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Ens honora de poder presentar avui a la SOCIETAT CATALANA DE BIOLOGIA
un tema que creiem de gran interés i també de gran actualitat en el camp
de les hormones esteroidals. Les dades que hem utilitzat en la present co-
municacié provenen d’estudis realitzats a la 2.* Clinica Meédica Universi-
taria d'Hamburg-Eppendorf, on tinguérem I'oportunitat de coMaborar
amb Voict ** i Nowakowskr ' en els preparatius i en 1'aplicacié clinica
d'un nou metode no isotopic per al dosatge de la testosterona en orina.
Draltres investigadors de l'esmentat centre * % 1° han tingut la gentilesa
de proporcionar-me algunes dades d’estudis actualment en curs, per tal
d’enriquir aquesta comunicacié.

Desglossarem el tema en els aspectes segiients:

1) Metodologia del dosatge de la testosterona en orina.

2) Que és el que hem aprés en poder mesurar els nivells de testoste-
rona en l'organisme huma contemplant-ho des de I’angle biologic,
i finalment,

g) La utilitat practica que se'n desprén, exemplaritzada amb alguns
casos clinics.

INTRODUCCIO A LA METODOLOGIA

La testosterona, 1’hormona propia del sexe masculi i I’'androgen de més
potencia biologica, fou aillada del testicle de brau i obtinguda en forma
cristallina I'any 1935 per Davig i LAQUEUR *. Durant molt de temps s’ig-
norava si la testosterona s’eliminava o no per l'orina. Fins I'any 1950, que
LierErRMAN 1 collaboradors 12 van isolar-la de l'orina d’un pacient sotmes a
sobrecarrega exdgena amb aquest esteroide, hom no accepta la possibilitat
de la seva eliminacié urinaria.

Fins fa poc temps, quan ja en feia molt que existia la possibilitat del
dosatge de les altres hormones esteroidals, el mesurament directe de la tes-
tosterona no era encara possible. Aquest fet constituia una sorprenent
limitacié de la metodologia en el camp de les hormones esteroidals. En
efecte, per a I'objectivacié de la funcié endocrina del testicle o bé de la
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produccié de testosterona en l'organisme huma, hom només disposava de
la simptomatologia clinica, dels tests biologics i de la mesura indirecta
mitjancant el dosatge de 17-cetosteroides en orina o bé la dosificacié de
I'anomenada «fraccié androgénicay (androsterona i etiocolanolona), obtin-
guda per separacié cromatografica dels esmentats catabolits. Un altre cri-
teri bioquimic, també¢ indirecte, molt utilitzat per a valorar la producci6
de testosterona en 1'’home, era la dosificacié quantitativa de la fructosa
en el plasma espermatic. Com més endavant veurem, cap dels procedi-
ments citats no representa un parametre especific de la produccié organi-
ca de testosterona.

L'any 1960, SCHUBERT i WEHRBERGER '7 reportaren per primera vegada
la dosificacié quantitativa de testosterona en l'orina de I'home. Al llarg
dels anys 1963 i 1964, un crescut nombre d’investigadors anaren publicant
diferents metodes per al dosatge quantitatiu de la testosterona en l'ori-
na? 715,18, 20121 [Jn cop més, el perfeccionament metodologic de I'ana-
lisi hormonal, pedra de toc de l'endocrinologia, permeté de donar un
tomb radical a la situaci6. Llevat dos metodes, un d’ells el que avui comen-
tarem, tots els altres es basen en la utilitzacié de testosterona marcada i
ofereixen nombroses dificultats técniques. Per aquest motiu no ¢s d'estra-
nyar que gairebé no existeixin dades en la literatura sobre valors d’elimi-
nacié normals i patologics en I’home i en la dona, aixi com tampoc la
necessaria experiencia clinica. D'una banda, la utilitzaci¢ d’isotops pres-
suposa rigoroses reglamentacions i de més a més, laboratoris utillats per a
treballar amb material radioactiu. D’altra banda, la complexitat, el cost
elevat i la llarga duracié de molts dels metodes descrits els han circums-
crits a laboratoris de tipus experimental poc vinculats a la problematica
de tipus clinic.

1) METODOLOGIA

Pels motius descrits era molt de desitjar un metode teécnicament i eco-
nomicament assequible i que oferis alhora unes condicions de sensibilitat,
especificitat i precisio comparables a les dels metodes tecnicament més
complexos. El metode de Voigr i colaboradors®!, al qual farem referencia
en aquesta comunicacié i amb el qual hem obtingut tots els nostres resul-
tats, sembla posseir, després d'un suficient periode d’assaig, els avantatges
indicats i, per tant, una doble utilitat en problemes de tipus experimental
i clinic.

Ens sembla adient de presentar en forma esquematica les parts fona-
mentals d’aquest metode (Fig. 1), que, malgrat ésser un dels més senzills,
presenta encara una indubtable complexitat. Per aquest motiu es compreén
que es tracti d’'una tecnica que cal reservar, en clinica, per a casos estric-
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DOSIFICACIO DE LA TESTOSTERONA EN ORINA 5

tament escollits. Aquest metode acompleix sobradament els criteris d’exac-
titud, precisio, sensibilitat i especificitat exigibles a tot metode fisico-qui-
mic de dosificacié quantitativa d'una substancia i ofereix un marge de
confianga igual al del metode no isotopic de SCHUBERT i FRANKENBERG '*

Esquema simplificat de la

determinacid de‘ testosterona en_ orina
(VOIGT | COLLABORADORS)
materials duracid

aliquot de 250 c.c.
de l'orina de 2h.
n-glucoronidad hidrolisi 48 hores
sa
eter extraccio ‘l
(3 cops 111 VV) aprox.ah
Na OH purificacio de l'extracte j
florisil 5
cloroform- cromatografia en columna aprox. 10h
etanol
(96:4 V/V)
]
Siticagel G
c@orform- YT * Y aprox.12h
metanol ]
(99:4VN) e
Kot S
1 cromatografia
Siticage G | en capa fina
eter-
¢ (9'033";{3; 70 o VI aprox.12h
11 cromatografia
teherS en capa fina
chull 2043 aprox.12h
(Bush 83) cromatografia sobre paper P
dosificacid quahtitativa : hidracida de 2h

acid isonicotinic

Fic. 1

i comparable a l'isotopic de VERMEULEN i VERPLANCKE %, procediments
que considerem dels més acurats entre els que ens semblen assequibles
dels fins ara descrits en la literatura.

El metode de Voicr i coHaboradors no permet una separaci6 satisfacto-
ria de la testosterona i de l'epitestosterona. Malgrat aixo, tenint en comp-
te que aquest isomer ¢és també una substancia amb activitat hormonal,
sembla que el mesurament global d’ambdues testosterones no representa
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un inconvenient de cara al diagnostic clinic o davant una determinada
situaci6é biologica. D'altra banda, retocs actuals del metode permeten una
separacié adequada emprant papers més llargs i prolongant el temps de
I'altima cromatografia. Aleshores, les dues testosterones, amb diferents Ry,
se separen distintament en tenir un major espai de migracio.

TAuLA 1
1) Homes
Nashes Excrecié mitjana de testos-
Edat (anys) in\(l)es[' at terona i marge quadratic
'8 (Sp) en pg/24 h.
10-18 (nens) 4 3,4
14 (pubertat) 2 34,6
15-20 5 37,9t 9.0
21-80 10 71,7+21,9
31-40 10 60,0 + 26,9
41,50 8 46,1 +11,6
51,60 8 87,0+ 7.8
61,70 6 1.2+ 7,6
71-80 5 3764134
81-g0 2 28,5
2) Dones
20-45 (maduresa sexual) 10 9.7 |
45-65 (menopausa) 4 6,2 { 8,616.2

Els valors d’eliminacié urinaria de testosterona en ’home i en la dona,
obtinguts per nosaltres amb aquest metode, els hem resumits a la Taula 1.

2) ASPECTES BIOLOGICS I BIOQUIMICS

La testosterona se segrega en el testicle i, tal com les darreres inves-
tigacions ens demostren * *, també a l'ovari i a la suprarenal. En el curs
del metabolisme periferic dels esteroides se sintetitzen igualment petites
quantitats de testosterona. Es un fet conegut que en el fetge pot océrrer la
conversié de DHEA a testosterona °. Investigacions molt recents * '* xifren
la producci6 total de testosterona en 1'home adult en uns 6,5 mg/dia, dels
quals aproximadament 6 mg/dia corresponen al testicle, o,5 mg/dia a la
suprarenal i una petita resta a les estructures periferiques. Els fets clinics
evidencien que la secreci6 testicular de testosterona en I’home és 1'inica
que té una autentica significaci¢ biologica. En els deficits severs de la
funci6 testicular endocrina, ni la produccié extragonadal de testosterona
ni la secreci6 global d’altres esteroides androgens mai no sén suficients per
a compensar la manca de I'hormona fonamental. Es possible que existeixi
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un lligam funcional entre el parénquima testicular i la zona androgenica
de I'escor¢a suprarenal, i que aquestes dues fonts productores de testoste-
rona solament quedin abolides en certs estats patologics on s'afecti glo-
balment l'eix testicle-suprarenal (exemple: sindrome de castracié funcio-
nal prepuberal). En d’altres casos, el deficit secretor es limita al testicle
(exemple: castraci¢ quirdrgica o traumatica). Aquest fet ens podria expli-
car la diferent repercussi6 biologica i adhuc els diferents graus de la simp-
tomatologia deficitaria, en els casos d’abolicié de la funcié testicular in-
cretora.

En la dona, la produccié total de testosterona es xifra aproximadament
en 1 mg/dia, de la qual més o menys la meitat, o,5 mg/dia, és segregada
per la suprarenal (igual que en I'home). Un augment de més del 50 9, de
la producci6 total pot donar lloc a severs signes de virilitzaci6. Aquest
punt té, amb vista a la clinica, una extraordinaria transcendencia, car ens
fa comprendre molts dels quadres d’hirsutisme de la dona als quals fins
ara no trobavem una explicacié plausible. El ritme d’eliminacié de la tes-
tosterona té una estreta dependencia del cicle menstrual, tal com s’esdevé
amb els estrogens '*. S'observen distintament dos pics, I'un al final de la
fase follicular, i1 'altre al final de la fase luteinica. Les xifres d’eliminaci6
de testosterona en aquests periodes doblen les xifres dels dies postmens-
truals o dels de la meitat del cicle i atenyen valors de quasi la meitat de
les xifres d’excreci¢ mitjana de testosterona en I'’home. EI mesurament de
I'eliminacié de testosterona en els dies postmenstruals de dones hirsutes
evidencia xifres elevades, estadisticament significants, respecte a les dones
normals . Si els pics fisiologics ciclics sofreixen també una elevacié pro-
porcional, es torna facilment comprensible la simptomatologia clinica.
Tenint en compte que també en I'home, tant en el testicle com a la supra-
renal, se segreguen estrogens, podem establir, de faisé un xic grollera, que
la proporcié testosterona/estrogens totals és de 5-6/1 en I'home i d'1/5-6
en la dona. Aquesta proporci6 entre les dues hormones correspon als
nivells mesurats en I'acme de la maduresa sexual de 'home i en la fase
postmenstrual de dones també sexualment madures.

L’existencia de les hormones propies de cada sexe en el sexe oposat
confirma la hipotesi formulada molts anys enrera per MARANON de la rea-
litat d'una intersexualitat bioquimica dels sexes i la suposicié que en les
alteracions fenotipiques de nombrosos quadres endocrins provocats per
trastorns del metabolisme de les hormones sexuals, existeix un desequili-
bri de I'harmonia del milieuw hormonal. Creiem que davant trastorns
d’aquest ordre, caldria investigar sempre el quocient testosterona/estro-
gens, tant en I’home com en la dona.

Segons LIEBERMAN i collaboradors '2, aproximadament la meitat de la
testosterona endogena i també de I'administrada exogenament, s'elimina
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per l'orina en forma de catabolits identificables. La fracci4 androstero-
na/etiocolanolona de l'orina representa el go 9, dels 17-cetosteroides uri-
naris d’origen testicular. Per aquest motiu, la investigacié dels nivells
urinaris de la dita fraccié era considerada un bon criteri per a l'objecti-
vacié de la funcié endocrina del testicle. Tenint en compte, pero, que
aquests dos catabolits provenen, en xifres no gens menyspreables, de pre-
cursors dels corticosteroides en els processos biosintetics de 1'escor¢a supra-
renal ultra dels androgens, llurs nivells urinaris no representen un index
fidel de la funci6 testicular. En clinica hom observa sovint discrepancies

entre la simptomatologia i les xifres d’eliminacié d’androsterona i d’etio-
colanolona.

ESQUEMA SIMPLIFICAT DEL CATABOLISME DE LA TESTOSTERONA

OH
CHyt
altres esteroides, prin- ———————> estradiol 2
cipalment suprarenals CHy »
———> androstendiona——» estrona ©
o’ \\\ "
testosterona
(principalment 17-B-OH)
- o
“a 3
sulfat de 17-R a
testosteron =
androsterona glucuronat de 1R n 2
H o
etiocolanolona testosterona tesiafiacong llivne @
“ J a
N P
testosterona dosificada despres 3
d’hidrdlisi amb B-glucoronidasa E
2

’

Tic. 2

A la Fig. 2 hem esquematitzat en forma senzilla les vies cataboliques
de la testosterona. La major conversié de testosterona a androsterona, la
remarquem amb un major gruix de la fletxa. A la figura es veu clarament
la ja esmentada font suprarenal d’androsterona i d’etiocolanolona, quan-
titativament important; aixo fa d’aquests metabolits un mal parametre de
la funcié testicular hormonal. La testosterona és eliminada immodificada
pero inactivada per conjugacié, en forma de glucuronat. L’eliminacié
quantitativament major de glucuronat, la remarquem tamb¢é¢ amb el gruix
de la fletxa. L’eliminacié de sulfat de testosterona ¢és encara dubtosa, 1 la
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DOSIFICACIO DE LA TESTOSTERONA EN ORINA 9

representem amb una fletxa de tra¢ discontinu i interrogant. Una minima
quantitat de testosterona s’climina en forma immodificada i lliure.

Creiem que I'index més exacte que reflecteix els nivells de produccié
organica de testosterona ¢s I'anomenat pels anglo-saxons testosteron pro-
duction rate, o sigui les xifres secretores totals. Aquest index és investigat
mitjangant un complicat procediment de doble dilucié isotopica''. De
tota manera, com que en circumstancies normals existeix una correlacié
entre els nivells de produccié i els d’eliminacié, el mesurament de la tes-
tosterona urinaria constitueix un criteri acurat, el qual permet en clinica
diagnostics molt subtils.

No ha estat investigat encara el ritme de la secreci¢ de testosterona en
I'home, bé que cal suposar que ¢és relativament uniforme. En canvi, les
xifres d’eliminacié presenten una marcada dependéncia cronoldgica. Re-
presentem aquest fet en forma grafica a la Fig. 3. Com veiem en la corba,
les xifres d’eliminacié de testosterona en la prepubertat sén de l'ordre
de les 3 pg/24 h. i augmenten rapidament en iniciar-se la pubertat fins a
atenyer valors de I'ordre de les g5 pg/24 h. Les mateixes xifres d’eliminacié
es troben durant I'adolescéncia. L’excrecié maxima de testosterona s’esde-
vé entre els 15 i els g5 anys, amb valors mitjanes d'unes 70 pg/24 h., valors
que a partir d'aquesta edat van disminuint lentament i progressivament.

’?;‘/‘;';m CORBA D'ELIMINACIO URINARIA DE TESTOSTERONA EN L'HOME

120 (marge quadratic calculat en 16)

110
100 +
90 +

504
401
30+
20+
10 4

+ ¥

10 20 30 40 50 60 70 80 90 anys
Fic. 3

En les nostres investigacions '* observarem en el vuitée decenni de la
vida, un discret augment de les xifres d’eliminacié. En conjunt podem dir
que l'excrecié de testosterona a 'edat senil, del sis¢ al sete decenni aproxi-
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madament, és gairebé la mateixa que a I'edat puberal i que a la de 1'ado-
lescéncia. D’aquest fet es deriven suggestives especulacions; per exemple:
¢per que durant els anys de maduresa sexual les xifres d’eliminaci6 de tes-
tosterona sén més elevades que durant un periode del desenvolupament,
en qué per a atényer aquesta maduresa les necessitats organiques de 1'’hor-
mona han d’ésser logicament molt més crescudes?

L’excreci6 decreixent de testosterona amb 1'augment de 1'edat s’explica
sens dubte per la disminucié de la capacitat hormonal del testicle. Si
aquest apagament funcional representa un veritable estat d’hipofuncid
endocrina amb el qual la tan discutida sindrome del climateri viril estaria
estretament vinculada, és un interrogant que ha de quedar obert mentre
no disposem de les dades d’'un major nombre d’investigacions en aquest
respecte.

9) ASPECTES CLINICS

Com a resum final de tot el que hem exposat hem escollit entre les
nostres dades i entre les d’altres investigadors * '® °, aquelles que demos-
tren d'una manera més evident la importancia practica de la dosificacié
de la testosterona urinaria en el judicament o en el diagnostic de la pato-
logia androgenica, tant en I’home com en la dona.

Citarem en primer lloc el cas de tres castrats, en els quals les xifres
d’eliminaci6 dels 17-cetosteroides i de I'androsterona es trobaven dins els
limits de la normalitat. Les xifres d’eliminacié d’etiocolanolona, en dos
dels casos eren baixes; en el tercer eren normals. En canvi, la dosificacid
de la testosterona urinaria déna en tots tres casos xifres clarament per
sota del limit inferior de la normalitat. (Taula II.)

Tauvra I1

Resultats comparatius de I’eliminacié urinaria de diferents esteroides en sis casos
d’hipogonadisme masculi. (Les xifres entre paréntesis séon les valors mitjanes d’elimi-
nacio dels esteroides corresponents a I’edat dels pacients.)

Diagnostic Edat 17-Cetosteroides Androsterona Etiocolanolona Testosterona

Cas nim. 1 castrat 40 15 mg/24 h. (10,5) 4,5 mg (3,8) 7,5 mg (4,8) 17,5 ug (55)

Cas niim. 2 castrat 48 10 mg/24 h. (10 ) 2,6 mg (3,4) 2,0 mg (4,5) 25, pg (48)

Cas num. 3 castrat 56 9 mg/24 h. ( 9,6) 2,8 mg (3,0) 2,0 mg (4,3) 15,0 ug (42)

Cas num. 4 Hip. prim. 32 7 mg/24 h. (11,2) 2,5 mg (3,9) 2,4 mg (5,0 20,0pug (68)

Cas num. 5 Hip. prim. 50 9 mg/24 h. ( 9,8) 2,5 mg (3,2) 2,8 mg (4,4) 14,0 ug (49)

Cas num. 6 Hip. prim. 54 11 mg/24 h. ( 9,5) 8,7 mg (3,1) 3,5 mg (4,3) 12,0 ug (44)
Hip. prim. = Hipogonadifine primari

En altres tres casos d’hipogonadisme primari, en els quals els signes de
deficit hormonal eren clinicament segurs, es demostra aixi mateix el poc
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DOSIFICACIO DE LA TESTOSTERONA EN ORINA 11

valor diagnostic dels 17-cetosteroides i de I'androsterona, ja que solament
en un cas hi havia xifres d’eliminacié baixes d’aquests catabolits. La dosi-
ficacié de l'etiocolanolona urinaria permeté de perfilar millor els signes
d'insuficiéncia, pero no dona, ni de bon tros, dades tan precises com la
determinaci6 de la testosterona, els valors de la qual es trobaven en tots
els casos, clarament per sota del limit inferior de la normalitat. (Vegeu
la Taula II)

TAurA IIT

Comparacié de les xifres d’eliminacié de testosterona en la dona, entre coHectius
normals i patologics. (Les determinacions corresponen totes a la mateixa fase del cicle
menstrual : inicis de la fase foHicular.)

14 dones normals Testosterona Estrona Estriol Estradiol
10 en la maduresa sexual 9.7 ug/24 h. - — —
4 en la menopausa 6,2 » - — —

30 dones amb alopécia difusa

24 en la maduresa sexual 17,2 ug/24 h. 4,7 ug/24h. 10,0 ug/24 h. 3,4 pg/24 h.
6 en la menopausa 16,0 » 3,2 » 6,5 » 2,8 »

7 dones amb hirsutisme

Edat, entre els 201 els 3o anys 19,5 pg/24 h. — — —

Pel que fa referéncia a la dona, hem evidenciat diferéncies estadistica-
ment significatives entre els valors d’eliminacié normals de testosterona i els
valors d’eliminacié de dues entitats cliniques molt freqiients en la patolo-
gia androgénica femenina: I'alopécia difusa i I'hirsutisme. A la Taula III
hem resumit els resultats en aquest respecte.
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