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RESUMEN

La interferencia producida por los anticuerpos antitiroglobulina (aTg) en la determinacién de Tiroglobulina
(Tg) ha sido bien estudiada, sin embargo la interferencia que puede producir esta Gltima sobre la determi-
nacién de los anticuerpos no esta clara.

Objetivo: Investigar la interferencia que la Tg puede producir sobre la determinacién de los aTg en el liquido
de lavado de aguja de puncién ganglionar.

Material y Métodos: Se estudiaron retrospectivamente las muestras provenientes de la puncién de adeno-
patias cervicales sospechosas de 19 pacientes tiroidectomizados por Cancer Diferenciado de Tiroides (CDT).
La puncién se realizé con aguja 22 G bajo guia ecografica y luego de la preparacion del extendido para el
estudio citolégico se procedié al lavado de la aguja con 500 ul de solucién fisiolégica para determinar Tgy aTg.
La medicion de Tg se hizo por ensayo quimioluminiscente. Los aTg se midieron utilizando dos ensayos uno no com-
petitivo quimioluminiscente () y otro competitivo electroquimioluminiscente (Eq). Se consideraron aTg negativos
valores < 20 Ul/ml. Se realizaron diluciones de la muestra de uno de los pacientes para el estudio de interferencia.
Resultados: En todas las muestras las concentraciones de Tg mostraron valores muy elevados (rango:
15.185 -1.141.275 ng/ml). Los resultados de los aTg fueron negativos en el 100 % de las muestras cuando
se midieron por el método no competitivo (@) y francamente positivos en un rango de 106 a > 4.000 Ul/ml
cuando se midieron por el método competitivo (Eq), siendo estos valores proporcionales a la concentracion
de Tg en la muestra. Se observé una falta de linealidad cuando se realizé ensayo de dilucién a muestras de
concentracién elevada de aTg medidas por Eq. Los aTg por Eq se negativizaron a concentraciones de Tg
inferiores a 3.000 ng/ml. Los aTg medidos por € arrojaron valores negativos en todas las diluciones. Todos
estos pacientes presentaban aTg negativos en suero por @ y Eq.

Conclusion: Las altas concentraciones de Tg interfieren en la medicién de aTg cuando los mismos son
medidos por un método competitivo. La interferencia es proporcional a las concentraciones de Tg presentes
en la muestra. Se recomienda que en los liquidos de lavado de aguja de puncién ganglionar los aTg sean
medidos por un método no competitivo ya que no parece estar interferido por las altas concentraciones de Tg
caracteristica de los ganglios metastasicos. La deteccion de esta interferencia no modificé el diagnéstico ni la
conducta clinica en ningin caso, sin embargo es importante conocerla con el fin de no concluir erréneamente
sobre la positividad de los anticuerpos en los ganglios cuando estos son medidos por un ensayo competitivo.
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ABSTRACT

Thyroglobulin antibodies (TgAb) interference with thyroglobulin (Tg) measurements has been well studied;
however, Tg interference with TgAb is unclear.

Objective: To investigate how TgAb may interfere with Tg measurement in the washout fluid from lymph
node fine-needle aspiration biopsy.

Materials and Methods: We retrospectively studied the samples obtained by aspiration of suspicious cervical
lymph nodes from 19 patients post thyroidectomy for Differentiated Thyroid Cancer (DTC). The puncture
was performed with a 22 G needle under ultrasound guidance. After preparation of cytological specimens, the
needle was washed with 500 ul of saline solution to determine Tg and TgAb. Tg was measured by chemilumi-
nescent assay and TgAb was measured using two assays: a non-competitive chemiluminescent assay () and
a competitive electrochemiluminescence assay (Eq). Values of TgAb below 20 UI/ml were considered negative.
Appropriate dilutions of the sample of one of the patients were performed in order to study interference.
Results: In all samples tested, concentrations showed very high Tg values (range: 15.185 - 1.141.275 ng/ml).
TgAb results were negative in all the samples measured by the non-competitive method. Results were clearly
positive in a range of 106 to > 4.000 IU/ml when the competitive assay (Eq) was used, being proportional
to Tg concentrations in the samples.

A lack of linearity was observed when a dilution assay was performed in samples of high TgAb concentrations
measured by Eq. When Tg concentrations were below 3.000 ng / ml, TgAb became negative when measured
by Eq. TgAbs measured by @ were negative in all dilutions. TgAbs in serum were negative in all patients
by the two methodologies (@ and Eq).

Conclusion: High levels of Tg interfere with TgAb measurement when a competitive method is used. The
interference is proportional to the concentrations of Tg. It is recommended that in the wash-out fluid from
fine needle aspiration, TgAbs should be measured by a non-competitive method since there appears to be
no interference from the high concentrations of Tg characteristic of metastatic nodes. The detection of this
interference did not change the diagnosis or clinical management in any case; however, it is important to be
aware of such interference so as not to make erroneous conclusions about the positivity of TgAbs in lymph

nodes when a competitive method is used. Rev Argent Endocrinol Metab 51:1-7, 2014

No financial conflicts of interest exist.

Key words: Thyroglobulin, thyroglobulin antibodies in lymph node puncture.

INTRODUCCION

En el Carcinoma Diferenciado de Tiroides (CDT),
las metéstasis en los ganglios linfaticos clinicamen-
te evidentes se encuentran aproximadamente en
un tercio de los pacientes al momento del diagnés-
tico. El riesgo de recurrencia de acuerdo al estadio
es de 3-7 % para pacientes de bajo riesgo, 17 %
para riesgo intermedio y 23-48 % para pacientes de
alto riesgo™. Frente a la sospecha de recurrencia
tumoral en ganglios de tamafno mayor a 5-8 mm,
las sociedades de endocrinologia de todo el mundo
recomiendan realizar la citologia ganglionar por
puncién bajo guia ecografica asociada a la deter-
minacién de Tg en liquido de lavado®*.

Atn es controversial si la determinacién de Tg
en muestras de puncién ganglionar, debe asociarse
a la determinacién simultanea de aTg??. La ma-
yoria de los grupos que han trabajado en el tema
refieren que no se manifiesta la interferencia de
los aTg positivos en sangre en la determinaciéon de
Tg en liquido de puncién®'#. Si bien un resultado
de Tg no puede validarse sin conocer el valor del
aTg en la muestra, la utilidad de la determinacién

de los aTg en muestras de lavado de aguja y su
interpretacion no esta estandarizada. La interfe-
rencia producida por los anticuerpos en la deter-
minacién de Tg sérica ha sido bien estudiada, sin
embargo la interferencia que puede ocasionar esta
ultima sobre la determinacion de los anticuerpos
no esté clara.

El objetivo del presente trabajo es investigar la
interferencia que las altas concentraciones de Tg
caracteristicas de los ganglios metastasicos pueden
producir sobre la determinacién de los aTg en el
liquido de lavado de aguja de puncién ganglionar.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron retrospectivamente 19 muestras de
liquido de lavado de aguja de puncién de adeno-
patias cervicales sospechosas provenientes de 19
pacientes tiroidectomizados por CDT. La puncién
se realizé con aguja 22 G, bajo guia ecografica y
luego de la preparacién del extendido para el es-
tudio citolégico se procedié al lavado de la aguja
con 500 ul de solucién fisiolégica. En la misma se
realiz6 la determinacién de Tgy aTg. Un paciente
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fue tomado como caso indice (paciente N° 16 de
Tabla 1) por haber sido el primer caso de sospecha
de interferencia recibido en el laboratorio.

La medicion de Tg se realiz6 mediante un ensa-
yo quimioluminiscente Immulite 2000 (Siemens)
(Sensibilidad Funcional 0,3 ng/ml). Los aTg se
midieron utilizando dos tecnologias diferentes:

TABLA 1. Valores de Tg (ng/ml) y aTg (Ul/ml) (Q y Eq) en
el liquido de lavado de aguja de puncién ganglionar.

Pacientes T aTg aTg
(Eq) Q
1 15185 106 <20
2 15569 123 <20
3 32475 150 <20
4 31451 226 <20
5 38444 182 <20
6 44706 312 <20
7 68990 280 <20
8 79126 895 <20
9 81242 306 <20
10 89039 739 <20
11 90980 588 <20
12 99703 522 <20
13 128349 788 <20
14 204744 1375 <20
15 289082 2493 <20
16* 306326 2780 <20
17 323266 3120 <20
18 431804 > 4000 <20
19 1141275 > 4000 <20

Immulite 2000 (Siemens) método no competitivo
quimioluminiscente () y Cobas e411 (Roche)
método competitivo electroquimioluminiscente
(Eq). Figura 1y 2. Se consider6 que los ATg eran
negativos cuando los valores obtenidos fueron me-
nores a 20 UI/ml para ambas metodologias. Todos
los pacientes presentaban aTg inferiores a 20 UI/
ml por  y Eq en suero.

Estudio de Interferencia: se realizaron di-
luciones apropiadas de la muestra 16* para medir
aTg por los dos métodos.

RESULTADOS

En las muestras analizadas, las concentraciones
de Tg en el liquido de lavado de aguja de puncién
ganglionar mostraron valores en el siguiente ran-
go: 15.185 a 1.141.275 ng/ml. Los resultados de
los aTg fueron inferiores a 20 UIl/ml (negativos)
en todas las muestras cuando se midieron por el
método no competitivo (®) y positivos en un rango
de 106 a mayor de 4.000 UI/ml cuando se midieron
por el método competitivo (Eq). Los resultados se
muestran en la Tabla 1. Los valores de ATg pro-
cesados por Eq mostraron una correlacion positiva
significativa con las concentraciones de Tg pre-
sentes en las muestras. (R? = 0,9594; p < 0,001).
En la Figura 3 se grafica la regresion lineal.
En las diluciones realizadas a la muestra 16 (pa-
ciente indice) para la mediciéon de aTg se observé
una falta de linealidad al utilizar el método com-
petitivo (Eq). Cuando las concentraciones de Tg

%pacnente W %
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Figura 1. Disefio esquematico del ensayo competitivo (Eq)

aTg del paciente
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Figura 2. Disefio esquematico del ensayo no competitivo (Q)
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Figura 3. Regresion lineal aTg (Ul/ml) por Eq vs concentra-
cion de Tg (ng/ml)

TABLA 2. Valores obtenidos de Tg (ng/ml) y aTg (Ul/ml) en
las diluciones realizadas para la muestra 16

Muestra Tg Tg aTg aTg

16 Valor (Valor final Ul/ml Ul/ml

medido tedrico) Eq Q

Directo > 300 306.326 2780 <20
Dil 1/10 > 300 30.632 850 <20
Dil 1/100* > 300 3063* <20 <20
Dil 1/1000 > 300 306,3 <20 <20
Dil 1/10000 30.6 30,6 <20 <20

fueron inferiores a 3.000 ng/ml, los anticuerpos por
Eq se negativizaron (Menor a 20 Ul/ml). Los aTg
medidos por método no competitivo (@) arrojaron
valores negativos en todas las diluciones. Tabla 2.

DISCUSION

La tiroglobulina (Tg) es una glicoproteina sinteti-
zada en las células foliculares de la glandula tiroi-
des, constituyendo un marcador sérico importante
en la deteccién de CDT residual o recurrente. En
suero un valor indetectable de Tg es uno de los
criterios para establecer la ausencia de un tumor
persistente o recurrente en pacientes con CDT que
han sido sometidos a tiroidectomia total con o sin
ablacién con ¥I%7%®, La utilidad clinica de la Tg
medida en suero se ve limitada por la presencia de
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aTg en la muestra ya que estos interfieren en la
medicién de la misma. La presencia de aTg sigue
siendo la principal limitacién en el uso de este
marcador tumoral. Debido a esto, siempre que
se realiza una Tg sérica debe acompanarse de la
determinacién de aTg para decidir sobre el signi-
ficado clinico de la misma @917, Se ha considerado
que si el titulo de aTg medido esta por debajo de
un umbral clinico, éste no sera una influencia
significativa en el resultado de Tg. Sin embargo,
estudios recientes demostraron que aTg por debajo
del valor de significado clinico pero por encima del
valor de corte del método pueden también inter-
ferir el resultado de Tg (valores de aTg entre 20
y 40 UI/ml)®®.

La determinacién de Tg en el liquido de lavado
de aguja de puncién ganglionar fue incorporada por
Pacini en el afio 92%%, Las guias de practica clinica
actuales recomiendan su uso en forma rutinaria
cuando se realiza una puncién ganglionar frente
a la sospecha de metéastasis de CDT#>%, aumentan-
do de esta manera la sensibilidad y especificidad
diagnéstica de esta técnica’®??. La determinacién
simultanea de Tgy aTg cuando se realiza este pro-
cedimiento no esta estandarizada. Una revision bi-
bliografica del tema permite senalar algunos puntos
de controversia, por ejemplo, la falta de consenso
a la hora de medir rutinariamente aTg junto con
Tg en lavado de aguja de puncién ganglionar®23,

La literatura ofrece datos de abordaje de fené-
menos de interferencia metodolédgica en suero,
como Pickett y col.'?, que buscaron esclarecer las
discordancias entre diferentes métodos para la
determinacién de aTg en suero y pudieron demos-
trar interferencia en la determinacién de aTg a
partir de 1.000ng/ml de Tg. Para ello, los autores
utilizaron concentraciones crecientes de Tg que
anadieron a sueros de pacientes con anticuerpos
negativos.

Hay trabajos que demuestran que los anticuer-
pos en suero no interfieren con la Tg en el ganglio
y se considera innecesario medirlos en el lavado
de aguja®2Y, Jeon y col. demostraron que los aTg
positivos en suero pueden producir interferencia
en los niveles de Tg del ganglio, llevando a diag-
nésticos erréneos. Sin embargo, estos autores no
determinaron aTg en liquido de lavado de aguja
junto a Tg, solo se basaron en los valores obtenidos
en el suero de los pacientes, infiriendo la posible
interferencia de estos en el resultado.

Aquellos autores que midieron ambos: Tg y
aTgy encontraron aTg positivos en el liquido de
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puncién ganglionar atribuyeron estos resultados
a produccién local o contaminacién®®?” y todos
concluyeron que no interferian en el diagnéstico.

Borel y col. trabajaron sobre muestras de pun-
cion ganglionar demostrando la interferencia en
los resultados de aTg a partir de una Tg de 2.000
ng/ml®.

Algunos autores teorizan que existe una produc-
cién local ganglionar de anticuerpos, basados en
trabajos publicados en la década del 80. En estos
estudios el fenémeno se asocié con autoinmunidad
tiroidea sérica positiva y ninguno de ellos fue rea-
lizado en pacientes con CDT 527,

En nuestra experiencia, desarrollada en liquido
de puncién ganglionar y realizando diluciones se-
riadas, encontramos interferencia en la medicién
de aTg a partir de 3.000 ng/ml de Tg con el método
Eq. En ninguno de los casos influy6 en el diagnés-
tico o conducta clinica posterior. Cabe destacar
que ninguno de nuestros pacientes presentaba
autoinmunidad positiva en suero.

Otro aspecto interesante que surge de nuestra
serie es la observacion de un caso de subestimacion
de los valores de Tg o “efecto Hook” a concen-
traciones de Tg tan elevadas que saturaron a los
anticuerpos de detecciéon del inmunoensayo. Este
fenémeno fue observado en nuestro caso indice
donde observamos un valor de Tg en la primera
puncién de 220 ng/ml con un aTg mayor de 4.000
Ul/ml por método competitivo electroquimiolumi-
niscente. Esto nos orient6 a considerar una proba-
ble interferencia y nos llevé a reevaluar al paciente
mediante una segunda puncién del ganglio en la
que se obtuvo un valor de Tg de 306.326 ng/ml.

Nuestros datos resaltan un fenémeno metodo-
légico importante a tener en cuenta en la deter-
minacion e interpretacién de los aTg en pacientes
con CDT. La comparacién entre ensayos permite
detectar las posibles interferencias.

Para realizar una adecuada interpretacion
clinica de los resultados de cada paciente se su-
giere analizar los mismos junto con los valores en
suero, ya que si estos no poseen autoinmunidad
sérica asociada es muy poco probable que posean
anticuerpos positivos en ganglio®?®, En ninguno
de los casos analizados esta interferencia influyé
en el diagnostico clinico, ya que la Tg fue siempre
positiva. El basamento metodolégico que explicaria
nuestros hallazgos es el siguiente: en el ensayo
competitivo (Eq), hay una primera etapa donde el
anticuerpo marcado y el anticuerpo del paciente
compiten por los sitios de unién al antigeno (Tg)

unido a una fase sé6lida. Una vez que la reacciéon
alcanza el equilibrio se inicia la segunda etapa:
separacion de los inmunocomplejos de las fraccio-
nes libres. Finalmente, en un detector adecuado
se cuantifica la senal que es inversamente pro-
porcional a la cantidad de anticuerpo presente en
la muestra. Elevadas concentraciones de Tg en
el paciente darian lugar a resultados falsamente
aumentados debido a que el anticuerpo marcado no
solo se uniria a la Tg en fase sélida, sino también a
la Tg del paciente (Figura 1). Este tipo de interfe-
rencia no se observa cuando los aTg son medidos
por un método no competitivo (§) debido a que en
este tipo de ensayo, el anticuerpo del paciente se
une ala Tg que esta adsorbida en fase sélida y luego
un segundo anticuerpo marcado (anti IgG humana)
forma el complejo en una reaccién tipo sandwich.
La senal emitida es directamente proporcional a
la cantidad de anticuerpo del paciente presente en
la muestra a analizar. Este disenio metodolégico no
resulta ser vulnerable a altas concentraciones de
Tg presentes en la muestra (Figura 2).

Es necesario aumentar el nimero de pacien-
tes para analizar la frecuencia de efecto hook en
muestras de puncién, su importancia clinica y
definir la necesidad de realizar los aTg junto a Tg
en muestras de lavado de aguja en forma rutinaria.

CONCLUSION

Las altas concentraciones de Tg interfieren en
la medicién de los aTg en muestras de puncién
ganglionar cuando los mismos son medidos por
un método competitivo. La interferencia es pro-
porcional a las concentraciones de Tg presentes en
la muestra. Se recomienda que en los liquidos de
lavado de aguja de puncién ganglionar los aTg se
midan por un método no competitivo ya que no pa-
rece estar interferido por las altas concentraciones
de Tg caracteristicas de los ganglios metastasicos.
La deteccion de esta interferencia no modificé el
diagnéstico ni la conducta clinica en ningtn caso,
sin embargo es importante conocerla con el fin de
no concluir erréneamente sobre la positividad de
los anticuerpos.
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