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RESUMO

Introducao: A testosterona € o principal hormonio regulador das funcdes reprodutivas masculinas, participando diretamente da
espermatogénese e do aumento da atividade sexual. A dosagem sanguinea desse hormdnio € fundamental no diagndstico de disttirbios
neuroenddcrinos, como o hipogonadismo. Entretanto, hd pouca padronizacdo no preparo adequado do paciente para a coleta do hormonio
em laboratorios clinicos. Objetivo: Avaliar o efeito de varidveis pré-analiticas, incluindo realizacdo de jejum, variacao circadiana e sazonal
nas dosagens de testosterona em jovens saudaveis do sexo masculino. Material e métodos: Foram selecionados 42 voluntrios para o
estudo, na cidade de Barbacena, Minas Gerais. Quatro amostras de sangue de cada um dos participantes foram coletadas, sendo trés no
inverno: a primeira de manha, em jejum; a segunda a tarde, sem jejum; a terceira no dia seguinte, de manha, sem jejum. A dltima foi
coletada no verdo, na parte da manha, em jejum. Resultados: As andlises demonstraram que houve diminuicao significativa dos niveis de
testosterona total quando néo foi realizado jejum de 8 horas antes da coleta e no periodo da tarde em comparagio ao periodo da manha,
ambos com valor dep < 0,001. No houve diferenga significativa nos resultados obtidos no inverno e no verao. Conclusao: Recomendamos
que os laboratdrios clinicos padronizem a coleta de testosterona total com a realizagdo do exame no periodo da manha e em jejum de
8 horas, a fim de reduzir a variabilidade e garantir a confiabilidade nos resultados.

Unitermos: testosterona total; fatores pré-analiticos; jejum; ritmo circadiano; variacio sazonal.

ABSTRACT

Introduction.: Testosterone is the main hormone that regulates male reproductive functions, directly participating in spermatogenesis
and increasing sexual activity. The blood measurement of this hormone is essential for the diagnosis of neuroendocrine disorders,
such as hypogonadism. However, there is lack of standardization regarding patient preparation for the hormone collection in
clinical laboratories. Objective: Evaluate the effect of pre-analytical variables, including fasting, circadian and seasonal variation
on lestosterone levels in healthy young males. Material and methods: Forty-two volunteers were selected for the study, in the city
of Barbacena, Minas Gerais. Four blood samples were collected from each of the participants, three in the winter: the first one
in the morning afier fasting; the second in the afternoon, without fasting; the third, in the next day morning, without fasting;
and the last one taken in the summer, in the morning, afler fasting. Resulls: The analyses showed that there was a significant
decrease in total testosterone levels when there was no fasting for eight hours prior to collection and in the afternoon compared to
the morning, both with p < 0.001. There was no significant difference in the results obtained in winter and summer. Conclusion:
It is recommended that clinical laboratories standardize the collection of total testosterone by performing the lest in the morning
and after an eight-hour fast, in order to reduce variability and ensure reliability in the resulls.

Key words: total testosterone; pre-analytical faclors; fasting; circadian rhythm, seasonal variation.

Primeira submissao em 21/05/20; dltima submissao em 21/05/20; aceito para publicacdo em 21/05/20; publicado em 20/03/21

€3262021
1

J Bras Patol Med Lab. 2021; 57: 1-6.

10.5935/1676-2444.20210016



Avaliacdo da influéncia de fatores pré-analiticos nas dosagens de testosterona total em homens jovens saudaveis

RESUMEN

Introduccion: La testosterona es la principal hormona reguladora de funciones reproductoras masculinas, participando
directamente en la espermatogénesis y en el aumento de la actividad sexual. La medicion sanguinea de esa hormona es
Jundamental en el diagndstico de trastornos neuroendocrinos, como el hipogonadismo. Sin embargo, hay poca estandarizacion
en la preparacion adecuada del paciente para la recoleccion de la hormona en laboratorios clinicos. Objetivo: Evaluar el efecto
de variables preanaliticas, incluyendo ayuno, variacion circadiana y estacional en las mediciones de testosterona en hombres
Jovenes sanos. Material y métodos: Se eligieron 42 voluntarios para el estudio, en la ciudad de Barbacena, Minas Gerais. Se
lomaron cuatro muestras de sangre de cada uno de los participantes, de las cuales tres en invierno: la primera, matutina, en
ayunas; la segunda, vespertina, sin ayunas; la lercera, el dia siguiente, matutina, sin ayunas; el tiltima se recolecto en verano,
por la maniana, en ayunas. Resultados: Los andlisis demostraron que hubo reduccion significativa en los niveles de lestosterona
fotal cuando no se realizo el ayuno de ocho horas antes de la recoleccion y en el periodo vespertino en comparacion al matutino,
ambos con valor de p < 0,001. No hubo diferencia significativa en los resultados obtenidos en invierno y en verano. Conclusion:
Se recomienda que los laboratorios clinicos estandarizen la recoleccion de testosterona lotal con la realizacion de la prueba en el
periodo matutino y en ayuno de ocho horas, para reducir la variacion y garantizar la confiabilidad de los resultados.

Palabras clave: testosterona total; factores preanaliticos; ayuno; ritmo circadiano, variacion estacional.

INTRODUQAO do jejum e da sazonalidade nos niveis de testosterona® ' tm sido
demonstradas nos niveis de testosterona, porém, as referéncias
que corroboram o real efeito e a magnitude desses fatores pré-
-analiticos nos resultados de testosterona ainda sao limitadas®.

2

A testosterona € um hormonio esteroide formado nas
células intersticiais de Leydig e secretado pelos testiculos, sendo
o principal regulador das funcdes reprodutivas masculinas®,
como o desenvolvimento e a manutencdo dos caracteres
sexuais secunddrios no inicio da puberdade, a manutencio da
espermatogénese e o aumento da atividade sexual®. Também
atua como horménio anabdlico, promovendo caracteristicas 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de varidveis pré-
sexuais secunddrias no homem, como crescimento dos pelos  -analiticas, como jejum ou néo antes da coleta, influéncia do
corporais, desenvolvimento muscular, libido, crescimento do  ritmo circadiano e impacto da variacdo sazonal nas dosagens
pénis, diferenciacio sexual e espermatogénese, além de ter efeitos  de testosterona total em individuos jovens sauddveis do sexo
sobre o comportamento. Sua liberacio € dependente do hormdnio  masculino.
liberador de gonadotrofina (GnRH) hipotalamico, que estimula a
hipofise anterior a sintetizar e liberar os hormdnios luteinizantes
(LH) e o foliculo estimulante (FSH), responsaveis pelo estimuloda ~ MATERIAL E METODOS
secrecdo pulsatil de testosterona pelo testiculo®.

OBIJETIVO

A dosagem sérica da testosterona € utilizada para deteccio ~ Desenho experimental
de niveis anormais em individuos do sexo masculino e do sexo
feminino, auxiliando no diagnostico de disttirbios hormonais,
na monitorizacio do estado gonadal e na terapia de reposicao
hormonal®.

Esse € um estudo prospectivo experimental para avaliar
os efeitos pré-analiticos nas dosagens de testosterona total.
0 protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Medicina de Barbacena sob o ntimero de protocolo 3.059.834.

Com o intuito de minimizar as possiveis variagdes associadas
e garantir um maior nivel de confiabilidade dos resultados, é
necessdrio identificar os fatores pré-analiticos envolvidos na
dosagem da testosterona total®. De maneira geral, esses fatores 0 cdlculo do tamanho da amostra demonstrou que uma
podem corresponder 2 maior parte dos “erros” nas dosagens  amostra constituida por 30 individuos, em cada afericdo,
laboratoriais®. As influéncias do ritmo circadiano™ ™ ¥ permitiria um nivel de significAncia de 95% e um poder amostral

Amostra
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de 97,2%. Cientes da possibilidade de perda de voluntdrios
durante a pesquisa, aplicamos o fator de correcio para garantir
seguranca a0 poder amostral, justificando um nimero inicial
maior de voluntdrios. Convidamos para a pesquisa 138 estudantes
voluntarios saudaveis do sexo masculino, com idade entre 20 e 30
anos; entre eles, 42 aceitaram participar. Portadores de doengas
que afetam a produgio e/ou metabolismo de testosterona, usuarios
de medicamentos que alteram a sintese desse hormdnio e usuarios
de testosterona exogena e derivados ou quaisquer outros esteroides
anabolizantes sintéticos no dltimo ano foram excluidos do estudo.
Dois voluntarios atenderam a um ou mais critérios de exclusdo, e
a amostra foi composta por 40 individuos.

Coleta do material

A coleta das amostras foi realizada no Laboratério da
Faculdade de Medicina de Barbacena, em Barbacena, Minas Gerais.
0s voluntdrios realizaram quatro coletas de sangue: as trés primeiras
no inverno, a quarta no verao. A primeira coleta foi realizada no
inverno, no perfodo da manha, entre 7 h e 8h30, com jejum prévio
de 8 horas. Na tarde do mesmo dia, foi realizada a segunda coleta,
entre 18 h e 19 h, apds os voluntdrios terem se alimentado o dia todo.
Aterceira coleta foi feita no dia seguinte, pela manha, entre 7 h e 8h30),
sem jejum prévio de 8 horas. Por fim, a quarta coleta foi realizada
no verdo, aproximadamente seis meses apds as primeiras coletas, no
periodo da manha, entre 7 h e 8h30, com jejum prévio de 8 horas.

Ap0s as coletas, as amostras foram mantidas sob refrigeracio
entre 2°C e 8°C e, em seguida, transportadas até o Laboratdrio
Sa0 José de Barbacena, responsavel pela execucdo dos testes.
A dosagem da testosterona total foi realizada por imunoensaio
quimioluminescente quantitativo comercial no equipamento
Access 11®, Beckman Coulter®(h 12,

Analise estatistica

0s resultados obtidos foram transcritos para uma base de dados
processada em soffware estatistico Minitab 17® para Windows®.
Tabelas do tipo linhas por colunas foram produzidas com frequéncias
absoluta e relativa, e foram calculadas as medidas de tendéncia
central e de dispersao. Devido 2 distribuicao nao normal dos valores,
foi utilizada a mediana das dosagens para calculo das diferencas
estatisticas, por meio do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.
Um valor de p < 0,01 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

A Tabela demonstra a distribuicio dos valores obtidos de
testosterona total em cada uma das coletas realizadas no estudo.

TABELA — Niveis de testosterona obtidos nas coletas realizadas

Niveis de testosterona total (ng/dl)

Coleta  Tipo de amostra 7
Minimo Q1 Mediana Q3 Maximo
Inverno (manha

1? L 40 282 355 452 519 809
com jejum)

2 Inverno (tarde) 40 129 274 354 419 669

3 Invemq ('manhﬁ 40 173 W 326 394 579
sem jejum)

oo Velomanhd e o a0s ggh s 602

com jejum)

Apds a coleta inicial das trés primeiras amostras, dois voluntdrios
ndo compareceram 4 Ultima coleta; portanto, a andlise dos niveis
de testosterona no verao foi conduzida com 38 individuos.

A comparacdo entre as amostras coletadas no perfodo da
manhd, com ou sem jejum prévio de 8 horas, demonstrou
que a auséncia do jejum levou a uma diminuicao de 28% nos
niveis medianos de testosterona total, com valor de p < 0,0001
(Figura 1).

0 efeito do ritmo circadiano na dosagem de testosterona total
foi determinado pela comparagéo entre os niveis medianos obtidos
no periodo da manha e aqueles encontrados no perfodo da tarde.
Verificou-se diminuicao de 22% nos niveis da tarde em relacao aos
niveis da manha, com valor de p = 0,0002 (Figura 2).

Por fim, o efeito sazonal foi determinado pela comparacdo
entre os niveis medianos de testosterona total das amostras obtidas
no periodo da manha, com jejum prévio, coletadas no inverno, e as
coletadas no verdo. Nao houve diferenca estatistica entre os niveis
médios dessas amostras, com valor de p = 0,151 (Figura 3).

550

500

450

Testosterona total (ng/ml)

250

Com iejum Sem jejum

FIGURA 1 — Distribuicdo dos valores medianos de testosterona total com os participantes

da coleta realizando ou ndo jejum de 8 horas
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FIGURA

2 — Distribuigao dos valores medianos de lestosterona tolal no periodo da

manha e da larde
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FIGURA

% — Distribuigdo dos valores medianos de festosterona total no periodo da

manhd no inverno e no verao

DISCUSSAO

A literatura  médico-laboratorial ~apresenta  intimeros
exemplos de alteracdes significativas nas dosagens laboratoriais
devido a fatores pré-analiticos, sendo estes os principais fatores
responsdveis por inadequacdes nos resultados laboratoriais®.
No presente estudo, demonstramos a influéncia significativa do
jejum, antes da coleta, e do ritmo circadiano, na concentracio
sérica de testosterona total.

A determinacdo dos niveis séricos desse hormdnio €
fundamental para o diagndstico do hipogonadismo em homens,
e de acordo com a Sociedade Brasileira de Endocrinologia
(SBEM) e a Sociedade Americana de Urologia (AUA) (Diretrizes
da AUA — Avaliacio e Gerenciamento da Deficiéncia de
Testosterona) a testosterona total abaixo de 300 ng/dl é
considerada um valor de corte razodvel no diagndstico desta
condicdo. Para tanto, sao recomendados dois valores abaixo

desse ponto de corte, em duas medidas realizadas em ocasides
diferentes, ambas no inicio da manha. Tal recomendacdo é
corroborada pela Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/
Medicina Laboratorial (SBPC/ML) .

Nosso estudo confirmou a necessidade absoluta de jejum
de pelo menos 8 horas, antes da coleta, para padronizar a
interpretacao dos resultados, pois a sua nao realizacdo provocou
uma queda de 28% nos niveis, em torno de 126 ng/dl em
numeros absolutos, o suficiente para classificar erroneamente
um individuo sauddvel como portador de hipogonadismo. Nao
foram encontrados materiais cientificos que demonstrassem
a influéncia do jejum em um curto periodo de tempo, como as
8 horas propostas pelo presente no estudo, como varidvel sobre os
niveis de testosterona.

Um estudo elaborado por Rojdmark (1987)9 relaciona a
realizacdo de jejum intermitente, de 48 horas, com a diminui¢do
dos valores basais do hormdnio. O autor sugere que essa
alteracdo poderia decorrer da reducio do horménio GnRh e,
consequentemente, da diminuicao do LH, resultando em menor
ativacdo das células de Leyding e menor producao de testosterona.
A diferenca fica evidente entre a avaliacdo proposta pelo referido
autor e a proposta desse estudo. Todavia, entendemos que mais
estudos sa0 necessarios para avaliar melhor os impactos do jejum
sobre 0s niveis de testosterona.

Em relagdo ao perfodo da manha, os niveis de testosterona
total foram confirmados como inferiores em cerca de 22%.
Em ntimeros absolutos, a diferenca de 98 ng/dl nas medianas
obtidas também foi suficiente para classificar um individuo
saudavel com hipogonadismo. Essa variacao circadiana havia
sido descrita anteriormente® ®, sobretudo em homens jovens
sauddveis™ . Lac e Chamoux (2006)" demonstraram
reducdo na concentragio hormonal em 30%-40% no perfodo
da tarde em relacdo 2 manha. Um tnico estudo, de Kirschner
et al. (1965), ndo evidenciou variacdo circadiana nos niveis
de testosterona, porém, possivelmente devido a pequena
amostragem total (7 = 8).

Ainfluéncia da estagdo do ano nos niveis de testosterona total
néo foi encontrada neste estudo, nao concordando com o que
foi observado em outros estudos publicados anteriormente!*”.
Um estudo realizado em Topson, na Noruega, demonstrou uma
relacio inversa entre horas de luz solar e temperatura média
mensal com o nivel total de testosterona. Assim, niveis mais
baixos sdo observados em meses de maiores temperaturas e maior
exposicao solar®?. Acreditamos que o principal fator que pode
ter ocasionado essa discrepancia de resultados reside no fato de
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a Noruega ser um pais localizado no extremo norte do planeta,
com possiveis variacdes de temperatura e exposicio solar nas
estacdes do ano. Em nossa regido, foi observada uma pequena
variacdo nas temperaturas médias mensais nos meses das coletas,
sendo, em ambos os periodos, proxima a 20°C%. Além disso,
estamos sujeitos 4 uma variacio menor na incidéncia solar, em
comparacao com a Noruega. Assim, acreditamos que a variacdo
sazonal ndo € realmente um fator pré-analitico relevante em
nossa regido.

CONCLUSAO

0 presente estudo possibilitou concluir sobre a importancia
dos laboratérios clinicos padronizarem a realizacdo da coleta da
testosterona, com jejum de pelo menos 8 horas antes do exame, e
no inicio da manha, a fim de minimizar o impacto dessas variaveis
pré-analiticas na interpretacdo dos resultados do hormonio.
A importante reducio observada pode resultar em diagndstico
incorreto de distirbio gonadal em um individuo saudavel.
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