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Executive summary of the position statement of the Spanish Societies
SEQCML/SEEN/SEEP. Recommendations for the measurement of sex steroids

Abstract Accurate measurement of sex steroids, particularly testosterone and estradiol, is
relevant for the diagnosis and treatment of a wide range of conditions. Unfortunately, current
chemiluminescent immunoassays have analytical limitations with important clinical consequen-
ces. This document reviews the current state of clinical assays for estradiol and testosterone

measurements and their potential impact in different clinical situations. It also includes a series
of recommendations and necessary steps to introduce steroid analysis by mass spectrometry into
national health systems, a methodology recommended for more than a decade by international

societies.

© 2022 SEEN y SED. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Introduccion

Los esteroides sexuales son responsables del desarrollo y la
maduracion del individuo, ademas de intervenir en muchas
otras funciones’-2. Su desbalance se relaciona con alteracio-
nes en el metabolismo, el hueso y el desarrollo o progresion
de ciertos tumores, entre otros trastornos.

A pesar de la gran importancia de los esteroides sexuales,
nuestra capacidad para medir sus concentraciones correcta-
mente varia ampliamente segun el método.

La especificidad, la sensibilidad, la exactitud, la preci-
sion y la estandarizacion de la medicion de estas hormonas
son muy relevantes para el manejo de un amplio grupo de
situaciones clinicas. La obtencion de resultados fiables nos
influye en gran medida en la toma de decisiones, evitando
diagndsticos y tratamientos erréneos y seguimientos innece-
sarios.

En este documento discutimos temas relacionados con
las mediciones de esteroides sexuales en cuanto a los dife-
rentes métodos de medicion y su impacto en la practica
clinica, y proporcionamos unas recomendaciones consensua-
das por las Sociedades Espanolas de Medicina de Laboratorio
(SEQC™), Endocrinologia y Nutricién (SEEN) y Endocrinologia
Pediatrica (SEEP).

Consideraciones preanaliticas

Las condiciones preanaliticas en cualquier medicion son
de extraordinaria importancia, independientemente del
método de medida. Por ello, se han de seguir de forma
escrupulosa.

La secrecion de testosterona se ajusta a un ciclo circa-
diano, con valores maximos a las 8h y minimos a las 20 h.
Las variaciones pueden llegar a tener una amplitud del 36%,
por lo que la obtencion de la muestra sanguinea para el
analisis de esta hormona debe efectuarse por la mafnana.
Asimismo, la testosterona circula mayoritariamente unida
a la globulina transportadora de hormonas sexuales (SHBG,
union de alta afinidad y baja capacidad) y albumina (union
de baja afinidad y alta capacidad), y solo una pequena frac-
cion circula de forma libre, llegando a los tejidos diana.

Esta Gltima fraccion se transforma en las células diana en
dihidrotestosterona, que, tras unirse a su receptor citoso-
lico, se traslada al nucleo celular uniéndose a elementos de
respuesta a andrégenos especificos en el ADN. Por ello, la
fraccion libre se relaciona mas directamente con la accion
de la dihidrotestosterona, y tiene mayor relevancia para la
clinica.

No obstante, la correcta medicion de la concentracion de
testosterona libre constituye un reto para los laboratorios
clinicos. En efecto, aunque existen inmunoanalisis comer-
ciales, estos en general presentan importantes limitaciones,
por lo que se desaconseja su uso con fines asistenciales*®.
La metodologia de referencia para la mediciéon de testos-
terona libre son los métodos de ultrafiltracion y dialisis de
equilibrio que separan, previo al analisis mediante radioin-
munoanalisis o espectrometria de masas, la testosterona
libre de la unida a proteinas. Sin embargo, estos métodos
son muy laboriosos técnicamente y no estan disponibles en
la mayoria de los laboratorios clinicos. Alternativamente, la
recomendacion para la valoracion de testosterona libre es
su calculo mediante ecuaciones que tienen en cuenta las
concentraciones de testosterona total, SHBG y albumina’.

El estradiol circula unido a la SHBG en un 95%. La con-
centracion sanguinea de estradiol no muestra un ritmo
circadiano, pero cambia durante las distintas fases del ciclo
menstrual, al igual que lo hace la testosterona, por lo que la
obtencion de la muestra para la medicion de ambas hormo-
nas debe realizarse en la fase folicular temprana del ciclo
menstrual en mujeres en edad fértil.

Retos en el analisis: ventajas y limitaciones de
los inmunoanalisis

Una vez asegurada la fase preanalitica correcta, el valor
clinico de los resultados de laboratorio depende en gran
medida del uso de una metodologia apropiada. Las medicio-
nes en suero de esteroides sexuales con fines asistenciales
y/o de investigacion presentan retos analiticos importantes.
Entre ellos destaca la gran diversidad existente de metabo-
litos estructuralmente parecidos (moléculas derivadas del
colesterol) de forma endogena o también que pueden ser
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administrados de forma exdgena, la existencia de un amplio
rango de concentraciones de interés clinico y la presencia
de formas circulantes libres y unidas a proteinas de trans-
porte. Actualmente, los métodos de inmunoanalisis son los
métodos de medida mas ampliamente utilizados a pesar de
estar limitados en muchas ocasiones por su susceptibilidad a
alguno de estos factores de confusion, hasta el extremo de
que un consorcio de numerosas sociedades cientificas esta-
dounidenses se ha posicionado a favor de su sustitucion por
métodos de analisis basados en espectrometria de masas,
mucho mas exactos®®. La Endocrine Society de Estados Uni-
dos se posicion6 ya en 2007° recomendando el empleo de
la espectrometria de masas como método de referencia, y
los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) inicia-
ron seguidamente un proyecto para la estandarizacion de
la medida de la concentracion de testosterona y estradiol
denominado programa Hormone Standardization (HoST)'"°.
Los resultados de seguimiento en los Ultimos afios muestran
de forma consistente que, aunque se observan mejoras en
algunos métodos de inmunoanalisis, las técnicas basadas en
la espectrometria de masas son las que presentan mejores
resultados.

Los inmunoanalisis automatizados presentan las ventajas
de ser practicos y de permitir la medicion de un elevado
numero de muestras de forma rapida y con bajo coste; sin
embargo, presentan limitaciones, como la falta de espe-
cificidad de los anticuerpos, que puede sobreestimar las
concentraciones reales al medir moléculas estructuralmente
parecidas al analito, una mayor posibilidad de que existan
diferencias provocadas por la distinta matriz de las mues-
tras de suero y de los calibradores, una mayor dificultad
en la completa liberacion de testosterona o estradiol de la
SHBG vy, en general, una sensibilidad limitada para medir de
forma efectiva concentraciones bajas de esteroides.

Uno de los constituyentes endogenos a los que se ha atri-
buido la posibilidad de interferir en el inmunoanalisis de
testosteronay sobreestimar las concentraciones es el sulfato
de dehidroepiandrosterona (SDHEA)'". Esta posible sobrees-
timacion es especialmente critica en las situaciones donde
se pretende valorar concentraciones relativamente bajas,
como ocurre por ejemplo en mujeres, nifos y hombres en
seguimiento de cancer de prostata, en los que la concentra-
cion de testosterona se utiliza como criterio de castracion
quirdrgica o quimica'. Existen también reacciones cruzadas
con otros metabolitos endogenos, como 11-ketotestoterona
o 11-hidroxitestosterona, o con esteroides sintéticos, como
nandrolona, danazol o noretisterona'. De especial impor-
tancia, en el caso del estradiol, es la presencia de reaccion
cruzada en los inmunoanalisis con los propios farmacos inhi-
bidores de la aromatasa como exemestano' (que también
causa falsas elevaciones de androstendiona, por similitud
molecular), la monitorizacion de la eficacia de los cuales
es, precisamente, el analisis de estradiol. También se ha
descrito la existencia de reacciones cruzadas con antagonis-
tas de los receptores de estrogenos como fulvestrant'. Mas
recientemente, se ha descrito que el tratamiento oral con
estradiol puede resultar en concentraciones falsamente dis-
minuidas de estradiol cuando se mide por inmunoanalisis'®.
La existencia de una interferencia concreta en el analisis de
esteroides sexuales y su grado depende de los anticuerpos

usados en el inmunoanalisis concreto utilizado para la medi-
cion, existiendo diferencias importantes entre fabricantes.

Aportacion de la espectrometria de masas

Idealmente, las mediciones analiticas de estos compuestos
deberian basarse en métodos que no fueran susceptibles a
interferencias por otros analitos (nuevos tratamientos con
anticuerpos monoclonales, farmacos bioldgicos, etc.) de
estructura similar o que interfieren en el procedimiento
de medida, a la vez que con suficiente sensibilidad para
cuantificar concentraciones bajas, como las esperables en
determinadas situaciones fisioldgicas (como acontece en las
muestras pediatricas y muestras de mujeres) o patologicas.

En este sentido, la aparicion de la espectrometria de
masas posibilita superar las limitaciones de los inmu-
noanalisis en una gran mayoria de escenarios clinicos.
Los fundamentos de ambas metodologias (inmunoanali-
sis y espectrometria de masas) son distintos. En efecto,
aunque existe una gran diversidad de métodos de labo-
ratorio basados en inmunoanalisis y de espectrometria de
masas, estos pueden resumirse en que los inmunoanalisis
se fundamentan en reacciones antigeno-anticuerpo, mien-
tras que la espectrometria de masas no emplea reacciones
antigeno-anticuerpo y se relaciona directamente con las
caracteristicas estructurales (masa y espectros de masa) de
los analitos (fig. 1).

La importancia de la necesidad de usar metodologia
con comportamiento analitico adecuado para las medicio-
nes hormonales se refleja también en el creciente consenso
en las revistas cientificas de mayor impacto en sus requeri-
mientos para aceptar publicaciones. La revista The Journal
of Clinical Endocrinology and Metabolism publico un edi-
torial en el que exigia, a partir del afio 2015, el uso de la
espectrometria de masas en aquellos trabajos en los que
los resultados de esteroides sexuales fueran un endpoint
relevante'’. Poco después, la misma revista publicé una
Letter of concern valorando la complejidad del tema'® y con-
creto unas instrucciones para los autores relacionadas con
los requisitos de las mediciones de hormonas esteroides'®.

La figura 2 compara las ventajas y las desventajas de los
inmunoanalisis quimioluminiscentes de uso habitual con los
métodos basados en espectrometria de masas. Si bien los
inmunoanalisis presentan una buena repetitividad y rapi-
dez, que permite manejar de forma adecuada altas cargas
de trabajo, la espectrometria de masas presenta una gran
especificidad analitica (ausencia de reacciones cruzadas por
metabolitos enddgenos o exdgenos, p.ej., farmacos'> '),
menor efecto matriz y ausencia de interferencia por anti-
cuerpos heterofilos. Otras ventajas de la espectrometria de
masas incluyen su versatilidad (posibilita por ejemplo medir
casi cualquier metabolito) o la facilidad para la medicion
simultanea de varios metabolitos (posibilita elaborar per-
files o paneles a partir de una misma muestra). Ademas,
dada su elevada especificidad, se minimiza la variabilidad
inter-laboratorio, facilitando la elaboracion de intervalos de
referencia o de puntos de corte de decision médica comunes
entre laboratorios. Sin embargo, la espectrometria de masas
es una instrumentacion relativamente costosa y requiere
en general una preparacion previa de la muestra que suele
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Figura 1

Inmunoanalisis (A-C). Ejemplo de inmunoanalisis competitivo quimioluminiscente. A) El método se basa en un anticuerpo

especifico que reconoce el analito de interés. B)Se incuba el anticuerpo con la muestra (que contiene el analito de interés y
otras moléculas) y con el analito marcado. Analito y analito marcado compiten por la uniéon al anticuerpo. C)Se registra la sefal
quimioluminiscente procedente del analito marcado unido al anticuerpo. En el ejemplo, la sefial registrada sera inversamente
proporcional a la cantidad de analito originalmente presente en la muestra.

Espectrometria de masas (D-H). Ejemplo de cromatografia liquida y espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). D,E) Extraccion
de la muestra de suero con solvente organico. Este paso elimina posibles interferentes. F)Separacion de los componentes de la
muestra mediante cromatografia liquida. G) Seleccion de los iones especificos de los analitos. H) Representacion de los resultados.
El area del pico cromatografico es directamente proporcional a la cantidad de analito originalmente presente en la muestra.
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Figura 2 Ventajas y limitaciones de los métodos basados en inmunoanalisis y espectrometria de masas.

resultar en mayor complejidad (se necesita personal con una
buena formacion técnica) y mayor tiempo de respuesta. Ello
probablemente limita su introducciéon masiva en los labora-
torios clinicos. El analisis de los programas de control de cali-
dad externo a nivel europeo permite observar su progresiva
incorporacion en los Gltimos afos en algunos laboratorios de

referencia clinicos a nivel europeo, la mayoria de los cuales
mantenian los métodos de referencia usando radioinmunoa-
nalisis con extraccion (fig. 3). En nuestro pais la experiencia
en la incorporacion de métodos de espectrometria de masas
para mediciones hormonales distinta a los esteroides sexua-
les a nivel asistencial se centra especialmente en los Ultimos
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NUmero de laboratorios que proporcionan los resultados de testosterona y estradiol con inmunoanalisis quimioluminis-

centes (Luminisc), espectrometria de masas (Mass Spec) y radioinmunoanalisis (RIA) en el programa de control de calidad externo
europeo organizado por el Referenzinstitut fiir Bioanalytk (Alemania).

3-4 anos, en los que diversos laboratorios han podido dispo-
ner de instrumentacion dedicada a las hormonas.

Situaciones clinicas en las que la
espectrometria de masas presenta mayor
interés

Tal y como hemos reseiado, los métodos de analisis de este-
roides sexuales deben ser sensibles, especificos, exactos y
precisos en un amplio rango de concentraciones®®2%2', Hay
algunas situaciones de especial relevancia en la practica
clinica que merecen una mencion especial.

Sensibilidad: medicién de esteroides a bajas
concentraciones

a) Medicion de estradiol a bajas concentraciones.

En el seguimiento de algunas situaciones especiales, por
ejemplo, pacientes con cancer de mama tratados con inhi-
bidores de la aromatasa (en las que es necesario suprimir
las concentraciones endogenas de estradiol), los métodos
deben poder distinguir entre concentraciones suprimidas
de menos de 1pg/ml?? y concentraciones previas al trata-
miento, que en las mujeres menopausicas suelen ser de 10
a 15pg/ml. Del mismo modo, las mujeres con otras patolo-
gias, como endometriosis o leiomiomas, que se encuentran
en esquemas de bloqueo y reemplazo (agonistas de GnRH
para inducir la castracion médica, junto con una dosis baja
de estrogenos) no pueden ser controladas adecuadamente al
no disponer de un sistema de medida especifico, sensible y
eficaz de medicion de concentraciones bajas de estrégenos
circulantes.

Ademas, los hombres y mujeres ancianos tienen concen-
traciones muy bajas de estradiol, en el rango de 5-30 pg/ml.
En algunos casos, el control de estas concentraciones bajas
podria ser util; por ejemplo, en hombres con cancer de
prostata que se someten a una terapia de privacion de andré-
genos, las mediciones de estrdgenos podrian ser utiles para
evaluar esta terapia en objetivos como los huesos, el cora-
z0n y el estado metabdlico?.

En la misma linea, para evaluar el desarrollo puberal
en niflos necesitamos medir con precision los valores bajos

de esteroides sexuales, particularmente en prepuberes y en
pacientes con pubertad precoz, ya central, ya periférica, ya
mixta, asi como definir intervalos de concentraciones nor-
males a lo largo de la infancia. En esta etapa de la vida,
aunque es poco frecuente, algunos tumores gonadales secre-
tan gonadotropina coriénica humana, lo que lleva a una
produccion de hormonas sexuales que a menudo esta por
debajo del limite de deteccién del método?®. Ademas, la
ginecomastia puberal en los nifios, que implica un desequi-
librio de testosterona y estrogenos, no se puede distinguir
con los inmunoanalisis habituales?:.

b) Medicion de testosterona

La mayoria de las pacientes que padecen sindrome de
ovario poliquistico y otras formas de exceso androgénico no
estan siendo evaluadas adecuadamente debido a la falta de
sensibilidad y/o especificidad de la mayoria de los inmu-
noanalisis actuales. Algunos estudios han demostrado que
la testosterona libre se correlaciona mejor con la presen-
tacion clinica del sindrome de ovario poliquistico que la
testosterona total’*?°, aunque, tal como se explicé ante-
riormente, la testosterona libre no esta disponible en los
laboratorios clinicos de rutina. Hay que destacar que las
formulas que calculan la testosterona libre requieren que la
testosterona total haya sido medida con un método de preci-
sion, y solo en ese caso ofrecen un rendimiento similar al del
calculo por ultrafiltracion o dialisis de equilibrio. La Andro-
gen Excess & PCOS Society recomienda desde 2009 el uso de
la cromatografia liquida/espectrometria de masas tandem
como método de referencia para la medicion de testoste-
rona total, y el calculo de testosterona libre usando SHBG y
albumina, como método iddneo para estimar el hiperandro-
genismo bioquimico en estas pacientes?.

La evaluacion de testosterona en mujeres con deseo
sexual reducido podria ser informativa y es una necesi-
dad clinica no satisfecha. Hay algunas pruebas, aunque
controvertidas, en las que se sugiere una mejora el
deseo sexual con el reemplazo de testosterona en muje-
res con hipopituitarismo? o en mujeres premenopausicas
ovariectomizadas?®, pero los actuales métodos de medicion
no ofrecen suficiente confianza en los resultados de las con-
centraciones de testosterona tras la terapia sustitutiva, por
lo que no se recomienda.

5107



G. Casals, R. Ferrer Costa, E. Urgell Rull et al.

Otras situaciones en las que se requieren métodos de alta
sensibilidad son: el seguimiento de pacientes con cancer de
prostata sometidos a castracion quimica para suprimir las
concentraciones endogenas de testosterona; en la adoles-
cencia, para la evaluacion de la pubertad temprana o tardia,
asi como, tras el nacimiento, durante la evaluacion de la
mini-pubertad en varones.

Especificidad

Los pacientes pueden tener estrogenos/androgenos cir-
culantes derivados de fuentes exodgenas, por ejemplo,
hormonas esteroides sexuales de los alimentos, suplementos
nutricionales, etc.?”. Algunos de estos compuestos pue-
den reaccionar de forma cruzada con el anticuerpo en
el inmunoanalisis y dar lugar a diagnodsticos errdoneos, lo
que conlleva un aumento considerable del gasto sanitario
en pruebas innecesarias, ademas de las molestias para el
paciente.

Exactitud

Finalmente, los resultados deberian ser comparables entre
diferentes laboratorios; los datos reproducibles son esen-
ciales para el analisis y el control del paciente cuyas
pruebas son realizadas por varios laboratorios diferentes
utilizando diferentes métodos. La introduccion de métodos
correctamente estandarizados en la mayoria de los centros
hospitalarios evitaria que los pacientes seguidos en cen-
tros de referencia se vean obligados a trasladarse para una
simple extraccion de sangre, por falta de exactitud y de
reproducibilidad inter-ensayo entre centros.

Recomendaciones del grupo de trabajo

En la medicion de las concentraciones de esteroides sexuales
hay situaciones en las que la espectrometria de masas ha
demostrado caracteristicas metodoldgicas muy superiores a
las del inmunoanalisis, especialmente cuando se requiere
elevada sensibilidad y especificidad.

Mientras no exista la estandarizacion de todos los proce-
dimientos de medida, se recomienda que los procedimientos
utilizados en los laboratorios clinicos estén validados y cum-
plan las caracteristicas metodologicas de reproducibilidad,
sensibilidad y exactitud analiticas requeridas para medir las
concentraciones, segun las indicaciones de la guia CLSI*° de
la poblacion a la que se da servicio, y que cada laborato-
rio defina sus propios intervalos de referencia®'-*. En este
sentido, el programa HoST de los CDC ofrece sus servicios
a laboratorios de todo el mundo con un coste perfecta-
mente asumible. Por ello, consideramos muy recomendable
recurrir a este programa desde los laboratorios del sistema
nacional de salud para evaluar el rendimiento de los analisis
empleados actualmente y valorar su sustitucion por otros ya
estandarizados.

Aun cuando los inmunoanalisis pudieran mantener cierta
utilidad para su uso en medicina general en las mediciones
de testosterona total en varones y de estradiol en mujeres,
las recomendaciones de la Ultima década indican la necesi-
dad de usar métodos basados en espectrometria de masas

para la medicion de esteroides sexuales adecuadamente, y
de forma muy particular en:

1) Testosterona: las mediciones de la concentracion de tes-
tosterona en el suero de pacientes pediatricos, mujeres
y pacientes con neoplasias hormono-dependientes deben
realizarse por métodos de elevada especificidad y sensi-
bilidad analitica basados en espectrometria de masas. Si
ello no es posible, deben considerarse aquellos inmunoa-
nalisis que muestren un buen comportamiento analitico
comparado con un método validado de espectrometria
de masas, como el ya valorado por el programa HoST>.

2) Estradiol: las mediciones de las concentraciones de
estradiol en el suero de pacientes pediatricos y en muje-
res con cancer de mama en tratamiento con inhibidores
de la aromatasa debe realizarse con métodos de elevada
sensibilidad y especificidad basados en espectrometria
de masas en la valoracion inicial y durante la monitori-
zacion del tratamiento.

Entendiendo que no es viable actualmente usar los méto-
dos de medicion basados en espectrometria de masas en
todos los centros hospitalarios nacionales, el grupo de tra-
bajo recomienda introducir estos métodos en al menos un
centro por cada sistema de salud autonomico, para dar
soporte adecuado a las situaciones clinicas descritas pre-
viamente y adquirir la experiencia necesaria para luego
expandirlos paulatinamente al resto de la red hospitalaria,
y adaptar de esta forma el sistema nacional de salud a las
recomendaciones internacionales vigentes.
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