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RESUMEN

Introduccion: La determinacion de anticuerpos anti-receptor de TSH (TRAbs) es Util para la deteccion del
hipertiroidismo autoinmune, el seguimiento de pacientes con Enfermedad de Graves (EG) y la prediccion
de recidivas. Los nuevos ensayos de 32 generacién tienen sensibilidad mayor al 99% y exactitud diagnéstica
significativamente superior a los ensayos de 12 y 22 generacién. Objetivos: Establecer el grado de
concordancia diagnéstica de valores de TRAbs obtenidos por un ensayo de 12 generacién y uno de 32
generacion y analizar la capacidad de deteccion de TRAbs de ambos métodos. Materiales y métodos: Se
midieron TRAbs en 44 muestras de pacientes utilizando un ensayo de 12 generacién basado en la inhibicion
de la unién de TSH-I'%> a receptores porcinos solubilizados (TBII-RIA) y un ensayo de 32 generacién que
emplea un anticuerpo humano monoclonal estimulante de tiroides marcado con biotina (TBII-EQLIA).
Andlisis estadistico: para establecer la concordancia diagnéstica se calcul6 el indice Kappa (k); se consider6
grado de acuerdo bueno para los valores de k = 0,6 a 0,8. Resultados: De las 44 muestras, 30 fueron
positivas por TBII-EQLIA'y 30 por TBII-RIA. EI 86% (38 muestras) dieron resultados concordantes por ambos
métodos. De las 6 discordantes, 3 pacientes con EG fueron positivos por TBII-EQLIA y negativos por TBII-
RIA. De las otras 3 muestras, positivas por TBII-RIA pero negativas por TBII-EQLIA, sélo una correspondio
a un paciente con EG. TBII-RIA tuvo 2 falsos positivos. Conclusiones: En pacientes con EG, el método de
32generacioén detectdé un mayor nimero de TRAbs positivos. La concordancia diagnéstica entre TBII-EQLIA
y TBII-RIA fue buena, lo cual evidencia que ambos métodos tienen similar utilidad en la practica clinica para
identificar pacientes hipertiroideos con EG y realizar el control y seguimiento de su terapia. TBII-EQLIA seria
una mejor alternativa que los ensayos manuales por su rapidez y sensibilidad.
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INTRODUCCION

La Enfermedad de Graves (EG) es la causa mas
comun de hipertiroidismo, con una proporcion de
60 a 80% en pacientes hipertiroideos. La
incidencia depende de factores regionales,
especialmente la ingesta de iodo 3. El pico de
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los 40 y los 60 aflos y es mas prevalente en
mujeres que en varones, habiéndose reportado
una razén mujer/varén entre 4/1 'y 10/1 35,



mailto:julietamartin@outlook.com

BIOQUINFORMA DIGITAL

La EG es causada por la presencia de
autoanticuerpos que se uneny activan el receptor
de TSH (TSHR) en forma continua y no
controlada, induciendo hipertrofia e hiperplasia de
las células tiroideas e hipersecrecion de
triiodotironina (T3) y tiroxina (T4) 6. El diagnostico
de hipertiroidismo se realiza en base a los
hallazgos clinicos de tirotoxicosis, bocio difuso,
oftalmopatia y dermopatia y la medicion de
tirotrofina (TSH) y tiroxina libre (T4L). Sin
embargo, 2-4% de los pacientes presentan
niveles normales de T4L y elevados de T3 total o
libre (T3L) en estadios tempranos de la
enfermedad, por lo que se recomienda la
medicion en suero de TSH, T4Ly T3L 78,

El diagnéstico de la EG es simple cuando
aparecen signos y sintomas caracteristicos de
hipertiroidismo junto con bocio. Sin embargo, en
pacientes sin hipertiroidismo obvio o signos
oculares y con bocio nodular, la EG debe
diferenciarse de otras posibles causas de
hipertiroidismo como adenoma téxico o bocio
multinodular téxico. En la préactica clinica la
determinaciéon de anticuerpos anti-receptor de
TSH (TRADbs) es de utilidad para establecer si la
causa del hipertiroidismo es la EG. Por otro lado,
se ha demostrado la importancia de la valoracién
de TRADs en el seguimiento de pacientes con EG
bajo tratamiento, en la prediccion de recidivas y
en mujeres embarazadas con EG actual o previa,
para predecir el riesgo de hipertiroidismo neonatal
en el recién nacido °-13,

Para la deteccion de los TRAbs se pueden
emplear bioensayos 0 inmunoensayos. Los
bioensayos se basan en la capacidad de los
TRADbs de estimular el sistema adenilato ciclasa
de células en cultivo, mientras que los
inmunoensayos se basan en la capacidad de los
TRAbs de competir con TSH por los sitios de
union al TSHR 1415, La determinacion de TRAbs
en la rutina clinica se lleva a cabo por
inmunoensayos competitivos. Los ensayos de 12
generacion utilizan receptores porcinos
solubilizados y TSH-I'?> bovina, los de 22
generacion emplean receptores porcinos o
humanos recombinantes fijados a tubos o
microplacas y los de 32 generacion utilizan M22,
un anticuerpo humano monoclonal estimulante de
tiroides que sustituye el uso de TSH marcada %
18, Estos nuevos ensayos de 32 generacion tienen
una sensibilidad diagnéstica mayor al 99% y una
exactitud diagnostica significativamente superior
a los ensayos de 12 y 22 generacion 1920, Sj bien
estos métodos no distinguen entre anticuerpos

estimulantes y anticuerpos bloqueantes, es
razonable pensar que un resultado positivo en un
paciente con hipertiroidismo es debido a la
presencia de TRAbs estimulantes.

Los objetivos de este trabajo fueron: establecer el
grado de concordancia diagndstica de los valores
de TRAbs entre un método manual de 12
generacion y uno automatizado de 32 generacion
en una poblaciéon de pacientes adultos y analizar
la capacidad de deteccién de los TRAbs de ambos
métodos.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 44 muestras de suero de pacientes
gque en forma consecutiva concurrieron al
Laboratorio Central del Sanatorio Allende entre
marzo y junio del afio 2015 para el control de la
funcién tiroidea. Se seleccionaron las muestras
con valores de TRADbs distribuidos en todo el
rango de medicion del método TBII-RIA (5-405
u/L). El grupo estudiado estuvo integrado por 6
hombres y 38 mujeres, con un rango etario de 17

a 65 afos (x =38 afios). Treinta y siete de ellos
eran pacientes con EG, (31 bajo tratamiento con
drogas antitiroideas, 2 tiroidectomizados y 4
habian recibido dosis ablativa de lodo3t). Los 7
restantes fueron estudiados por otras causas
(aborto espontaneo, sincope, etc).

Las muestras de sangre se extrajeron en
condiciones de ayuno en tubos con gel separador.
Los tubos se centrifugaron inmediatamente y el
suero obtenido se conservd en freezer, a -20°C,
hasta el momento del andlisis. Se determinaron
los niveles de TSH y T4L en los 44 pacientes; en
29 de ellos se valoraron ademas T3 o T3L o
ambas. Las concentraciones de TSH, T4L, T3y
T3L fueron determinadas por
electroquimioluminiscencia (EQLIA) en Cobas
e411 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania).

Para la medicion de TRAbs se emplearon dos
métodos basados en la inhibicién de la union de
TSH o M22 al TSHR (TBII): un ensayo manual de
12 generacion (TBII-RIA), (RSR Limited, Cardiff,
United Kingdom) y un ensayo automatizado de 32
generacion (TBII-EQLIA) (Cobas e411, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania).

El método TBII-RIA se basa en la inhibicion por
los autoanticuerpos del paciente de la union de
TSH-I'?5 a receptores porcinos solubilizados
(pTSHR). Después de incubar la muestra de
suero con pTSHR, se realiza una segunda
incubacion agregando TSH-I'?5 que interactGa
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con los TSHR no bloqueados por TRAbs. El
complejo pTSHR-TSH-1'25 se trata con
polietilenglicol 16,5%, se centrifuga, se descarta
el sobrenadante, se leen las cuentas por minuto
(cpm) del precipitado y se calcula la concentracion
de TRAbs. El método esta calibrado con el
estandar B-MRC LATS (Medical Research
Council). Las lineas de corte establecidas para
este ensayo son: <10 u/L (valores negativos), 215
u/L (valores positivos) y 10-15 u/L (positivos
borderline) 5. En las muestras determinadas por
TBII-RIA, se obtuvieron valores de TRAbs
distribuidos en todo el rango de medicién del
método (5-405 u/L).

El método TBII-EQLIA emplea un anticuerpo
humano monoclonal estimulante de tiroides (M22)
en lugar de TSH-I1?5, M22, marcado con rutenio
(M22-Ru), compite con los autoanticuerpos
séricos del paciente por el pTSHR 2. En una
primera incubacion, los autoanticuerpos del
paciente se unen al pTSHR que se halla inmuno-
acomplejado con un anticuerpo monoclonal de
ratén biotinilado (pTSHR-biotina). En la segunda
incubacion, M22-Ru ocupa los sitios remanentes
de pTSHR-biotina; posteriormente, los
inmunocomplejos  biotinilados se fijan a
microparticulas magnéticas recubiertas de
estreptavidina que son capturadas sobre la
superficie de un electrodo donde ocurre la
reaccion electroquimioluminiscente. Este método
ha sido estandarizado con el primer estandar
internacional 90/672 del NIBSC (National Institute
for Biological Standards and Control). El valor de
corte del ensayo es 1,75 UI/L.

Andlisis  estadistico: para establecer la
concordancia se calcul6 el indice Kappa (k); se
consider6 grado de acuerdo bueno k= 0,61 a 0,8
(escala de Landis y Koch).

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra el rango de valores de TSH,
T4L, T3 y T3L hallados en el grupo de pacientes
estudiados (n=44).

En el andlisis de los resultados obtenidos por los
dos métodos, 30 muestras (68%) fueron positivas
por TBII-EQLIA y 30 (68%) positivas por TBII-RIA.
En 38 muestras (86%) los resultados fueron
concordantes por ambos métodos (Tabla 2). De
los 6 resultados discordantes, 3 de ellos,
correspondientes a pacientes con EG, fueron
positivos por TBII-EQLIA y negativos por TBII-
RIA. Las otras 3 muestras, positivas por TBII-RIA
pero negativas por TBII-EQLIA, tuvieron valores

de TBII-RIA en el rango positivo borderline (=10-
15 u/L); de ellas, sélo una correspondié a un
paciente con EG y tuvo un valor por EQLIA de
1,59 UI/L, cercano a la linea de corte. El indice de
concordancia k fue 0,69 (considerado grado de
acuerdo bueno).

DISCUSION

Los TRAbs son un grupo heterogéneo de
anticuerpos con diferentes funcionalidades. Son 3
las variedades reconocidas: TRADbs estimulantes,
TRADbs bloqueantes y TRAbs neutros. Cada uno
de ellos se une a diferentes regiones del TSHR
2223 puede ocurrir la produccién simultanea de
estas variedades de TRAbs en el mismo paciente,
por lo que sus concentraciones relativas definen
el cuadro clinico y la progresion de la EG. La
deteccion de TRAbs se realiza a través de
bioensayos o inmunoensayos. Los bioensayos
miden la actividad funcional de los TRADbs,
mientras que los inmunoensayos miden la union
de estos autoanticuerpos al TSHR sin diferenciar
si son estimulantes o0 bloqueantes. Los
bioensayos miden la capacidad de TRAbs
estimulantes de producir AMPc en lineas
celulares transfectadas con TSHR. Tienen mayor
sensibilidad que los inmunoensayos pero no son
aplicables como métodos de rutina en laboratorios
de andlisis clinicos 142425,

En este trabajo se evalud el nivel de concordancia
en la deteccibn de TRAbs entre dos
inmunoensayos basados en la inhibicion de la
uniéon del receptor al trazador marcado que
utilizan principios analiticos diferentes.

El grupo de pacientes estudiados incluyé 6
hombres y 38 mujeres, de los cuales 37 tenian
diagnostico de EG, mientras que los 7 restantes
fueron estudiados por otras causas como aborto
espontaneo, sincope, etc. Los pacientes con EG
habian sido tratados con algunas de las
siguientes modalidades terapéuticas: drogas
antitiroideas, ablacion con lodo 131 o cirugia. Por
lo tanto, al momento del estudio, el rango obtenido
de las concentraciones de TSH, T4 total y libre y
T3 total y libre fue muy amplio para cada una de
las hormonas (Tabla 1).

En el presente trabajo el nimero de mujeres con
EG (n=32) fue mayor al de hombres (n=5),
hallazgo similar a lo publicado en la literatura que
refiere una razén mujer/hombre entre 4/1 y 10/1
35 La EG, a semejanza de otras enfermedades
autoinmunes, es mas prevalente en mujeres,
habiéndose sugerido un rol de factores




hormonales en su patogénesis, particularmente
de los estrogenos. Se ha demostrado que las
hormonas sexuales son capaces de modular la
proliferacion celular y la produccién de citoquinas
de varios tipos celulares incluyendo las células del
sistema inmune. Evidencias sobre la asociacién
entre la expresion del receptor de estrégenos
(ER) y el desarrollo de la EG o entre el gen ESR2
que codifica el ER y la susceptibilidad de padecer
EG, sugieren que los estr6genos pueden ser un
factor de promocién de la enfermedad. Sin
embargo, otros autores no encontraron tal
asociacion 26-28,

En el andlisis de concordancia entre TBII-RIA y

TBII-EQLIA se observé coincidencia en los
resultados en el 86% de los pacientes,
obteniéndose un indice k igual a 0,69,

considerado un grado de acuerdo bueno. Estos
resultados fueron similares a los encontrados por
otros grupos de Argentina cuando compararon
estos métodos de 12 y 32 generacion en
poblaciones pediatricas y de adultos. Fenili C y
col.?®, mostraron buena correlacion entre ambos
métodos y una concordancia de 93% en pacientes
hipertiroideos; en 2 trabajos del grupo de Smithuis
F y col.20%31 |os coeficientes kappa fueron 0,675 y
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0,687 en pacientes con sospecha de EG o EG
confirmada. Para Delfino L y col.’2 ambos
métodos tuvieron una muy buena correlaciéon (r
0,80) con una concordancia diagndstica del
78,6%. En una poblacion de nifios con
hipotiroidismo o hipertiroidismo, Rodriguez M y
col.33, reportaron una correlacion positiva entre
TBII-RIA y TBII-EQLIA y un indice k = 0,70.

No obstante, en el presente trabajo se obtuvieron
2 falsos positivos con el método de TBII-RIA de 12
generacion. Estas muestras tuvieron valores de
TRAbs en el rango denominado por el fabricante
como “positivo borderline”. Otros autores también
reportaron discordancia entre las muestras
cuando los resultados se encontraban cercanos a
los valores de corte de ambos métodos 2°3,

Las discrepancias obtenidas en los resultados
entre ambos métodos pueden deberse a multiples
razones: a) el error asociado a la técnica manual,
b) la accesibilidad de los diferentes epitopes del
pPTSHR solubilizado, ¢) la mezcla heterogénea de
TRAbs en sueros de pacientes con EG
(anticuerpos con diferentes actividades
funcionales o que pueden interferir en algunos
ensayos), d) el empleo de moléculas diferentes
con distinta marcacion en la competencia por el

Tabla 1- Rango y valores de referencia de TSH, T4 libre, T3 total y T3 libre en suero de los pacientes

estudiados (n=44).

Valores de referencia
Analito Rango
[pzsﬂ"pgrlﬁl
TSH (plU/mL) 0,01-8,53 0,27-420
T4 libre {ng/dL) 0,69-5,86 0,93-1,70
T3 total [ng/dL) 58-505 a0-200
T3 libre (pg/dL) 29237 2.0-44
Tabla 2: Concordancia entre TBII-RIA y TBI-EGQLIA
TBII-RIA
=270 ul <10 uw/L Total
(+) )
21,75 UL
27 3 30
(+)
TBI-EQLIA
=175 UIIL
3 11 14
-}
Total 30 14 44

TBII-R1A= ensayo de 12 generacion, TBI-EQLIA= ensayo de 3= generacion.
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PTSHR (TSH-1125 0 M22-Ru), €) las diferencias en
la matriz de los inmunoensayos, f) la calibracién
de los métodos con distintos estandares
internacionales.3* En relacién a este Gltimo punto,
los métodos utilizados en el presente estudio
fueron calibrados con estéandares internacionales
diferentes: B-MRC LATS para TBII-RIA (pool de
sueros calibrado con un estandar de referencia
denominado LATS-B) y el 1¢ estandar
internacional 90/672 para TBII-EQLIA (proteinas
liofilizadas de un suero de embarazada con altos
niveles de TRAbs). Esto podria explicar la amplia
diferencia en los rangos de medicién y lineas de
corte de estos dos métodos. Sin embargo,
Massart C y col.?43% han reportado una alta
variabilidad entre inmunoensayos de 22 y 32
generacion que fueron calibrados con el mismo
estandar de referencia, 90/672. Estos autores han
sugerido la necesidad de armonizar los métodos
para un correcto seguimiento de los pacientes con
EG.

TBII-EQLIA de 32 generacion fue el primer método
totalmente automatizado que se desarroll6 para
la medicién de TRAbs. Estudios de comparacién
con métodos manuales de 12, 22 y 32 generacion
demostraron un desempefio analitico comparable
0 superior al de los métodos existentes,
independientemente de si el TSHR era porcino o
recombinante  humano 1325, En el presente
estudio se observé que la deteccion de TRAbs
positivos en los pacientes con EG fue mayor con
el método de 32 generacion; 3 de ellos fueron
positivos por TBII-EQLIA y negativos por TBII-
RIA. Los ensayos de 22 y 32 generacion han
demostrado mayor sensibilidad diagndstica (SD)
que los de 12 generacion en el diagnéstico y
seguimiento de pacientes con EG (entre 92,9% y
98,2% para ensayos de 22 y 32 generacion y entre
68,4% y 85% para ensayos de 12 generacion), sin
embargo, la especificidad ha sido similar para
todos los métodos (entre 97% y 100%) 9:20:36-39,
La ventaja principal del sistema TBII-EQLIA
automatizado en relacion a los métodos manuales
es la reduccion en el tiempo de obtencion de
resultados, pudiendo ser integrado rutinariamente
al flujo de trabajo de los laboratorios 2. Como
desventaja del método, se puede mencionar el
hallazgo de falsos positivos en muestras de
sangre de cordon heparinizadas. El efecto se
observé con heparina-sodio y heparina-litio, por lo
gue se sugiri6 que la heparina seria la
responsable de este fenébmeno 4°. Recientemente
se han desarrollado nuevos inmunoensayos
automatizados de 32 generacion que permiten

detectar TRAbs estimulantes. Estos métodos que
emplean TSHR quiméricos y se basan en la
interaccién del autoanticuerpo estimulante con el
dominio extracelular del TSHR, todavia necesitan
ser validados 4142,

En conclusion, si bien la metodologia EQLIA
mostré una mayor capacidad para la deteccion de
los TRAbs, la concordancia entre TBII-EQLIA y
TBII-RIA fue buena, implicando que ambos
métodos tienen similar utilidad en la préactica
clinica para identificar y realizar el seguimiento de
pacientes hipertiroideos con EG.

La carencia de estandarizacion entre los ensayos
de TRAbs contina siendo un problema
importante, por lo que el control de la terapia debe
realizarse siempre con el mismo método.

El método TBII-EQLIA de 32 generacion brinda
una mejor alternativa a los ensayos de TRAbs
manuales para el diagnéstico diferencial del
hipertiroidismo debido a la rapidez y mayor SD del
método.
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