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anti-tiroglobulina, apresentam diferentes caracteristicas ¢ uma grande variabilidade de resultados.
O objectivo foi avaliar a variabilidade qualitativa dos resultados de anticorpos anti-tiroglobulina

Palavras-chave: (positivo/negativo), obtidos por cinco equipamentos de imunoensaio utilizados nos laboratorios

Autoantibodies/blood hospitalares do Servigo Nacional de Saude.

Clinical Laboratory Techniques Métodos: Estudo retrospectivo, transversal, de Fevereiro a Mar¢o de 2016. Foram seleccionadas

Immunoassay amostras de soro de doentes seguidos no Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco

Thyroglobulin/blood Gentil, com anticorpos anti-tiroglobulina negativo pelo método em uso (Unicap) e constituidos trés

Thyroid Neoplasms grupos: (A) doentes com carcinoma diferenciado da tirdide, tiroidectomia total, tiroglobulina < 0,2
ng/mL; (B) doentes sem carcinoma diferenciado da tirdide e anticorpos anti-tiroperoxidase positivos;
(C) individuos sem carcinoma diferenciado da tirdide e anticorpos anti-tiroperoxidase negativos. Os
anticorpos anti-tiroglobulina foram doseados nos equipamentos Architect®, Immulite®, Cobas® e
Advia® e classificados com base no cut-off de cada fabricante.
Resultados: Foram analisadas 141 amostras. Obteve-se concordancia de resultados de anticorpos anti-
tiroglobulina negativos em 86 amostras (61%). O niimero de resultados anticorpos anti-tiroglobulina
positivos, obtidos pelos diferentes equipamentos, mostrou diferencgas estatisticamente significativas
em todos os grupos, mais relevantes no Grupo B.
Discussdo: A identificagdo dos anticorpos anti-tiroglobulina depende do equipamento utilizado, o
que pode influenciar a estratégia de acompanhamento de pacientes com carcinoma diferenciado da
tirdide e reforca a necessidade de utilizar o mesmo método de doseamento durante todo o periodo
de seguimento.
Measurement of Anti-Thyroglobulin Antibodies, a Matter of
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Introduction: The presence of anti-thyroglobulin antibodies (ATG) can induce falsely lower
thyroglobulin (TG) values, which interferes in patient’s follow-up with differentiated thyroid
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carcinoma (DTC). There are a few available methods/equipment for ATG measurement with different
characteristics and great variability of results.

The objective was to evaluate the qualitative variability of ATG results (positive/negative) obtained
by five different immunoassays, used in Portugal.

Methods: A cross-sectional retrospective study was conducted in February-March of 2016. Patients
followed at Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco Gentil, with negative ATG by
Unicap, were selected and 3 groups constituted: (A) patients with DTC, total thyroidectomy, TG
< 0.2 ng/mL; (B) patients without DTC and positive anti-thyroidperoxidase antibodies (TPO); (C)
individuals without DTC and negative TPO. ATGs were measured by Architect®, Immulite®, Cobas®
and Advia® and classified based on the cut-off of each manufacturer.

Results: Atotal of 141 samples were analyzed. ATG were negative by all methods in 86 (61%) samples.
The number of positive results, obtained by the different equipment, showed statistically significant
differences between all groups, which were more relevant in Group B.

Discussion: ATG results are equipment dependent and consequently can influence the follow-up
strategy of patients with DTC. This work reinforces the need of using the same method during
patients follow-up.

Introducio

A tiroglobulina (TG) ¢ uma glicoproteina que actua como
substrato para a sintese de tiroxina e triiodotironina ¢ como re-
servatorio de iodo." Atendendo ao facto de ser produzida especifi-
camente nas células foliculares da glandula tiroideia, a presenga/
aumento de TG nos doentes com carcinoma diferenciado da tir6i-
de (CDT) submetidos a tiroidectomia total e radioablagdo com 3'I
tem sido associada a persisténcia de doenca. Assim, a TG tem um
papel fundamental como marcador tumoral no seguimento dos
doentes com CDT.**

Contudo, a valoriza¢do do doseamento da TG depende da pre-
senca de anticorpos anti-tiroglobulina (ATG) em circulagdo. Estes
anticorpos sao frequentes nos portadores de doengas auto-imunes
da tirdide, como a tiroidite de Hashimoto e a doen¢a de Graves.
No entanto, podem estar presentes em doentes com CDT (em
aproximadamente 25%) e também em individuos normais (em
cerca de 10%).° A presenga de ATG pode induzir resultados falsa-
mente baixos de TG, condicionando a sua utilidade no follow-up
destes doentes.®’” Actualmente, tem sido proposto que, nos doen-
tes com CDT e ATG positivos, seja avaliado o titulo de ATG ao
longo do tempo, desde que utilizando o mesmo equipamento.®’
Nos doentes com CDT, o aumento do titulo de ATG ou o seu apa-
recimento de novo esta associado a maior risco de recorréncia de
doenga.'” Segundo a American Thyroid Association estes doentes
devem ser prontamente investigados e ponderadas terapéuticas
adicionais.'" Os doentes em que se verifique uma diminui¢do ou
estabilizacao do titulo dos ATG ao longo do tempo sdo, na maio-
ria dos casos, classificados como livres de doenga aos 10 anos
de seguimento. No entanto, 20% destes doentes pode desenvolver
recidiva funcional, estrutural ou bioquimica, devendo ser obser-
vados de forma continua do ponto de vista clinico, imagioldgico e
bioquimico."

E de ter em consideragdo que os varios métodos/equipamen-
tos disponiveis para o doseamento de ATG, apresentam diferentes
caracteristicas e uma grande variabilidade de resultados.®

O objectivo do presente estudo ¢é avaliar a variabilidade qua-
litativa dos resultados de ATG (positivo/negativo), obtidos em
cinco equipamentos de imunoensaio utilizados nos laboratdrios
hospitalares do Servico Nacional de Satde.

Material e Métodos
Através de um estudo retrospectivo, foi seleccionada uma

amostra de conveniéncia de soros de doentes seguidos no Instituto
Portugués de Oncologia de Lisboa Francisco Gentil (IPOLFG),

com ATG negativos, quando doseados pelo equipamento utilizado
neste centro (Unicap 100, Thermofisher, imunofluorescéncia).

A opcao de estudar esta populagdo (ATG negativo) teve por
base a avaliagdo dos relatorios de Controlo de Qualidade Externo
deste analito. E neste grupo que se observa uma maior disparidade
na avaliagdo qualitativa dos resultados, pelos diferentes métodos/
equipamentos.

Ap6s consulta dos respectivos processos clinicos, as amostras
foram divididas em dois grupos: doentes com CDT e doentes com
tiroidite linfocitica. Para efeitos deste estudo, a tiroidite linfocitica
foi caracterizada por titulos detectaveis de anticorpos anti-tirope-
roxidase (TPO). De notar que no grupo dos doentes com CDT nao
foi excluida a presenca de TPO.

Foi, também, constituido um grupo controlo, com individuos
saudaveis, sem doenga tiroideia.

Os grupos foram assim definidos:

Grupo (A) — Grupo CDT - Doentes com CDT, submetidos a
tiroidectomia total e com TG < 0,2 ng/mL;

Grupo (B) — Grupo tiroidite linfocitica - Doentes sem CDT e
TPO positivo;

Grupo (C) — Grupo controlo - Individuos sem CDT e TPO
negativo.

A tiroglobulina e o TPO foram doseados pelos métodos em
uso no [IPOLFG: TG — Immulite 2000, Siemens, quimiolumines-
céncia; TPO — Unicap 100, Thermofisher, imunofluorescéncia.
Todas as amostras foram, posteriormente, processadas nos equi-
pamentos Architect®, Immulite®, Cobas® e Advia®, para dosea-
mento do ATG (Tabela 1).

A avaliagdo qualitativa dos resultados de ATG foi efetuada em
fun¢ao do cut-off fornecido por cada fabricante.

Foi utilizado o software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), versdo 21.0 para analise descritiva dos dados
e para comparagdo das variaveis categoriais (teste Q-Cochran).
Foram considerados estatisticamente significativos valores de p <
0,01.

Resultados

Foram analisadas 141 amostras: 15 (11%) individuos do sexo
masculino e 126 (89%) do sexo feminino. A média de idades foi
de 50,8 + 16,4 anos (Tabela 2).

Obteve-se concordancia de resultados de ATG negativos em
86 amostras (61%): Grupo A, 65/88 (74%); Grupo B, 2/28 (7%);
Grupo C, 19/25 (76%). As restantes 55 amostras ndo foram clas-
sificadas de modo consistente pelos varios equipamentos: 35
foram classificadas como positivas unicamente por um método/
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Tabela 1. Caracteristicas dos imunoensaios utilizados no doseamento de ATG

. . . Antigénio q Intervalo de medicao Cut-off” Padrio
1
Equipamento Método (TG) Anticorpo (Ul/mL) (Ul/mL) (WHO)
" @ . Ac monoclonal de rato
Unicap 100 Sandwich Humana . 280 - 28000 280 65/93
anti-IgG humana
oD ) Ac monoclonal de rato
Architect’ Sandwich Humana . 3-1000 4,11 65/93
anti-IgG humana
Tmmulite 2000* Sandwich Humana altamente  Ac monoclonal de rato 20 - 3000 40 65/93
purificada anti-IgG humana
Cobas® Competitivo Humana A AETEeE | LG 10 - 4000 115 65/93
humana
Advia® Competitivo Humana gorciicorallnatls 15 - 500 60 65/93

humana

I Unicap 100 (Thermofisher) — Imunofluorescéncia; Architect (Abbott), Immulite 2000 (Siemens), Advia Centaur XP (Siemens) — Quimioluminescéncia; Cobas (Roche) — Electroquimioluminescéncia
* Cut-off — Concentragdo abaixo da qual o resultado ¢ considerado negativo; Calculado com base em estudos populacionais utilizando individuos saudaveis; Fornecido pelo fabricante

Tabela 2. Distribuigdo das amostras por grupos

Idade em anos

Grupo n Sexo M/F Média (max. - min.)
(A) CDT+TG < 0,2 ng/mL 88 10/78 55 (86 - 19)
(B) CDT-/TPO+ 28 424 48 (92 -0,5)
(C) CDT-/TPO- 25 1/24 39 (60-0,1)

equipamento (Architect”) e 20 por dois ou mais métodos (Tabelas
3e4).

O numero de resultados ATG positivos, obtidos pelos diferen-
tes equipamentos, mostra diferengas estatisticamente significati-
vas em todos os grupos, sendo mais relevante no Grupo B (Tabela
3).

Identificou-se um doente no Grupo A (A18) e outro do Grupo
B (B1) com resultado de ATG negativo pelo Unicap® mas positi-
vos em todos os outros equipamentos (Tabela 4).

Os doentes do Grupo A foram analisados de acordo com os
seguintes parametros: tempo decorrido desde a tiroidectomia total
e realizago de terapéutica com iodo radioactivo (Tabela 5).

Discussao

Os resultados de ATG, nos trés grupos, apresentam diferengas
estatisticamente significativas, quando doseados pelos diversos
equipamentos. Estas diferengas ndo sao explicaveis pelo tipo de
método (sandwich/competicao) nem por diferencas na padroniza-
¢do, pois todos sdo calibrados contra a mesma preparagdo inter-
nacional de referéncia (WHO 65/93). No entanto, importa referir
que os fabricantes ndo usam directamente o padrao internacional
de referéncia, mas sim um padrao secundario calibrado em rela-
¢do a este. A concordancia desta calibracdo ¢ problematica dado
os polimorfismos da molécula de Tg e, por maioria de razao, dos

Tabela 3. Nimero de amostras ATG positivo, distribuidas por grupo e equipamento

respectivos anticorpos.'?

Salienta-se que a informagao sobre a molécula de TG utilizada
nos diferentes ensaios ¢ escassa, desconhecendo-se se ela provém
de tirdides de individuos com ou sem patologia tiroideia, o que
condiciona as suas caracteristicas imunoldgicas ¢ consequente-
mente a ligagdo [TG-ATG] in vitro."?

A baixa concordancia de resultados (7%) verificada no Grupo
B, distinta da obtida nos Grupos A e C (74% e 76%, respectiva-
mente), pode estar relacionada com um maior polimorfismo dos
ATG neste grupo. Individuos sem doenga auto-imune produzem
anticorpos policlonais, em baixas concentragdes, enquanto que na
doenga auto-imune ¢ produzida uma mistura de anticorpos mo-
noclonais, em altas concentra¢des. Estes anticorpos sdo reconhe-
cidos por epitopos diferentes da molécula de TG do ensaio.'** E
também de salientar que os anticorpos produzidos no decurso da
doenga auto-imune possuem um padrdo de reconhecimento dos
epitopos da TG dependente do grau de disfungao tiroideia.'®

Os doentes do Grupo A com tempo de remissdo > 5 anos, apre-
sentam maior evidéncia de concordancia de resultados negativos
entre os varios métodos/equipamentos. Uma possivel justificagcao
pode estar relacionada com a diminuigdo do titulo de ATG ao lon-
go do seguimento.'*!7:1¢

Quanto a influéncia da radioablagdo com "I, ndo ¢é possivel
tirar conclusdes devido ao reduzido nimero de doentes que nao
foi submetido aquele tratamento.

Grupo n Unicap™! Architect Immulite Cobas Advia 1

(A) CDT+TG < 0,2ng/mL 88 0 23 (26%) 1 (1%) 3 (3%) 6 (7%) 70,0
(B) CDT-/TPO+ 28 0 26 (93%) 2 (7%) 8 (29%) 11 (39%) 67,27
(C) CDT-/TPO- 25 0 6 (24%) 0 1 (4%) 2 (8%) 17,772
Total 141 0 55 (39%) 3 (2%) 12 (9%) 19 (14%) 152,77

I de acordo com o critério de sele¢do definido em Material e Métodos, todas as amostras doseadas pelo Unicap sdo ATG negativas.

2p<0,01
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Tabela 4. Amostras com ATG positivo em, pelo menos, um dos equipamentos

Grupo A Grupo B Grupo C
CDT+/TG < 0,2 ng/mL CDT-/TPO+ CDT-/TPO-
Amostra 9232852233583 23:333323339|520 38 RE8R Enassrnao0aa8388css88
Unicap 100®
Architect®
Immulite 2000*
Cobas®
Advia®
Tabela 5. Numero de amostras ATG positivo nos doentes do Grupo A
n Unicap® Architect® Immulite® Cobas® Advia®
Cirurgia < 5a 59 0 17 (29%) 1 (2%) 3 (5%) 6 (10%)
Cirurgia > 5a 29 0 6 (21%) 0 0 0
BT (—)* 10 0 3 (30%) 0 0 1 (10%)
LI () 78 0 20 (26%) 1 (1%) 3 (4%) 5 (6%)

* Terapéutica com iodo radioactivo: (—) ndo realizou; (+) realizou

De referir, ainda, que um dos factores de erro na avaliagdo
qualitativa dos resultados de ATG ¢é a determinacdo do valor de
cut-off efectuada por cada fabricante. A populagdo de referéncia
usada para o seu calculo deve obedecer a critérios bem definidos,
situacdo que na pratica ndo de verifica."”

Os dois doentes identificados com ATG negativo, apenas pelo
equipamento Unicap®, podem ser explicados pelo facto de apre-
sentarem uma concentragdo muito proxima do valor de cut-off
deste fabricante (doente A18 - 257 Ul/mL; doente B1- 264 UI/
mL).

A elevada variabilidade inter-métodos observada neste traba-
lho, evidencia a impossibilidade de interconversao de resultados
de ATG, tal como descrito por outros autores.’?

Em conclusio, a discrepancia dos resultados obtidos pelos di-
ferentes métodos/equipamentos tem implicagdes importantes do
ponto de vista clinico, especialmente no seguimento dos doentes
com CDT, refor¢cando a necessidade de utilizagdo do mesmo mé-
todo de doseamento durante o periodo de follow-up.
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