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A modification to the radiochemical assay method to measure testosterone in serum,
that renders unnecessary the extraction of testosterone from a serum sample is des
cribed. The serum is heated at 60° C for 1 hour, thereby testosterone binding proteins
are destroyed, then radioimmunoassay follows as usual.

Recientemente se han desarrollado di-
ferentes mtiodos para medir niveles de
testosterona en plasma: los que utilizan
la doble dilution isotopica (1, 10, 27), los
que usan cromatografia gaseosa con de
tection de captura electronica (2, 16, 32)
y, sobre todo, los de competition en la
union a proteinas (11, 15, 21, 25) y de
radioinmunoanalisis (3, 4, 8, 12, 13, 19,
30, 31) que son suficientemente precisos
como para utililzarlos en la rutina clinica.
Todos ellos tienen un inconveniente co-
mun, la necesidad de extraer la testoste
rona del suero problema. . ■ ,

En este trabajo se presenta una modi-
ficaci6n a la tecnica de radioinmunoand-
lisis en que no es necesaria la extraction
de la testosterona del suero problema.

Material y metodos

Recogida de sangre. En condiciones
basales se extraen 5 ml de sangre. Des

pues de coagular a temperatura ambiente
se obtiene por centrifugation el suero,
que se guarda congelado hasta el momen-
to de analizarlo.

Desnaturalizacion de las proteinas que
unen testosterona. 0,25 ml de suero de
hombre o 0,1 ml de suero de mujer se
anaden a tubos de ensayo conteniendo,
respectivamente, 0,3 6 0,2 ml de tampon
fosfato (0,04 M, ph 7,4). Se tapan los
tubos, se agitan e introducen en estufa a
60° C durante un hora. Pasado este tiem-
po, se enfrian y empieza el radioinmuno
analisis.

Determination de testosterona. Se rea-
liza siguiendo fundamentalmente las tec-
nicas de Furuyama et al. (9) y Dufau
et al. (5). A todos los tubos se les anade
0.1 ml de solution acuosa del antisucro
(0,012 g/ml) y 0.1 ml de una solution de
H3-testosterona en tampon fosfato 0.04 M, 
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pH 7,4 (0,035 /zCi/ml). Se agitan e incu-
ban los tubos a 37° C durante 30 minutes
y, posteriormente, a 4° C durante una
bora.

Despues de la incubation, a cada tubo
se le anade 0,5 ml de una suspensi6n de
carb6n-dextrano en tampon fosfato (0,13
g/60 ml) y se dejan a 0° C (en bano agua-
hielo) durante 10 minutos. Pasado este
tiempo, se centrifugan a 3.000 rpm duran
te 10 minutos a' 4° C. Del sobrenadante se
extraen 0,5 ml que se mezclan con 10 ml
de liquido de centelleo (5 g de PPO, 100
gramos de naftaleno, 100 ml de toluol y
1.000 ml de dioxano) y los viales se cuen-
tan en un contador de centelleo liquido.

Las cifras de testosterona de los pro-
blemas se calculan por interpolaci6n en
una curva patron. Para el suero de hom
bre los valores obtenidos por lectura en
la curva se multiplican por 4 para expre-
sarlo en ng/ml.

Curva patron. A tubos de ensayo con-
teniendo 0,2 ml de tampon fosfato se ana-
den 0,1 ml de soluciones de testosterona
en tampon fosfato de concentraciones 4,
2, 1, 0,5, 0,25 y 0,125 ng/ml y se sigue el
mismo procedimiento que para los pro-
blemas.

Reactivos. Testosterona en etanol (0,4
/zg/ml); estradiol en etanol (0,4 /zg/ml);
cortisol en etanol (16 /zg/ml); 3H-Testos-
tcrona en etanol (0,35 /zCi/0,5 ml); tam
pon fosfato 0,04 M, pH 7,4 con 0,1 % de
BSA; antisucro antitestosterona, carbon-
dextrano (Cea-Ire Sorin), y dihidrostero-
na; androstendiol; dehidroepiandrostero-
na; PPO, naftaleno, toluol y dioxano
(Merck).

Resultados

La dosis minima de hormona mcdida
que es posible diferenciar de cero nos
define la sensibilidad del metodo. Scgun
el criterio de Ekins, esta ha sido obteni-
da proyectando sobre una curva patron 

el error del punto cero (7). El limite de
sensibilidad encontrado al 95 % de con-
fianza es de 0,22 ng.

La reproductibilidad o precision en la
medida de los sueros problema ha sido
estudiada bajo dos aspectos: precision en
el ensayo, obtenida al analizar cinco veces
un mismo suero, en una misma experien-
cia, y precision entre ensayos, en que se
comparan las medidas de cinco sueros en
cinco experiencias. El coeficiente de va
riation (CV) de los sueros en un mismo
ensayo es 9,8 % para hombres y 7,1 %
para mujeres y el coeficiente de variation
entre ensayos es para suero de hombres
del 12 % y para suero de mujeres del
15 por ciento.

Cantidades crecientes de testosterona:
0,25, 0,5, 1 y 2 ng/ml fueron anadidas a
sueros de hombres, mujeres y ninos, res-
pectivamente, para estudiar la recupera-
bilidad. En el suero de hombres es de
74±0,1 %, para suero de mujeres 86,5 %
y para suero de ninos 72 ± 0,1 %.

La especificidad del antisuero se ha
comprobado midiendo la capacidad de
desplazar la testosterona marcada del an
tisuero por diferentes esteroides: dihidro-
testosterona, androstendiol, dihidroepian-

Fig. 1. Reacciones cruzadas del antisuero
antitestosterona con otros esteroldes.

T — Testosterona, DHT = Dihidrotestostero-
na, ADOL = Androstendiol, ADONA = An-
drostendiona, DHE = Dihidroepiandrosterona,

E, = Estridol, E, = Estradiol, C = Cortisol.



MEDIDA DE TESTOSTERONA EN SUERO 285

drosterona, estradiol, estriol y cortisol
(figure 1). Se observa que la dihidrotes-
tosterona es el unico esteroide capaz de
desplazar la testosterona marcada; los de-
mas esteroides estudiados solo la despla-
zan a concentraciones mucho mas eleva-
das que las existentes en el suero.

Discusion

La mayor parte de la testosterona cir
culate por el plasma se encuentra unida
a proteinas: albumina (6, 28), transcorti-
na y, sobre todo, SHBG (22, 26). Aunque
parece que la testosterona activa es la fi
bre (18, 23) es dificil medir solo esta, por
ser reversible la union proteina-testostero-
na. Por eso, los metodos de radioinmuno-
analisis, miden la testosterona total, rom-
piendo el complejo proteina-testosterona
antes de realizar el analisis. El procedi-
miento seguido es extraer la testosterona
con disolventes orgdnicos, con lo que se
rompe el complejo y, a la vez, se eliminan
algunas sustancias que interfieren el ra-
dioinmunoandlisis.

Los m6todos que utilizan la extraction
como paso previo presentan los inconve-
nientes de ser poco precisos, inespecificos
y laboriosos, por lo que no son utiles en
la rutina diaria.

Una manera de medir la testosterona
total es desnaturalizar las proteinas que
la unen calentando el suero problema a
60° C. Este procedimiento es rapido, ba- 

rato, eficaz y no anade al suero agentes
extranos que puedan desnaturalizar el an-
tisuero usado en el radioinmunoanalisis.

Al calentar a 60° C no solo queda fibre
la testosterona, sino tambien los dem£s
esteroides que circulan unidos a proteinas
y que podrian interferir en el metodo;
sin embargo, el antisuero usado es sufi-
cientemente especifico (fig. 1) y da una
reaction apreciable solo con la dihidro-
testosterona, por lo que se cree que no
hay interferencia en el estudio de la fun-
cion androg&iica.

Como se muestra en la tabla I los datos
de sensibilidad y precision son mas satis-
factorios usando el calentamiento en lugar
de la extraction previa con eter. Respecto
a la recuperabifidad, ha sido imposible
conseguir un coeficiente de correlation
significative con el metodo de extracci6n.

Los valores de sensibilidad, precisi6n y
recuperabifidad del mtiodo descrito son
muy parecidos a los obtenidos por otros
autores (14, 17, 20, 24, 29) que usan ex
traction previa a radioinmunoensayo.

En conclusi6n, se trata de un metodo
exacto, facil y rapido para determinar
testosterona en suero y que se debe usar
como tecnica de rutina.

Resumen

Se describe una modification al analisis ra-
dioquimico para medir testosterona en suero,
que hace innecesaria su extracci6n del suero

Tabla I. Comparacidn de los metodos de calentamiento y extraction para medir valores
de testosterona en suero.

La recuperabifidad en el mdtodo de extraction no se anota en la tabla por no haberse con-
seguido un coeficiente de correlaci6n significative.

Tdcnlca Calentamiento Extraccion

Suero Hombre Mujer Nino Hombre Mujer

Precision dentro del ensayo (%) 9,8 7.1 — 12 17
Precisidn entre ensayos (%) 12 15 — 13 18
Recuperabifidad (%) 74±0,1 80±5 70±0,1 — —
Cifras normales * (ng/ml) 4,3-5,5 0,34-0.62 — 3,1-5,7 0,22-0,32

* Se da un intervalo para los valores medios de testosterona en sangre con un nivel de confianza del 95%.
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problema. El suero se calienta a 60° C duran
te una hora para destruir las protelnas que
unen testosterona y el anAlisis se contintia
como es usual en los mdtodos de radioinmu-
noensayo.
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