-
dentes, no caso da determinacdo de sua fragio livre os
fatos sio ainda mais marcantes. Como a testosterona
encontrada no soro apresenta-se basicamente ligada a
proteinas, sendo a fragdo livre (biologicamente ativa)
da ordem de apenas 1% a 3%, a dosagem total se sujei-
ta a flutuac¢des induzidas pelas variacdes quantitativas
das proteinas carregadoras, em especial a SHBG. A
medida da fragio livre seria o ideal, mas os métodos de
referéncia incluem didlise prévia ¢ ensaios de alta sensi-
bilidade (7). Adaptag¢oes, visando a simplificagdo, fo-
ram desenvolvidas, mas as restri¢des descritas quanto a
dosagem de testosterona total aplicam-se também as
da fracdo livre, sendo os métodos diretos sem didlise
considerados inaceitdveis (8). Os métodos indiretos,
com base na dosagem de testosterona total e de SHBG,
e aplica¢do de cilculos para a avaliagio da fragio livre
apresentam boa correlagio com o método de referén-
cia (9), mas continuam na dependéncia da acuricia da
dosagem de testosterona total, o que remete aos pro-
blemas descritos anteriormente.

Qual ¢ a solugio? Evidentemente, o ideal seria a
aplica¢ao geral de técnicas de alta sensibilidade, especi-
ficidade e acuracia, como as que utilizam os principios
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de cromatografia liquida de alta performance como
método preparativo e espectrometria de massa em tan-
dem para quantificagio (HPLC/MS-MS). Estas meto-
dologias, descritas nos tltimos anos ¢ comparadas com
os métodos fundamentados em RIE, tém demonstrado
alta especificidade e acuricia, sendo consideradas como
métodos de referéncia para as dosagens de esterdides
em fluidos biolégicos (10). No caso da testosterona,
varias publica¢oes fundamentadas em HPLC/MS-MS
foram recentemente apresentadas ¢ demonstraram sua
superioridade em relagio aos métodos tradicionais, es-
pecialmente em amostras de mulheres e criangas
(11-13). Dois problemas bdsicos ainda limitam sua
aplicacdo em rotina diagnéstica: o alto custo dos equi-
pamentos necessarios € a expertise superior necessaria
para sua realizagio.

Neste trabalho, foram apresentados os resultados
obtidos com a utilizagio de um método de referéncia
(HPLC/MS-MS) e a comparagio com os resultados
obtidos com um método direto de rotina em platafor-
ma automatizada. Foram comparados os resultados da
medida de testosterona total, bem como da livre calcu-
lada, e discutida a literatura recente sobre o tema ¢ suas
implicagoes praticas.

METODOS

Amostras

Para a comparagio das dosagens de testosterona total
foram empregadas 214 amostras de nossa rotina diag-
nostica, tornadas andénimas, provenientes de 40 pacien-
tes do sexo masculino ¢ 174 do sexo feminino, com
idades entre 6 ¢ 76 anos, com média de 38 anos. Para a
comparagao entre as determinagdes de testosterona li-
vre calculada com base nos dois ensaios de testostero-
na, foram empregadas 135 amostras, sendo 20 do sexo
masculino e 115 do feminino, com idades entre 9 ¢ 71
anos, com média de 37 anos.

Dosagens de testosterona

HPLC/MS-MS

O padrio de testosterona (Steraloids, New Port, RI,
EUA) foi preparado em soro livre de esterdides obti-
do por tratamento com carvao ativado ¢ ultracentrifu-
gagdo. As concentragoes foram 25, 100, 250, 500 ¢
1.000 ng/dL (respectivamente, 0,87; 3,47; 8,7; 17,4
e 34,7 nmol/L). O padrio interno utilizado foi tes-
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tosterona-d2 (C/D /N Isotopes, Quebec, Canadd) na
concentragio de 50 ng/dL (1,74 nmol/L) em igua
ultrapura. Como precipitante foi usado sulfato de zin-
co 0,2 M em metanol 80%. A 300 nL de soro, padrio
ou controle, foram adicionados 20 pL de solu¢io de
padrio interno e 300 pL da solugao precipitante. Apos
agitagdo por um minuto, a amostra foi centrifugada por
dez minutos a 13.000 rpm ¢ o sobrenadante transferi-
do para pogos de placa deepwell (96 x 1 mL), de onde
400 pL foram transferidos para o aparelho de HPLC
Waters 1525 p, em que a extragido on-line foi feita em-
pregando-se coluna monolitica C18 5 x 4,6 mm com
eluente acetronitrila a 5% e fluxo de 5 mL/min. A cro-
matografia é seqliencial ¢ realizada em coluna monoli-
tica C18 25 x 4,6 mm, mantida a 50 °C, utilizando
sistema isocratico com eluente de 55% metanol em for-
miato de amoénio 0,5 mM e fluxo de 1,5 mL/min. A
fracdo do eluato, correspondente a testosterona, € inje-
tada em espectrometro de massas utilizando a técenica
de ionizag¢do a pressio atmosférica (APCI) em modo
positivo e as massas monitoradas sdo: testosterona
289,2 > 109,1 (qualificador) > 97,1 (quantificador) e
testosterona d2 291,2 > 111.1 (qualificador) > 99,1
(quantificador). A sensibilidade do ensaio é da ordem
de 7 ng/dL (0,24 nmol/L). O coeficiente de varia¢io
intra-ensaio estudado em uma amostra com valor mé-
dio de 159 ng/dL foi de 4,5% ¢ para uma amostra com
valor médio de 496 ng/dL foi de 3,8% (n = 18). J4 o
coeficiente de variagdo interensaio para as mesmas
amostras foi de 4,7% e 4,8%, respectivamente (n = 20).

Imunoensaio

Foi utilizado estojo comercial da Roche (Roche Diag-
nostics, Mannheim, Alemanha) aplicavel a plataforma
automatizada Modular E170 que emprega anticorpo
antitestosterona biotinilado e um derivado de testoste-
rona marcado com complexo de ruténio. A separa¢io
¢ efetuada empregando microparticulas recobertas
com estreptavidina, que sdo capturadas por a¢do mag-
nética ¢ submetidas a lavagem. A leitura é entdo efetua-
da por aplicagio de voltagem que induz a emissio de
luz pelo complexo de ruténio (ensaio eletroquimiolu-
minescente [ECLIA]). O anticorpo empregado apre-
senta reatividade cruzada superior a 1% apenas com
11-cetotestosterona (10,4%), 11-B-hidroxitestosterona
(8,34%) e dihidrotestosterona (1,9%). A sensibilidade
do ensaio é da ordem de 9 ng/dL (0,31 nmol/L). O
coeficiente de varia¢do intra-ensaio estudado em uma
amostra com valor médio de 72 ng/dL foi de 3,9% ¢
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para uma amostra com valor médio de 366 ng/dL foi
de 2,9% (n = 20). Ja o coeficiente de variagio interen-
saio para as mesmas amostras foi de 7,2% e 4,0%, res-
pectivamente (n = 20).

Fracéo livre

A fragao livre foi calculada tendo como base a dosagem
de testosterona total obtida com os dois métodos men-
cionados anteriormente, ¢ a dosagem da proteina carre-
gadora de esterdides sexuais (sex hormone-binding
Jlobulin [SHBG]) medida por ensaio imunofluoromé-
trico (PerkinElmer). O célculo segue a férmula propos-
ta por Vermeulen, Verdouk e Kaufman (9) (www.issam.
ch/freetesto.htm).

Metodos estatisticos
Foi empregado o teste de Wilcoxon para a comparagio
entre as dosagens pareadas, a correlagio de Spearman e

o teste para compara¢io entre dois métodos, descrito
por Bland e Altman (14).

RESULTADOS

Os dados obtidos nas dosagens de testosterona total nas
213 amostras estudadas estdo representados na Figura 1A.
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A correlagio obtida foi de r = 0,819 (p < 0,0001), ¢ a
mediana das dosagens utilizando o método de rotina
(ECLIA) de 27 ng/dL (0,94 nmol/L) com intervalo
de 92961 ng/dL (0,31 a 33,3 nmol/L); com o ensaio
por HPLC/MS-MS, os valores obtidos foram 21 ng/
dL (0,73 nmol/L) ¢ 7 a 795 ng/dL (0,24 a 27,6
nmol/L, respectivamente. O estudo estatistico empre-
gando o teste de Wilcoxon para amostras pareadas mos-
trou diferenga significativa entre os dados (p < 0,001), e
os resultados obtidos por HPLC/MS-MS significativa-
mente mais baixos (p < 0,0001). Os dados correspon-
dentes as determinagdes de testosterona livre nas 135
amostras estdo representados na Figura 1B, e a correla-
¢ior = 0,855 (p < 0,0001) com medianas de 7,8
(ECLIA) e 7,1 (HPLC/MS-MS) pmol/L, ¢ intervalo
de distribui¢do de 0,8 a 451 ¢ 1,4 a 442 pmol /L, res-
pectivamente. A diferenca entre as determinagdes pare-
adas mostrou-se também estatisticamente significativa
(p = 0,0001, Wilcoxon). A comparagao entre os méto-
dos empregando o grifico de Bland-Altman esta repre-
sentada na Figura 2, sendo o grafico A correspondente
as dosagens de testosterona total e o B as determinag¢des
de testosterona livre. Em ordenadas, estd representada a
relagdo entre as duas dosagens (ECLIA/HPLC/MS-
MS) e no eixo X o valor médio obtido para cada soro
(ECLIA + HPLC/MS-MS/2).
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Figura 1. Estudo da correlagdo entre dosagens de testosterona total realizadas em 213 amostras de soro empregando méto-
do automatizado de rotina (ECLIA) e método de HPLC/MS-MS (A) e entre os valores calculados de testosterona livre tfendo

como base os dois métodos e a dosagem de SHBG (B).
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DISCUSSAO

A evolugio metodolégica propiciou ampla dissemina-
¢do da dosagem de testosterona, mas ao custo de nitida
perda de qualidade. Os estudos comparativos entre di-
ferentes metodologias de rotina ¢ métodos de referén-
cia, com preparagio por HPLC ou cromatografia a gis,
e a leitura por MS-MS mostram nitidamente que, ape-
sar de haver concordéincia genérica ¢ altos indices de
correlagio, diferencas importantes sio observadas em
muitas amostras (15,16). Tais diferencas sio mais niti-
das em baixas concentra¢des, como as encontradas em
mulheres e criangas.

Os dados obtidos, empregando ensaio de rotina
automatizada e comparando-o com o método de refe-
réncia desenvolvido no HPLC/MS-MS, corrobora os
dados da literatura para a dosagem de testosterona to-
tal. Fica também evidente a dependéncia dos métodos
com base em célculo para determinagdo de testosterona
livre na acuracia da determinagdo de testosterona total.
A obtengdo de valores mais elevados com o método
automatizado era o esperado em razio da presenga de
potenciais interferentes, cuja importancia tende a de-
crescer na medida em que os valores de testosterona
total ficam mais elevados. O exame detalhado dos dois
graficos da Figura 1 mostra claramente a maior disper-
sdo observada nas concentra¢des mais baixas, conforme
relatado na literatura (17). A visualiza¢do deste feno-
meno ¢ mais clara com o emprego do grifico de Bland-
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Altman (Figuras 2A e 2B), que compara as médias entre
as duas dosagens e a relag¢ido entre elas, com a dispersio
maior entre os valores mais baixos ¢ o predominio de
valores mais elevados com o ECLIA. O encontro de
algumas amostras com valores mais baixos no ECLIA
do que com HPLC/MS-MS muito provavelmente se
deve a menor acuricia do primeiro.

Em especial para baixas concentragoes, é inescapavel
a conclusio de que as dosagens de testosterona por mé-
todos diretos e automatizados sio inaceitaveis. Ja é co-
nhecido o fené6meno de presenca de interferentes em
dosagens de esteréides hormonais, obtidas por métodos
sem processos preparativos, tendo sido demonstrada
também para a determinag¢io de progesterona e estradiol
(18). Por outro lado, a implantagiao de métodos com pro-
cessos preparativos por HPLC e medida por espectro-
metria de massa em tandem implica investimentos em
pessoal especializado, instalagdes e equipamentos, in-
compativeis com a remuneragio de mercado obtida por
laboratérios de rotina para a dosagem de testosterona
total ou livre. A evolugdo das metodologias de referén-
cia, tornando-as compativeis com a realidade de merca-
do deverd ocorrer, mas ao longo de um tempo razodvel.
O que fazer neste interim? Os dados deste estudo ¢ os da
literatura mostram que a valoriza¢io de dosagens de tes-
tosterona em mulheres ¢ criangas deve ser feita com mui-
to cuidado. A confirmagio de valores anormais deve ser
realizada com o emprego de metodologias de referéncia,
quando disponiveis. Onde estas ndo forem disponiveis,
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Figura 2. Grafico de Bland-Alfman representando a relacdo entre as duas dosagens de testosterona total (ECLIA/HPLC/MS-
MS) e suas respectivas médias (A) e a mesma relacdo entre a testosterona livre calculada com os dois métodos e respectivas

médias (B) em 135 amostras de soro.
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conclusoes diagnodsticas s6 devem ser assumidas apos
comprovagio por outros métodos (por exemplo, ima-
gem). Além disso, cuidados simples, como a coleta das
amostras em mulheres na fase folicular e a repeti¢io em
nova amostra de exames que apresentaram resultados
anormais, sio medidas bdsicas para a convivéncia com
as limita¢oes metodoldgicas aqui apresentadas e discu-
tidas (6).

Conflito de interesse: Os autores declaram néao ha-
ver potencial conflito de interesse cientifico.
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