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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.
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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)
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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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ORIGINAL ARTICLE

Thyroglobulin Interference in the Determination of Thyroglobulin
Antibody in Wash-Out Fluid from Fine Needle Aspiration Biopsy of
Lymph Node

Ibafiez N *, Cavallo A.C ?, Smithuis F *, Negueruela M ?, Beattie E*, Lambertini R*, Aranda C*, Oneto A™.

TCba-Centro de Diagndstico. 2 Endocrinology Service, Hospital Universitario Austral.
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 pl of saline solution
to determine Tg and TgAb. Tg was measured by chemiluminescent assay and TgAb was
measured using two assays: a non-competitive chemiluminescent assay (CL) and a competitive
electrochemiluminescence assay (ECL). Values of TgAb below 20 Ul/ml were considered as
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 (ECL) 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 ECL. When Tg concentrations were below 3,000 ng / ml, TgAb
became negative when measured by ECL. TgAbs measured by CL were negative in all
dilutions. TgAbs in serum were negative in all patients by the two methodologies (CL and ECL).
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
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INTRODUCTION

In Differentiated Thyroid Carcinoma (DTC), metastases in clinically evident lymph
nodes are found in approximately one-third of patients at the time of diagnosis. The risk
of recurrence according to DTC stage is 3-7% for low-risk patients, 17% for
intermediate-risk patients and 23-48% for high-risk patients®™. When lymph nodes
greater than 5-8 mm are suspicious for recurrent DTC, the endocrine societies
worldwide recommend performing ultrasound-guided fine-needle aspiration (FNA)
cytology with measurement of thyroglobulin (Tg) levels in the needle washout fluid ¢*.



Controversy still exists as to whether Tg measurement in FNA specimens of lymph
nodes should be associated with simultaneous measurement of TgAb®®. Most authors
addressing this issue have reported no interference of positive serum TgAbs with Tg
measurement in FNA washout fluid ®*¥. Even if the Tg result cannot be validated
without knowing the value of TgAbs in the specimen, the usefulness of TgAbs
measurement in the needle washout fluid and its interpretation have not been
standardized. The interference caused by antibodies in serum Tg measurement has
been well studied; however, the potential interference of serum Tg on the
measurement of antibodies is unclear.

The aim of this study is to investigate how high levels of Tg typically found in metastatic
lymph nodes may interfere with TgAb measurement in the needle washout fluid from
lymph node FNA.

MATERIALS AND METHODS

We retrospectively studied 19 specimens of needle washout fluid obtained by
aspiration of suspicious cervical lymph node from 19 patients undergoing
thyroidectomy for DCT. FNA was performed using a 22-G needle under ultrasound
guidance. After preparation of cytological specimens, the needle was washed with 500
ul of saline solution. Tg and TgAb measurements were performed in this washout fluid.
One patient was considered as the index case (patient No. 16 in Table 1) because this
was the first case of suspected interference in our laboratory.

Tg was measured by chemiluminescent assay, Immulite 2000 (Siemens) (functional
sensitivity 0.3 ng/ml). TgAbs were measured using two different assays: a non-
competitive chemiluminescent assay (CL) (Immulite 2000, Siemens) and a competitive
electrochemiluminescence assay (ECL) (Cobas e41l1, Roche). Figures 1 and 2.
TgAbs were considered to be negative when values obtained were below 20 1U/ml by
both methods. All patients had TgAbs below 20 IU/ml by CL and ECL in serum.

Interference study: appropriate dilutions of sample 16* were performed to measure
TgAb by the two methods.

RESULTS

In all samples assayed, Tg levels in needle washout fluid from lymph node FNA were
found to range from 15,185 to 1,141.275 ng/ml. TgAb levels were below 20 1U/ml
(negative) in all samples when measured by the non-competitive method (CL) and
were found to be positive, ranging from 106 to > 4,000 IU/ml when the competitive
assay (ECL) was used. Results are shown in Table 1. TgAb values assayed by ECL
showed a significant positive correlation with the Tg concentrations found in the
samples. (R? = 0.9594; p < 0.001).

Figure 3 plots linear regression. Dilutions of sample 16 (index case) for TgAb
measurement showed lack of linearity when the competitive method (ECL) was used.
When Tg concentrations were below 3,000 ng/ml, TgAb became negative when
measured by ECL (below 20 IU/ml). TgAbs measured by the non-competitive method
(CL) were negative in all dilutions. Table 2.



TABLE 1. Tg (ng/ml) and TgAb (IU/ml) levels (CL and ECL) in needle washout fluid from lymph
node FNA.

Patients T TgAb TgAb
(ECL) (CL)

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
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Figure 1. Schematic diagram of the competitive assay (ECL)

Referencias:
aTg del paciente: Patient’'s TgAb
aTg marcado: labeled TgAb
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Figure 2. Schematic diagram of the non-competitive assay (CL)

Referencias:
aTg del paciente: Patient’'s TgAb

Anticuerpo monoclonal Anti IgG humana: monoclonal anti-human IgG antibody

aTg Cobas (Uliml)
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Figure 3. Linear regression TgAb (IU/ml) by ECL vs. Tg concentration (ng/mL)
Referencias

aTg Cobas (Ul/ml): TgAb Cobas (1U/ml)

Tiroglobulina (ng/ml) Immulite 2000: Thyroglobulin (hg/ml) Immulite 2000.

Table 2. Tg (ng/mL) and TgAb (IU/mL) values obtained from dilutions of sample 16.

Sample 16 Tg value Tg (final TgAb IU/mlECL  TgAb IU/ml CL
measured theoretical
value)
Direct >300 306,326 2780 <20
1/10 Dilution >300 30,6326 850 <20
1/100 Dilution* >300 3063* <20 <20
1/1000 Dilution >300 306.3 <20 <20

1/10000 Dilution 30.6 30.6 <20 <20




DISCUSSION

Thyroglobulin (Tg), a glycoprotein synthesized in the follicular cells of the thyroid gland,
is an important serum marker for residual or recurrent DTC. Undetectable Tg in serum
is one of the criteria to establish the absence of a persistent tumor or recurrence in
patients with DTC who have undergone total thyroidectomy with or without with **|
ablation @”®. The clinical usefulness of serum Tg is limited by the presence of TgAbs in
the sample, as their presence interferes with measurement of Tg. The presence of
TgAbs continues to be the main limitation for the use of this tumor marker. For this
reason, any serum Tg measurement should be accompanied by TgAb measurements
to decide on the clinical significance of Tg values®®°*"). It has been regarded that if the
measured TgADb titer is below a clinical threshold, it will not be a significant influence on
the Tg outcome. However, recent studies demonstrated that TgAb below the clinical
significance cutoff can also interfere with the Tg outcome (TgAb levels between 20 and
40 1U/mi)®3),

Thyroglobulin measurement in the needle washout fluid from lymph node FNA was first
proposed by Pacini in 1992®®. Current clinical guidelines recommend incorporating this
test into routine practice when performing FNA of lymph nodes suspicious for
metastatic DTC, thus enhancing the diagnostic specificity and sensitivity of this
technique™®??. Simultaneous measurement of Tg and TgAb when performing this
procedure is not standard practice. A review of the literature reveals that there some
matters of controversy, for example, the lack of consensus regarding routine
measurement of TgAbs at the time of Tg measurement in the washout fluid from lymph
node FNA!%23),

There are literature reports on serum assays interference; for example, Pickett et a
investigated the causes of discordance between different assays for serum TgAb
measurement and demonstrated interference in TgAb measurement > 1,000 ng/mL of
Tg. To investigate, the authors spiked TgAB negative sera with increasing
concentrations of Tg.

l. (10)

Some studies have demonstrated that serum antibodies do not interfere with Tg in the
washout of lymph node and measurement of TgAbs in needle washout fluid is
considered unnecessary ??Y. Jeon et al showed that positive TgAb in serum may
cause interference in Tg levels in the washout of lymph node, leading to misdiagnosis.
However, these authors did not measure TgAb in needle washout fluid simultaneously
with Tg, but based their conclusion on the values obtained in serum samples from the
patients, inferring a potential interference from TgAb with the outcome.

Those authors who measured both Tg and TgAb and found positive TgAb in the
washout fluid from lymph node FNA attributed these results to local production or
contamination 2% and all concluded that they did not interfere with diagnosis.

Borel et al. explored fine needle aspirates from lymph nodes, demonstrating an
interference with TgAb results when Tg levels were > 2,000 ng/ml®.

Some authors hypothesize that there is a local production of antibodies in lymph
nodes, based on studies published in the 80's. In those studies, this phenomenon was
associated with positive serum antithyroid autoantibodies and none of those studies
was conducted in patients with DTC ®>27,

In our study, conducted in washout fluid from lymph node FNA and performing serial
dilutions, we found interference in the measurement of TgAb when Tg levels were
>3000 ng/ml with the ECL assay. This had no impact on the diagnosis or clinical
management of any of our patients. It should be noted that none of them had positive
serum autoantibodies.



Another interesting finding in our series was a case of underestimation of Tg values or
"Hook effect” at Tg concentrations that were so high that saturated the detection
antibodies of the immunoassay. This phenomenon was observed in our index case,
where we found Tg values of 220 ng/ml in the washout from the first FNA with TgAb
>4000 IU/ml by the electrochemiluminescence competitive method. This led us to think
of a potential interference and to reevaluate the patient by repeat lymph node FNA,
obtaining Tg values of 306,326 ng/ml.

Our data highlight an important methodological phenomenon that should be considered
when measuring and interpreting TgAbs in patients with DTC. Inter-assay comparison
enables identification of potential interferences.

For an adequate interpretation of the results obtained from individual patients it is
recommended that they should be analyzed together with serum values because
patients with no associated serum autoimmunity are hardly likely to have positive
antibodies in the lymph node ®2®. This interference had no impact on the clinical
diagnosis in any of the cases analyzed, as Tg was always positive. The methodological
rationale for our findings would be as follows: in the competitive assay (ECL), there is a
first step where the labeled antibody competes with antibodies from the patient’s
sample for the binding sites of the antigen bound to a solid phase. Once the reaction
has come to an equilibrium, the second step starts: separation of immune complexes
from free fractions. Finally, in an adequate detector, the signal, which is inversely
proportional to the amount of antibody in the sample, is quantified. Elevated
concentrations of Tg in patients would lead to falsely increased results because the
labeled antibody would not only bind to the solid phase Tg but also to the Tg in the
patient's sample (Figure 1). This type of interference is not observed when TgAbs are
measured by a non-competitive method (CL) because in this assay antibodies from the
patient’'s sample bind to solid-phase adsorbed Tg and then a second labeled antibody
(anti-human 1gG) forms a sandwich complex. The signal produced is directly
proportional to the amount of antibody present in the sample from the patient. This
methodological design is not affected by high concentrations of Tg in the patient
sample (Figure 2).

A larger number of patients is needed to analyze the frequency and clinical significance
of the hook effect in fine needle aspirates and to determine the need for performing
simultaneous measurement of TgAbs and Tg levels in the needle washout fluid as
routine testing.

CONCLUSION

High levels of Tg interfere with TJAb measurement in fine needle aspirates from lymph
nodes when a competitive method is used. The interference is proportional to Tg
concentrations in the patient sample. It is recommended that in the washout fluid from
lymph node FNA, 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 lymph 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 antibodies.
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Carcinoma diferenciado de tiroides: reclasificacion del riesgo
de recurrencia segun la respuesta al tratamiento inicial

Differentiated Thyroid Cancer: Reclassification of the Risk of
Recurrence Based on the Response to Initial Treatment

Martinez MP, Lozano Bullrich MP, Rey M, Ridruejo MC, Bomarito MJ, Claus Hermberg H, Pozzo MJ

Servicio de Endocrinologia, Hospital Aleman

RESUMEN

Introduccion: la clasificacién de la American Thyroid Association (ATA) para carcinoma diferenciado de tiroi-
des (CDT) aporta una visién estatica del paciente al inicio y no esta disenada para ser modificada. El Memorial
Sloan-Kettering Cancer Center (MS-KCC) disen6 una reclasificacién a 2 anos del tratamiento inicial (TI),
permitiendo tener una éptica mas dinamica. Objetivo: comunicar nuestra experiencia con la reclasificacion
del riesgo de recurrencia de los pacientes con CDT segtn el sistema del MS-KCC.

Material y métodos: estudio observacional retrospectivo descriptivo de los resultados de la reclasificacion
del riesgo de recurrencia de los pacientes con CDT a 2 afos del TI. Los clasificamos al inicio segtin la ATA y
los reclasificamos a 2 anos del TI segtin el MS-KCC.

Resultados: clasificamos 31 pacientes segin ATA: riesgo bajo 17 (54,8 %), riesgo intermedio 13 (42 %) y riesgo
alto 1 (3,2 %) y reclasificacion segin MS-KCC: respuesta excelente 25 (80,6 %), respuesta aceptable 6 (19,4 %)
y respuesta incompleta 0 (0 %). De los riesgo bajo, 14 (82,4 %) tuvieron una respuesta excelente y 3 (17,6 %)
respuesta aceptable; los de riesgo intermedio, 11 (84,6 %) respuesta excelente y 2 (15,4 %) respuesta aceptable
y los de riesgo alto, 1 (100 %) respuesta aceptable. Estado clinico a 2 anos del TI: libre de enfermedad (LE)
25 (80,6 %) y persistencia bioquimica (PB) 6 (19,4 %). Al final del seguimiento a largo plazo, los pacientes con
respuesta excelente, 24 (96 %) permanecieron LE y 1 (4 %) sin datos por falta de seguimiento.
Conclusiones: 1) la reclasificacion fue de gran utilidad principalmente en el grupo de riesgo intermedio, 2 la
reclasificacién nos permitirda optimizar el seguimiento de los pacientes y 3) hubo buena correlacién entre el
estado clinico a 2 anos del T1 y al final del seguimiento a largo plazo. Rev Argent Endocrinol Metab 51:8-14, 2014

Los autores declaran no poseer conflictos de interés.
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ABSTRACT

Introduction: differentiated thyroid cancer (DTC) is the most frequent endocrine tumor generally showing
a favourable outcome. The American Thyroid Association (ATA) classification system is not only useful to
assess the risk of recurrence but also guides tumor follow-up. However, this system shows a static image of
the patient at the beginning of treatment based on clinical and pathological features, and it has not been
designed to be modified along the clinical course of disease. Therefore, the Memorial Sloan-Kettering Can-
cer Center (MS-KCC) has designed a reclassification system after 2 years of the initial treatment (IT) thus
providing a dynamic perspective of each patient.

Objective: to report our experience with the MS-KCC risk of recurrence reclassification system on DTC patients.
Materials and methods: retrospective observational descriptive study of the results of the reclassification system
of the DCT patients after two years of IT with surgery and radioiodine ablation, between October 2004 and April

Recibido: 07-07-2013 Aceptado: 08-09-2013

Correspondencia: Maria Paz Martinez. mpazmartinez@yahoo.com - Hospital Aleman, Av. Pueyrredén 1640, CABA (C1118AAT), Argentina
4827-7000, interno 2122 y 2320



Ca tiroideo: reclasificacion ¢ Martinez MP y col. 9

2011. Data was obtained by reviewing the charts of patients. All surgeries, laboratory determinations and nuclear
medicine procedures took place at our Hospital. Patients were classified according to initial risk of recurrence based
on the ATA system and they were reclassified following the system proposed by the MS-KCC 2 years after I'T. Patients
with antithyroglobulin antibodies > 12 IU/ml were excluded due to interference with thyroglobulin determination.
Results: we reviewed data of 31 patients diagnosed with DTC. They were classified according to the ATA
system as: low risk 17 (54.8 %), intermediate risk 13 (42 %) and high risk 1 (3.2 %) and they were reclassified
following the MS-KCC system as having: excellent response 25 (80.6 %), acceptable response 6 (19.4 %) and
incomplete response 0 (0 %). An excellent response was observed in 14 (82.4 %) and an acceptable response
was observed in 3 (17.6 %) of the low-risk classified patients; an excellent response was observed in 11 (84.6 %)
and an acceptable response was observed in 2 (15.4 %) of the intermediate-risk classified patients and in the
high-risk group 1 patient (100 %) presented an acceptable response. Clinical status of patients after 2 years of
IT: 25 (80.6 %) with no evidence of disease (NED), 6 (19.4 %) with biochemical persistence (BP) and 0 (0 %)
with structural persistence (EP), recurrence (R) or death (D). After a mean long-term follow-up period of 51.3
months, the clinical status was: 25 (80.6 %) with NED, 4 (12.9 %) with BP and (0 %) with EP, R or D; for the
remaining 2 (6.5 %) no long-term follow-up data was available (ND). At the end of the long-term follow-up period,
24 (96 %) patients with excellent response after 2 years of IT remained NED, whereas 1 (4 %) was reported
as ND and 1 (16.7 %) patient with acceptable response after 2 years of I'T remained NED (initially this was
a low-risk patient), 4 (66.6 %) remained BP, 1 (16.7 %) was reported as ND and no EP, R or D was observed.

Conclusions: 1) reclassification of patients was particularly useful in the intermediate risk group because
84.6 % of these patients had an excellent response after two years of IT, 2) reclassification of patients based
on the response to IT, allows us to optimize their follow-up and 3) although the mean long-term follow-up pe-
riod was 51.3 months, there was a good correlation between clinical status after two years of IT and after the
long-term follow-up period, mainly in the excellent response group. Rev Argent Endocrinol Metab 51:8-14, 2014
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INTRODUCCION

El carcinoma diferenciado de tiroides (CDT) es
el tumor endocrino mas frecuente y en la gran
mayoria de los casos presenta una evolucién
favorable. A lo largo de los anos se han utilizado
diferentes sistemas de estadificacién para facilitar
las decisiones terapéuticas y de seguimiento de
los pacientes con CDT, permitiendo seleccionar
el tratamiento menos agresivo y el seguimiento
menos intensivo que posibiliten arribar a un re-
sultado favorable. No solo proveen informaciéon
sobre el pronéstico, sino que también facilitan el
intercambio de datos entre los distintos centros
médicos®. Los mismos se basan en variables cli-
nicas (edad, sexo) y patolédgicas (tamano tumoral,
caracteristicas histoldgicas, extension extratiroi-
dea, compromiso de ganglios linfaticos cervicales,
metéastasis a distancia)®”. A diferencia de la ma-
yoria de los tumores s6lidos, en cancer de tiroides
el riesgo de recurrencia y el riesgo de mortalidad
no siempre son concordantes®. Muchos autores
han estudiado los factores que pueden facilitar
la identificacion de aquellos pacientes con riesgo
alto de recurrencia y de mortalidad®. Estos siste-
mas de estadificacién pueden distinguir aquellos
pacientes con riesgo alto de aquellos con riesgo
bajo de mortalidad, pero no pueden predecir en
forma certera el riesgo de recurrencia de enfer-

medad®. Desafortunadamente, estos sistemas
de clasificacién no permiten la modificacién del
riesgo de recurrencia o mortalidad al incorpo-
rarse nuevos datos a lo largo del seguimiento de
los pacientes?. El sistema de clasificacion de la
American Thyroid Association (ATA)®, no solo es
de utilidad para evaluar el riesgo de recurrencia
de enfermedad, sino también para guiar la forma
y frecuencia con que se evaluara a los pacientes.
Como contrapartida aporta una visién estatica del
paciente al inicio del tratamiento y no esta disena-
da para ser modificada con el tiempo en funcién
del curso clinico de la enfermedad. Asimismo,
como los sistemas de clasificacién no incluyen la
respuesta al tratamiento inicial (TI) como una
variable a tener en cuenta, se obtienen predic-
ciones demasiado pesimistas en los pacientes con
riesgo alto de recurrencia y excelente respuesta
al TI y predicciones demasiado optimistas en los
pacientes con riesgo bajo de recurrencia y respues-
ta incompleta al T1. Por lo tanto, un sistema que
incorpore la respuesta al TI sera mas predictivo
que un sistema basado solamente en los factores
de riesgo iniciales®. La modificacién (aumento
o disminucién) del riesgo inicial a lo largo del
tiempo basandose en nueva informacién obtenida
durante el seguimiento, es la base del paradigma
que busca individualizar las recomendaciones de
seguimiento para cada paciente®!V. Es por esto,
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que el grupo de trabajo del Memorial Sloan-Kette-
ring Cancer Center (MS-KCC) disefi6 un sistema
de reclasificacién de los pacientes con CDT a los
2 anos del TI, permitiendo tener una éptica mas
dinamica de cada paciente*'. Este nuevo sistema
de evaluacién de riesgo continua, toma en cuenta
el riesgo de que falle el T1, lo cual es determinante
en el resultado final®. Si bien 2 anos es un pun-
to de tiempo temprano en el seguimiento de los
pacientes con CDT, el MS-KCC propuso realizar
la nueva estadificacion de riesgo a 2 anos del T1
debido a varios motivos: 1) en la mayor parte de
los pacientes con CDT la evaluaciéon inicial de la
respuesta al tratamiento es muy similar para los
primeros 2 anos, 2) es dificil evaluar con precisiéon
la efectividad de la ablacion con radioiodo antes de
los 18 meses utilizando tiroglobulina (Tg) sérica,
debido a que la Tg continuara disminuyendo por
varios anos luego del TI y 3) no seria prudente
disminuir la evaluacién inicial de riesgo, sin que
hayan transcurrido al menos 2 anos de seguimiento
cercano, durante el cual no ha habido evidencia de
enfermedad recurrente/persistente clinicamente
significativa®?. Es importante enfatizar que la
reclasificacion del riesgo a los 2 anos del TI fue
disenada para guiar el seguimiento de los pacientes
y no para predecir quienes estarian “curados”®.

RAEM 2014. Vol 51 e N° 1

OBJETIVO

Comunicar nuestra experiencia con el sistema
de reclasificacién del riesgo de recurrencia de los
pacientes con CDT segun el sistema del MS-KCC.

MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional retrospectivo descriptivo
de los resultados de la reclasificacion del riesgo
de recurrencia de los pacientes con diagndstico de
CDT a 2 anos del TT con cirugia y ablacién con ra-
dioiodo, entre octubre de 2004 y abril de 2011. Los
datos fueron recopilados por revisiéon de historias
clinicas. Todas las cirugias, determinaciones de
laboratorio y practicas de medicina nuclear fue-
ron realizadas en nuestro hospital. Los pacientes
fueron clasificados segtin el riesgo de recurrencia
inicial de la ATA (Tabla I) y se los reclasifico, se-
gun el sistema propuesto por el grupo de trabajo
del MS-KCC a los 2 anos del TI (Tabla II). Fueron
excluidos los pacientes menores de 18 anos, los que
presentaban diagnéstico de carcinoma medular o
anaplasico, aquellos que no habian recibido dosis
ablativa con radioiodo y los que tenian anticuerpos
antitiroglobulina > 12 Ul/ml por interferir con la
determinacién de Tg.

TABLA I. clasificaciéon segun el riesgo de recurrencia inicial de la ATA

Riesgo bajo

Riesgo intermedio

Riesgo alto

Todos los siguientes estan

presentes:

- ausencia de metastasis
locales o a distancia

Alguno de los siguientes

esta presente:

- invasién microscopica de - invasion tumoral
tejidos blandos peritiroideos

Alguno de los siguientes
esta presente:

macroscoépica

- reseccion de todo el
tumor macroscoépico
- ausencia de invasion de
tejidos locorregionales
- tumor sin histologia agresiva
- ausencia de invasion vascular
- ausencia de captacion de
13" fuera del lecho tiroideo
en el rastreo postratamiento
(si fue realizado)

metastasis en ganglios - reseccion tumoral
incompleta con gran
enfermedad residual

linfaticos cervicales o
captacion de 1'3' fuera del
lecho tiroideo en el rastreo - metastasis a distancia
postratamiento realizado

luego de la ablacién del

remanente tiroideo

tumor de histologia

agresiva (ejemplo: células

altas, insular, columnar, de

células de Hurthle, folicular)

o invasion vascular

ATA: American Thyroid Association, I'': lodo™'
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TABLA Il. reclasificaciéon segun el sistema propuesto por el grupo de trabajo del MS-KCC
a los 2 afos del TI

Respuesta excelente

Respuesta aceptable

Respuesta incompleta

Todos los siguientes

presentes:

- tiroglobulina (Tg) suprimida y
estimulada < 1 ng/ml

presentes:

Alguno de los siguientes

- Tg suprimida < 1 ng/ml y
Tg estimulada > 1y < 10 ng/ml

Alguno de los siguientes
presentes:
- Tg suprimida > 1 ng/ml

o Tg estimulada > 10 ng/ml

- ecografia de cuello sin evidencia - ecografia de cuello con - valores de Tg en aumento

de enfermedad
- TC/RM y/o imagen de medicina
nuclear negativa (si fue realizado)

cambios inespecificos o - enfermedad persistente o
ganglios linfaticos menores
a 1 cmy estables

- TC/RM y/o imagen de medicina

recientemente identificada
en TC/RM y/o imagen
de medicina nuclear

nuclear con cambios inespecificos,
aunque no completamente normal

MS-KCC: Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, Tl: tratamiento inicial, Tg: tiroglobulina, TC: tomografia computada,

RM: resonancia magnética

RESULTADOS

Se analizaron 31 historias clinicas de pacientes con
diagnéstico histopatolégico de CDT. Inicialmente
fueron clasificados segtn el sistema de la ATA
(Grafico 1) como riesgo bajo a 17 (54,8 %), riesgo
intermedio a 13 (42 %) y riesgo alto a 1 (3,2 %).
Posteriormente, se los reclasificé segtin el sistema
del MS-KCC a los 2 anos del TI (Grafico 2) como
respuesta excelente a 25 (80,6 %), respuesta acep-
table a6 (19,4 %) y respuesta incompletaa 0 (0 %).

A los 2 anos del T1I de los pacientes clasificados
al inicio como riesgo bajo, 14 (82,4 %) tuvieron
respuesta excelente y 3 (17,6 %) respuesta acep-
table; los riesgo intermedio, 11 (84,6 %) tuvieron
respuesta excelente y 2 (15,4 %) respuesta acep-

Namero de  2°
pacientes 54,8 %
15
42 %
10
5
32%
0 f
Riesgo Bajo Riesgo Intermedio Riesgo Alto
ATA: American Thyroid Association

30
Numero de

0,
pacientes 80,6 %
25

20
15

10
19,4 %

5
0%
0

Respuesta Excelente Respuesta Aceptable Respuesta Incompleta

MS-KCC: Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, TI:
tratamiento inicial

Grafico 1. pacientes clasificados segun el riesgo de recu-
rrencia inicial de la ATA

Grafico 2. pacientes reclasificados segun el MS-KCC a los
2 afos del TI

table y los riesgo alto, 1 (100 %) tuvo respuesta
aceptable (Gréfico 3).

Los 13 pacientes con riesgo intermedio segin
el sistema de la ATA fueron clasificados en este
grupo debido a que presentaban:

— Metastasis en ganglios linfaticos cervicales 6

(46,2 %), todos con respuesta excelente
- Histologia agresiva e invasién microscépica de

tejidos blandos peritiroideos 4 (30,7 %), tres

con respuesta excelente y uno con respuesta
aceptable

— Invasién microscépica de tejidos blandos peri-
tiroideos 1 (7,7 %), con respuesta excelente

— Histologia agresiva, invasién microscépica de
tejidos blandos peritiroideos y metéstasis en
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Namero de Numero de
pacientes ORespuesta Excelente pacientes
mRe sta Aceptable
15 824% SRR 3 gog%
25
84,6 %
20
10
15
10
5 12,9%
17,6 % 5 6,5%
0 oL L7 o, .
15,4 % 100%00/ ] . 0% ' 0% ‘ 0% -
0
0 LE PB PE R F sSD
Riesgo Bajo Riesgo Intermedio Riesgo Alto
LE: libre de enfermedad, PB: persistencia bioquimica,
TI: tratamiento inicial, ATA: American Thyroid Asso- PE: persistencia estructural, R: recurrencia, F: fallecimien-
ciation to, SD: sin datos por falta de seguimiento de los pacientes

Grafico 3. respuesta al Tl segun el riesgo inicial de la ATA
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PB: persistencia bioquimica, PE: persistencia estruc-
tural, R: recurrencia, F: fallecimiento

Grafico 4. estado clinico de los pacientes a los 2 afos del Tl

ganglios linfaticos cervicales 1 (7,7 %), con

respuesta excelente
— Captacién de radioiodo fuera del lecho tiroideo

en el rastreo corporal total postdosis ablativa 1

(7,7 %), con respuesta aceptable

El estado clinico de los pacientes a los 2 anos
del TT fue libres de enfermedad (LE) 25 (80,6 %),
con persistencia bioquimica (PB) 6 (19,4 %) y no
hubo persistencia estructural (PE), recurrencia
(R) o fallecimiento (Grafico 4).

La media de seguimiento fue 51,3 meses. El
estado clinico de los pacientes al final de dicho se-
guimiento fue LE 25 (80,6 %), PB4 (12,9 %), PE,
R o F 0 (0 %) y sin datos por falta de seguimiento
de los pacientes (SD) 2 (6,5 %) (Grafico 5).

Al final del seguimiento a largo plazo, de los
pacientes con respuesta excelente, 24 (96 %) per-
manecieron LEy 1 (4 %) SDy, de los pacientes con
respuesta aceptable, 1 (16,7 %) se encuentra LE
(que inicialmente era de riesgo bajo), 4 (66,6 %)
permanecieron con PBy 1 (16,7 %) SD y, no hubo
PE, R o F (Gréfico 6).

Grafico 5. estado clinico de los pacientes al final del segui-
miento

NUmero de ORespuesta Excelents

pacientes
ERespuesta Aceptable

25 96 %

20
15

10
L7
5 66,6 %

16,7 % 0% 4%
LE PB sD
TI: tratamiento inicial, LE: libre de enfermedad, PB:
persistencia bioquimica, SD: sin datos por falta de se-
guimiento de los pacientes

16,7%

—

Grafico 6. estado clinico al final del seguimiento segun la
respuesta al Tl

DISCUSION

Universalmente esta aceptado que la estadificacién
de los pacientes con CDT es esencial ya que nos
permite identificar a aquellos pacientes con riesgo
alto de recurrencia o mortalidad brindéandoles un
tratamiento y seguimiento més intensivo, de aque-
llos con riesgo bajo que no requeriran tratamientos
adicionales o estudios costosos'?. A lo largo de los
anos, diferentes autores publicaron numerosos
sistemas de clasificacién para el CDT® 2. En 2008,
Tuttle® introdujo el concepto de reclasificar a los
pacientes seglin la respuesta a los 2 anos del TI
con el objetivo de modificar el riesgo de recurren-
cia de enfermedad y de esta forma flexibilizar o
intensificar el futuro tratamiento y seguimiento
de los pacientes. Otros autores, como Castagna
y col.®? y Koch®¥, coinciden en que retrasar la
estadificacion del riesgo para el momento en
que sea evidente la respuesta al TI, permite
una mejor definiciéon individual del riesgo de
cada paciente.
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Segtin nuestros datos, la reclasificacion fue de
gran utilidad principalmente en el grupo de riesgo
intermedio, ya que en nuestro trabajo el 84,6 %
tuvo una respuesta excelente al T1. En este grupo
de pacientes se espera que el resultado a largo
plazo sea mejor que el pronosticado con la clasifi-
cacién inicial®. Cabe destacar que segiin nuestra
experiencia, el 46,2 % de los pacientes clasificados
como de riesgo intermedio fueron incluidos en
este grupo solo por la presencia de metastasis en
ganglios linfaticos cervicales sin considerar la can-
tidad, ni la ubicacién de los mismos. Se requieren
estudios adicionales para evaluar que no se esté
sobrevalorando el riesgo en estos pacientes®?.
Tuttle y col.*?, describieron una disminucién del
riesgo de recurrencia de enfermedad que fue mas
notable en el grupo de riesgo intermedio con una
respuesta excelente al TI (de 18 % a 2 %). Debido
a esto, los pacientes con respuesta excelente a los
2 anos del TI, que inicialmente fueron clasifica-
dos como de riesgo de recurrencia intermedio,
podrian pasar al grupo de riesgo bajo. Asimismo,
los pacientes clasificados como de riesgo alto de
recurrencia con respuesta excelente, podrian pasar
al grupo de riesgo intermedio®”. Una limitacién
de la reclasificaciéon propuesta por el MS-KCC es
que solo puede aplicarse a pacientes tratados con
tiroidectomia total y dosis ablativa con radioiodo.

El grupo de respuesta aceptable incluye pa-
cientes que probablemente tengan minima en-
fermedad residual, con niveles de Tg detectables,
pero persistentemente bajos y ganglios linfaticos
cervicales patolégicos, de milimetros de diametro.
Generalmente seran observados, debido a que el
riesgo de una nueva cirugia o de una dosis adi-
cional de radioiodo probablemente sobrepase el
potencial beneficio clinico. En muchos de estos
casos la Tg descendera luego de anos del TI, y en
ausencia de enfermedad estructural, podran ser
reclasificados al grupo de respuesta excelente. Por
otro lado, los pacientes con respuesta aceptable
que evolucionan con enfermedad estructural pro-
gresiva o Tg en ascenso, se podrian reclasificar al
grupo de respuesta incompleta, modificandose asi
su seguimiento®!?, Se requieren estudios a largo
plazo para determinar que pacientes con respuesta
aceptable desarrollaran progresion de la enferme-
dad clinicamente evidente®.

La reclasificacion de nuestros pacientes de
acuerdo a la respuesta al TI, nos permitira opti-
mizar el seguimiento de los mismos, transitando
hacia un nuevo paradigma de seguimiento a largo
plazo de los pacientes con CDT. Por lo tanto, po-
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dremos intensificar el tratamiento y seguimiento
de aquellos pacientes con respuesta aceptable
o incompleta y evitar tratamientos excesivos y
seguimientos exhaustivos en aquellos pacientes
con respuesta excelente, minimizando las compli-
caciones y efectos adversos®.

Si bien la media de seguimiento de nuestros
pacientes fue de 51,3 meses, hubo una buena corre-
lacion entre el estado clinico a los 2 anos del T1y al
final del seguimiento a largo plazo, sobre todo en
el grupo de respuesta excelente. Coincidentemente
con Tuttle y col.'Y, ninguno de nuestros pacientes
con respuesta aceptable al TI present6 persistencia
estructural o recurrencia durante el seguimiento.

Una limitacién de nuestro trabajo fue el bajo
namero de pacientes con riesgo alto segtin la ATA,
debido a que no somos un centro de referencia
oncolégico.

En un futuro, quizas se puedan incorporar a los
sistemas de clasificacién, ademas de la respuesta al
T1, factores biolégicos y/o marcadores moleculares
con el fin de mejorar la prediccién de sobrevida de
los pacientes con CDT®,
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Differentiated Thyroid Cancer: Reclassification of the Risk of
Recurrence Based on the Response to Initial Treatment
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Abstract

Introduction: The American Thyroid Association (ATA) classification system for differentiated
thyroid cancer (DTC) provides a static assessment of the patient at baseline and it has not been
designed to be modified. The Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MS-KCC) has designed
a re-staging system at 2 years after initial treatment (IT) thus providing a dynamic perspective of
each patient. Objective:. to report our experience with the MS-KCC risk of recurrence re-
staging system for patients with DTC. Materials and methods: retrospective observational
descriptive study of the results of the risk of recurrence reclassification system for patients with
a diagnosis of DTC at 2 years after IT. Patients were classified according to the ATA system at
baseline and re-staged at 2 years after IT according to the MS-KCC.

Results: We classified 31 patients according to the ATA system as: low risk (n = 17; 54.8 %),
intermediate risk (n = 13; 42 %) and high risk (n = 1; 3.2 %) and re-staged them according to the
MS-KCC system as having an excellent response (n = 25; 80.6 %), an acceptable response (n
= 6; 19.4 %) and an incomplete response (n = 0; 0 %). Of the patients initially classified as low-
risk, 14 (82.4 %) had an excellent response and 3 (17.6 %) had an acceptable response; of the
intermediate-risk patients, 11 (84.6 %) had an excellent response and 2 (15.4 %) had an
acceptable response and of the high-risk patients, 1 (100 %) had an acceptable response. The
clinical status of patients at 2 years after IT was: 25 patients (80.6 %) free of disease (FOD) and
6 patients (19.4 %) with biochemical persistence (BP). At the end of the long-term follow-up, of
the patients with an excellent response, 24 (96 %) remained FOD, and 1 (4%) was lost to
follow-up.

Conclusions: 1) re-staging of patients was particularly useful in the intermediate risk group, 2)
re-staging will allow to optimize patient follow-up and 3) there was a good correlation between
clinical status at 2 years after IT and on completion of the long-term follow-up. Rev Argent
Endocrinol Metab 51:8-14, 2014

No financial conflicts of interest exist.
Key words: thyroid carcinoma, reclassification, risk, recurrence

INTRODUCTION

Differentiated thyroid cancer (DTC) is the most frequent endocrine tumor, and most
cases have a favorable outcome. Throughout the years, different staging systems have
been used to facilitate treatment and follow-up decision making in patients with DTC,
SO as to be able to select the least aggressive therapy and the least intensive follow-up
that may lead to a favorable outcome. These systems not only provide prognostic
information but also help to facilitate exchange of information between different medical
centers®. They are based on clinical (age, gender) and pathological (tumor size,
histology, extradyroideal invasion, cervical lymph node involvement, distant
metastases) variables ®”. Unlike in most solid tumors, in thyroid cancer the risk for
recurrence and the risk for mortality are not always consistent®. A large number of
authors have studied the factors that may facilitate the identification of patients at a
high risk of recurrence and mortality’®. These staging systems can differentiate patients
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at high risk from those at low risk of mortality, but cannot accurately predict the risk of
recurrence of thyroid cancer®. Unfortunately, these staging systems do not allow
modification of the risk of recurrence or mortality when new data are incorporated
throughout patient follow-up™®. The American Thyroid Association (ATA) classification
system® is not only useful to assess the risk of recurrence but also guides follow-up
frequency and modality. However, this system provides a static assessment of the
patient at the beginning of treatment, and it has not been designed to be modified over
time on the basis of the clinical course of disease. Furthermore, as classification
systems do not include response to initial therapy (IT) as a variable, prognoses are too
poor in patients at a high risk of recurrence with an excellent response to IT and too
optimistic in patients at a low risk of recurrence and incomplete response to IT.
Therefore, a system that incorporates response to IT will be more predictive than a
system based only on initial risk factors . Modification (increase or decrease) of initial
risk over time based on the new data obtained during follow-up constitutes the basis of
the paradigm that seeks to tailor follow-up recommendations V. For this reason, the
Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MS-KCC) has designed a re-staging system
for patients with DTC at 2 years after IT, thus providing a more dynamic perspective of
each patient™. This new system of ongoing risk assessment considers the risk of
failing initial therapy, which is decisive for the final outcome ®. Even if 2 years is an
early time point in the follow-up of patients with DTC, the MS-KCC proposed
reevaluating risk at 2 years after initial therapy for various reasons: 1) in most patients
with DTC, the initial assessment of response to treatment is very similar for the first 2
years, 2) it is difficult to accurately evaluate the effectiveness of radioiodine ablation
before 18 months have passed, using serum thyroglobulin (Tg) determinations, since
Tg levels will continue to decline for several years after IT and 3) it would not be
cautious to lower the initial estimate of risk without a close follow-up of at least 2 years,
during which there should have been no evidence of clinically significant recurrent or
persistent disease ®%. It is important to emphasize that the reclassification of risk at 2
years after IT was designed to guide the follow-up of patients and not to predict which
patients are "cured" of disease ©.

OBJECTIVE

The objective of this study is to report our experience with the MS-KCC risk of
recurrence reclassification system for patients with DTC.

MATERIALS AND METHODS

This is a retrospective observational descriptive study of the results of the risk of
recurrence reclassification system for patients with a diagnosis of DTC at 2 years after
IT with surgery and radioiodine ablation, between October 2004 and April 2011. Data
were collected from medical records. All surgeries, laboratory determinations and
nuclear medicine procedures were performed at our Hospital. Patients were classified
according to initial risk of recurrence based on the ATA system (Table I) and were
reclassified following the system proposed by the MS-KCC at 2 years after IT (Table II).
Patients were excluded if they were less than 18 years old, had a diagnosis of
anaplastic or medullary carcinoma, had not been treated with radioiodine ablation or
had antithyroglobulin antibodies > 12 IU/ml because of interference with Tg
measurement.



TABLE I: ATA Initial risk of recurrence classification system.

Low risk

Intermediate risk

High risk

All these criteria are met:

Any of these criteria are met:

Any of these criteria are met:

- no local or distant
metastases

- all macroscopic tumor has
been resected

- no tumor invasion of
locoregional tissues

- microscopic invasion of
tumor into the perithyroidal
soft tissues

- cervical lymph node
metastases or I"*! uptake
outside the thyroid bed on the
post-treatment scan
performed after thyroid
remnant ablation

- tumor with aggressive
histology (e.g.: tall cell,
insular, columnar cell, Hirthle
cell, follicular) or vascular
invasion

- macroscopic tumor invasion

- incomplete tumor resection
with gross residual disease

- distant metastasis

- tumor with no aggressive
histology

- no vascular invasion

- no I"* uptake outside the
thyroid bed on the post-
treatment scan (if performed)

ATA: American Thyroid Association, I"*: lodine™"

Table II: reclassification according to the system proposed by the MS-KCC at 2 years
after IT

Excellent response Acceptable response Incomplete response

All these criteria are met:

- Suppressed and stimulated
thyroglobulin (Tg) < 1 ng/ml
- Neck ultrasound with no
evidence of disease

- CT/MRI and/or nuclear
medicine scan with no
evidence of disease (if
performed)

Any of these criteria are met:

- Suppressed Tg < 1 ng/ml
and stimulated Tg =21 and <
10 ng/ml

- non-specific changes or
stable lymph nodes less than
1 cmin size on neck
ultrasound

- CT/MRI and/or nuclear
medicine scan showing
nonspecific changes, though
not completely normal

Any of these criteria are met:

- Suppressed Tg =1 ng/ml or
stimulated Tg =10 ng/ml

- Rising Tg values

- persistent or recently

identified disease on CT/MRI
and/or nuclear medicine scan

MS-KCC: Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, IT: initial therapy, Tg: thyroglobulin, CT:
computed tomography, MRI: magnetic resonance imaging

RESULTS

We reviewed the medical records of 31 patients with histologic diagnosis of DTC. They
were initially classified according to the ATA system (Figure 1) as low risk (n = 17; 54.8
%), intermediate risk (n = 13; 42 %) and high risk (n = 1; 3.2 %). Patients were
subsequently reclassified following the MS-KCC system at 2 years after IT (Figure 2)
as having an excellent response (n = 25; 80.6 %), an acceptable response (n = 6; 19.4
%) and an incomplete response (n = 0; 0 %).

At 2 years after IT, of the patients initially classified as low-risk, 14 (82.4 %) had an
excellent response and 3 (17.6 %) had an acceptable response; of the intermediate-
risk patients, 11 (84.6 %) had an excellent response and 2 (15.4 %) had an acceptable
response and of the high-risk patients, 1 (100 %) had an acceptable response (Figure
3).



All 13 patients classified as intermediate risk according to the ATA system were thus
classified based on the following:

- Six patients (46.2%) had cervical lymph nodes metastasis, all of them with an
excellent response.

- Four patients (30.7%) had aggressive histology and microscopic invasion into
the perithyroidal soft tissue, with an excellent response in three of them and an
acceptable response in one.

- One patient (7.7%) with microscopic invasion into the perithyroidal soft tissue,
with an excellent response.

- One patient (7.7%) with aggressive histology, microscopic invasion into the
perithyroidal soft tissue and cervical lymph node metastasis, with an excellent
response.

- One patient (7.7%) with iodine uptake outside the thyroid bed on the whole
body scan after iodine ablation, with an acceptable response.

The clinical status of patients at 2 years after IT was: 25 patients (80.6 %) free of
disease (FOD), 6 patients (19.4 %) with biochemical persistence (BP) and there was
no structural persistence (SP), recurrence (R) or death (D) (Figure 4).

The mean follow-up was 51.3 months. The clinical status after follow-up was: 25
patients (80.6 %) FOD, 4 patients (12.9 %) with BP and 0 (0%) with SP, R or D; with 2
patients (6.5%) lost to follow-up (LTFU) (Figure 5).

At the end of the long-term follow-up, of the patients with an excellent response, 24 (96
%) remained FOD, and 1 (4%) was LTFU, and of the patients with an acceptable
response, 1 (16.7 %) remained FOD (initially classified as low-risk), 4 (66.6 %)
remained with BP, 1 (16.7 %) was LTFU and there was no SP, R or D (Figure 6).

Mumero de 7
pacientes 54.8 %
15
42 %
10
3.2%
0
Ries@gn Bajo Rigs @t Inte rmdio Riesgo Allo

ATA: American Thyroid Association

Figure 1. Patients classified by the ATA Initial risk of recurrence classification system
Referencias de la figura:

Numero de pacientes: number of patients

Riesgo bajo: low risk

Riesgo intermedio: intermediate risk

Riesgo alto: high risk

Cambiar comas por puntos en los decimales.
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Figure 2. Patients reclassified by the MS-KCC at 2 years after IT.
Referencias de la figura:

Numero de pacientes: number of patients

Respuesta excelente: excellent response

Respuesta aceptable: acceptable response

Respuesta incompleta: incomplete response

TI: tratamiento inicial: IT: initial therapy

Cambiar comas por puntos en los decimales
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Figure 3. Response to IT according to ATA initial risk
Referencias de la figura:

Numero de pacientes: number of patients

Respuesta excelente: excellent response

Respuesta aceptable: acceptable response

Riesgo bajo: low risk

Riesgo intermedio: intermediate risk

Riesgo alto: high risk

TI: tratamiento inicial: IT: initial therapy

Cambiar comas por puntos en los decimales
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Figure 4. Clinical status of the patients at 2 years after IT.
Referencias de la figura:

TI: tratamiento inicial: IT: initial therapy

LE: libre de enfermedad: FOD: free of disease

PB: persistencia bioquimica: BP: biochemical persistence
PE: persistencia estructural: SP: structural persistente

R: recurrencia: R: recurrence

F: fallecimiento: D: death.

Cambiar comas por puntos en los decimales
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Figure 5: Clinical status of the patients after follow-up

Referencias de la figura:

NUmero de pacientes: number of patients

LE: libre de enfermedad: FOD: free of disease

PB: persistencia bioquimica: BP: biochemical persistence

PE: persistencia estructural: SP: structural persistente

R: recurrencia: R: recurrence

F: fallecimiento: D: death.

SD: sin datos por falta de seguimiento de los pacientes: LTFU: lost to follow-up
Cambiar comas por puntos en los decimales
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Figure 6. Clinical status after follow-up according to response to IT
Referencias de la figura:

Numero de pacientes: number of patients

TI: tratamiento inicial: IT: initial therapy

LE: libre de enfermedad: FOD: free of disease

PB: persistencia bioquimica: BP: biochemical persistence

SD: sin datos por falta de seguimiento de los pacientes: LTFU: lost to follow-up
Cambiar comas por puntos en los decimales

DISCUSSION

It is universally accepted that staging of patients with DTC is essential in order to
identify patients at high risk of recurrence or mortality so that they can receive a more
intensive treatment and follow-up than patients at low risk, who will not require
additional treatments or costly tests . Over the years, different authors have
published a large number of staging systems for DTC 2. In 2008, Tuttle ® introduced
the idea of reclassifying patients based on response to treatment 2 years after IT with
the aim of modifying the risk of recurrence so as to increase or decrease the intensity
of future treatment and follow-up of patients accordingly. Other authors, such as
Castagna et al. @ and Koch ¥ agree that delaying risk stratification of patients at a
time when the response to IT is evident allows to better define individual risk.

According to our data, reclassification was very useful mainly in the intermediate-risk
group, as in our study 84.6% had an excellent response to IT. In this group of patients,
the long-term outcome is expected to be better than the prognosis based on initial
classification ©. It should be highlighted that according to our experience, 46.2% of
patients classified as intermediate-risk were included in this group only because of the
presence of metastatic cervical lymph nodes, independently of their number and
location. Further studies are required to evaluate whether risk is being overestimated in
these patients “?. Tuttle et al ™ reported a decrease in the risk of recurrence, more
evident in the intermediate-risk group with an excellent response to IT (from 18% to
2%). As a result, patients with an excellent response at 2 years after IT, initially
classified as intermediate risk for recurrent disease, might be down staged to the low-
risk category. Likewise, patients initially classified as high risk for recurrent disease with
an excellent response might be down staged to the intermediate risk category ™ A
limitation of the reclassification proposed by the MS-KCC is that it may only be applied
to patients treated with total thyroidectomy and radioiodine ablation.

The group of patients with an acceptable response includes patients that probably have
minimal residual disease, with detectable but persistently low Tg levels, pathological
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cervical lymph nodes less than 1 cm in diameter. These patients will generally require
observation, as the risk of repeat surgery or additional doses of radioiodine probably
outweighs the potential clinical benefit. In many of these patients, Tg levels will decline
years after IT, and in the absence of structural disease, they will be re-staged as
having an excellent response. In addition, patients with an acceptable response who
develop progressive structural disease or rising Tg levels might be re-staged as having
an incomplete response, which will lead to changes in their follow-up ©!?. Long-term
studies are required to determine which patients with an acceptable response will
develop clinically evident disease progression ©.

Re-staging of patients based on response to IT will enable optimization of their follow-
up, on the way towards the development of a new long-term follow-up paradigm for
patients with DTC. Therefore, we will be able to intensify the treatment and follow-up of
patients with an incomplete or acceptable response and avoid too aggressive
treatments or too intensive follow-ups in those patients who have an excellent
response, minimizing complications and adverse effects ©.

Even if the mean follow-up in our patients was 51.3 months, there was a good
correlation between clinical status at 2 years after IT and at long-term follow-up
completion, mainly in the excellent response group. In agreement with Tuttle et al @,
none of our patients with an acceptable response to IT had recurrence or structural
persistence during follow-up.

A limitation of our study was the low number of patients classified as high risk
according to the ATA system, because our site is not an oncology reference center.

In the future, apart from response to IT, perhaps biological factors and/or molecular
markers could be added to existing staging systems for improving survival prediction in
patients with DTC @,
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RESUMEN

Introduccion: Para la determinacion de 25 hidroxivitamina D, (250HD) existen varias opciones metodolé-
gicas. La falta de estandarizacion entre las mismas puede arrojar resultados disimiles que podria acentuarse
en el caso de pacientes suplementados con distintas formas de la vitamina D.

Objetivo: comparar tres metodologias para la cuantificaciéon de 250HD y evaluar los resultados de 250HD
de sujetos sin tratar con los que reciben ergocalciferol (D2), colecalciferol (D3), o ambos.

Materiales y métodos: Se analizaron 82 muestras por QLIA de Abbott Diagnostics (Architect 11000), EQLIA
de Roche Diagnostics (Cobas 601) y RIA DiaSorin. Las muestras se distribuyeron en cuatro grupos: G1: sin
tratamiento previo; G2: tratados con D2; G3: tratados con D3 y G4: tratados con D2 + D3.

Resultados: En el total de las muestras se observé una diferencia significativa entre las medias de 250HD
evaluadas por los tres métodos (F: 14,80, p < 0,0001), siendo similares entre RIA y EQLIA, pero menores
con QLIA (p < 0,05). En los cuatro grupos estudiados las medias con RIA y EQLIA fueron comparables en
presencia o no de tratamiento. En G2 se observé una tendencia significativa a niveles méas bajos con QLIA,
respecto de los otros dos métodos (p = 0,0003), y en G4 también (p < 0,02). En G3 dicha diferencia, aunque
significativa (p < 0,05), fue menos marcada. En los graficos de diferencias, Bland y Altman, QLIA subestimé
las concentraciones medidas en comparacién con EQLIA, A media de RIA: — 5,69 a — 14 ng/mL). Esto no se
visualizé en la comparacién de EQLIA y RIA (A: - 3,45 a 0,47 ng/mL).

Conclusiones: Existen diferencias metodoldgicas en el disenio y especificidad de los inmunoensayos que
reconocen en distinta proporciéon la 250HD y sus metabolitos. Se podria clasificar de manera diferente la
suficiencia o insuficiencia de vit D, dependiendo de la metodologia utilizada. Los resultados sugieren que
RIA y EQLIA arrojan mediciones comparables en pacientes sin tratamiento, tratados con vitamina D2, D3
o ambas. Rev Argent Endocrinol Metab 51:15-24, 2014
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Palabras clave: vitamina D, 25 (OH) colecalciferol, inmunoensayos

ABSTRACT

Introduction: There are several methodological options for 25 hydroxyvitamin D (250HD) measurement.
The lack of standardization across methods can lead to discrepant results, which could be accentuated in
the case of patients supplemented with different forms of vitamin D.

Objective: To compare three methods for 250HD quantification and to compare the 250HD results from
untreated subjects with those obtained from subjects receiving ergocalciferol (D2), cholecalciferol (D3), or both.
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Materials and Methods: We analyzed 82 samples by QLIA of Abbott Diagnostics (Architect i11000), EQLIA
Roche Diagnostics (Cobas 601) and RIA DiaSorin. Samples were divided into four groups: G1: untreated; G2:
treated with D2, G3 treated with D3 and G4: treated with D2 + D3.

Results: Considering all samples, there was a significant difference between mean 250HD results obtained by
the three methods (F: 14.80, p < 0.0001), being similar with RIA and EQLIA but lower with QLIA (p < 0.05).
In the four groups studied, RIA and EQLIA results were similar in the presence or absence of treatment. In
G2, there was a significant trend to lower levels with QLIA, compared to the other two methods (p = 0.0003),
and the same trend was observed in G4 (p < 0.02). This difference in G3, albeit significant (p < 0.05), was
less marked. Bland and Altman showed that QLIA underestimated the measured concentrations compared
with EQLIA, average A RIA: - 5.69 to — 14 ng/mL). This was not observed when comparing EQLIA vs. RIA
(A: - 3.45 to 0.47 ng/mL).

Conclusions: There are methodological differences in the design and specificity of immunoassays, which
recognize 250HD and its metabolites in different proportions. Therefore, patients might be classified as
250HD sufficient or insufficient depending on the methodology used. Results suggest that RIA and EQLIA
measurements are comparable in untreated patients and in patients treated with vitamin D2, D3 or both.

Rev Argent Endocrinol Metab 51:15-24, 2014
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INTRODUCCION

La valoraciéon del estatus de vitamina D me-
diante la determinacién de los niveles séricos
de 25 (OH) Vitamina D (250HD) ha cobrado
importancia creciente en la practica clinico-
endocrinoldgica, tanto en la poblacién general,
como en pacientes osteopénicos®, permitiendo
la deteccion de insuficiencia o deficiencia de la
misma, seleccionando asi los sujetos pasibles
de tratamiento sustitutivo®. La medicién de
250HD es también util para el diagnéstico di-
ferencial del hiperparatiroidismo secundario,
el raquitismo y la osteomalacia, entre otras
afecciones del metabolismo mineral®. Por otra
parte, el descenso de los niveles de vitamina D
se asocia epidemiol6gicamente a un aumento del
riesgo de ciertos canceres“® y de enfermedades
cardiovasculares®. Si bien, no existe una cifra
universalmente aceptada para definir el estatus
de 25 hydroxivitamina D (250HD) en una pobla-
ci6n determinada'?, se suele aceptar como defi-
ciencia cifras menores a 20 ng/mL (50 nmol/L)
e insuficiencia a cifras comprendidas entre 20
y 29 ng/mL®. Para la mayoria de los autores
se considera suficiencia de vitamina D a cifras
mayores a 30 ng/mL (75 nmol/L)%%,

Existe suficiente evidencia clinica para afirmar
que, en pacientes con osteopenia u osteoporosis,
un tratamiento con dosis iguales o mayores a 700
Ul por dia de vitamina D reduce la pérdida de
masa 6sea y la incidencia de fracturas®-19, Asi, el
monitoreo del tratamiento con vitamina D2 (er-

gocalciferol) o D3 (colecalciferol) puede también

requerir de la medicién de 250HD.

En la medicién de la vitamina D, pueden influir
variables tanto preanaliticas’” como analiticas que
afecten la interpretacién de los resultados®19.
No obstante los avances recientes en este campo,
existen varios aspectos conceptuales y metodolé-
gicos a definir:

— Diferentes metodologias de laboratorio para su
determinacién ya que en la tltima década se han
desarrollado varios inmunoensayos automati-
zados orientados a medir Vitamina D en forma
mas rapida y econémica, en comparacién con
el tradicional RIA. Igual que con el RIA, estos
nuevos inmunoensayos representan desafios
metodoldgicos no resueltos atn, por ejemplo mé-
todo de referencia, estandares internacionales,
trazabilidad, especificidad, etc.?.

— Disparidad en la afinidad de las proteinas de
captura de los ensayos por los metabolitos
séricos de la vitamina D, de disimil actividad
biolégica y reactividad, lo que genera diferencias
en la especificidad de los métodos utilizados.

— Multiples férmulas terapéuticas disponibles
(D3, D2 o ambas), complican atin mas la si-
tuacion, en funcién de las diferencias antes
mencionadas.

Dada la existencia de distintos inmunoensayos
para la mediciéon de 250HD, resulta apropiado
conocer las eventuales diferencias metodolégicas
entre los mismos, con el fin de emplearlos de modo
eficiente, en el contexto clinico adecuado, tanto en
pacientes sin o con tratamiento con D2, D3 o ambas.
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OBJETIVOS

Comparar tres metodologias para la determinacién
de 250HD en sujetos sin tratamiento previo y en
aquellos que reciben ergocalciferol (D2), colecal-
ciferol (D3) o ambos.

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 82 muestras de pacientes por tres
metodologias: 25- OH Vitamina D por Quimiolumi-
niscencia (QLIA) de Abbott Diagnostics (Architect
11000) revisado en junio de 2011, vitamina D Total
Electroquimioluminiscencia (EQLIA) de Roche
Diagnostics (Cobas 601) y radioinmunoensayo ma-
nual (RIA) de DiaSorin, considerado como método
de comparacién por ser utilizado habitualmente en
nuestro medio y con el que se obtuvieron los valo-
res de corte actualmente propuestos. Los métodos
automatizados de Abbott y Roche Total son de pre-
sentacion reciente en el mercado. La formulacién
de EQLIA vitamina D total es distinta al disefio
de 2007 que solo reconocia 250HD3 utilizando
anticuerpo policlonal y sin extraccion previa. Las
muestras por RIA se midieron por duplicado.

Las tres metodologias tienen un paso de extrac-
cién previo, distinta especificidad de anticuerpos
y diseno. (Tabla Iy II)

Se incluyeron pacientes sin y con tratamiento
(minimo de dos meses) con vitamina D y se dis-
tribuyeron en cuatro grupos:

— grupo 1 (G1): pacientes sin tratamiento previo

(n =19)

— grupo 2 (G2): pacientes suplementados con D2

(n = 21)

— grupo 3 (G3): pacientes suplementados con D3

(n =21)

— grupo 4 (G4): pacientes suplementados con D2

+ D3 (n = 21).
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Las muestras, una vez extraidas en tubos con
gel, fueron centrifugadas dentro de la hora y alma-
cenadas hasta su procesamiento a — 20 °C.

Los datos fueron evaluados por andlisis de
varianza (ANOVA) con ajuste de Bonferroni®®®.
ANOVA determina si las diferencias que exis-
ten entre las medias de tres o mas grupos son
estadisticamente significativas. Si las medias
difieren por ANOVA, el ajuste de Bonferroni
de comparaciones multiples, determina cuéles
grupos son homogéneos entre si con una deter-
minada significancia estadistica. La correlacién
se obtuvo por la regresién lineal de Passing
Bablok®?, sin requerimientos especiales con
respecto a la distribucién de las muestras y los
errores de medicién. El resultado no depende de
la asignacién de los métodos a X e Y. La pendiente
e interseccién se calculan con un intervalo de
confianza del 95 %.

Los promedios versus las diferencias se obtuvie-
ron por Bland y Altman®?, que evalaa la concor-
dancia entre dos métodos de medida. Consiste en
representar la diferencia entre cada par de valores
versus su media. En el caso de que no haya error
sistematico, los puntos se distribuiran de forma
aleatoria a uno y otro lado de la recta correspon-
diente a la diferencia cero entre medidas. Los
programas estadisticos utilizados fueron Method
Validator Software: comparison plots y Statistix
Analytical Software 1985-2000.

RESULTADOS

Resultados del total de las muestras

En la Tabla III se muestran los resultados de to-
dos los pacientes (del grupo 1 al 4), sin distincién
del tipo de tratamiento recibido, ya que ésta es la
modalidad con que se reciben las muestras en el
laboratorio.

Tabla I. Caracteristicas principales de tres ensayos de 25 (OH) vitamina D segun indicacion de los fabricantes

Disefo RIA QLIA EQLIA
Extraccion previa Acetonitrilo Metanol-TEA -ANSA Ditiotreitol
Captura Policlonal Policlonal Proteina de union de vitamina D
Separacion 2° Anticuerpo Ac Monoclonal Antibiotina  Microparticulas Estreptavidina
Marca 1251 Vitamina D Acridina Vitamina D Prot de unién Rutenilada + Biotina Vitamina D

Rango de medicién
CV % entre ensayos
segun fabricante

5-100 ng/mL
8,2 % (22,7 ng/mL)
11,0 % (49,0 ng/mL)

8-160 ng/mL

4,6 % (19,5 ng/mL)
2,8 % (38,0 ng/mL)

3-70 ng/mL
8,5 % (17,1 ng/mL)
5,8 % (29,4 ng/mL)
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Tabla Il. Especificidad de los tres ensayos para las distintas formas de vitamina D segun

indicacion de los fabricantes

Especificidad RIA % QLIA % EQLIA %
25 OH Vitamina D3 100 105 98
25 OH Vitamina D2 100 82* 81
24,25 (OH)2 Vitamina D3 100 112 121
24,25 (OH)2 Vitamina D2 100 - -
1,25 (OH)2 Vitamina D3 11 12,6 5
1,25 (OH)2 Vitamina D2 11 - 6
Colecalciferol (Vitamina D3) 0,8 0,3 5
Ergocalciferol (Vitamina D2) 0,8 0,1 6
Epimero C3 de 25 (OH) vitamina D - 2,7 93

Ref.: *82 % calculado por método no convencional a dosis bajas.

La especificidad se calcula habitualmente como:

valor obtenido muestra con agregado (ng/mL) -
- valor obtenido muestra sin agregado (ng/mL)

X 100
concentracién agregada (ng/mL)

% Reactividad Cruzada =

En el caso particular de la metodologia de QLIA (*) la estimacion fue realizada de otra manera:
se utilizaron muestras sin agregado y que cumplian la relacién 25-OH vitamina D3 /25-OH

vitamina D2 > 10,0 y concentracién de 25-OH vitamina D3 < 5,0 ng/mL.

% Reactividad Cruzada D2 =

25-OH Vitamina D Total (Architect)- 25- OH vitamina D3 (LC-MS/MS) X

25-OH vitamina D2 (LC-MS/MS)

Tabla lll. Resultados de todos los pacientes por las tres metodologias:

Media Desv est  Minimo Maximo p 25

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)  (ng/mL)
RIA N =82 34,1 12,1 8,9 67,9 24,1
QLIA N =82 25,9 7,7 111 48,9 20,7
EQLIA N =82 33,1 11,2 3,6 53,3 24,4

Ref.: Anova: F =14,80; p < 0,0001; Bonferroni p < 0,05

Se observo una diferencia significativa entre las
medias de 250HD obtenidas por los tres métodos
(F: 14,80, p < 0,0001). Las medias y los percentilos
de los métodos RIA y EQLIA no difirieron signi-
ficativamente, pero ambos fueron disimiles a la
medicion por QLIA (p < 0,05). Los datos obtenidos
por QLIA y EQLIA respecto al RIA mostraron que,
si bien la correlacién es similar (r: 0,692 y 0,704
respectivamente), las pendientes difirieron signi-
ficativamente. EQLIA mostré mayor similitud con
RIA, como se aprecia en la Tabla IV y Grafico 1.
Con Bland y Altman la diferencia media QLIA vs.

Tabla IV. Parametros de la curva de comparacion de QLIA
y EQLIA con RIA

Pendiente Interseccion (ng/mL) r
QLIA 0,59 4,93 0,692
EQLIA 0,92 2,09 0,704

RIA fuede - 8,64 (- 1,06 a— 6,72) ng/mL mientras
que en el caso de EQLIA vs. RIA fue de - 0,987
(- 2,94 a 0,963) ng/mL, confirmando esta diferen-
cia entre ambas metodologias.
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Resultados de los grupos segtn tratamiento

con D3, G3 y medicados con D2 + D3, G4. Las
medias de 250HD obtenidas midiendo con RIA y

Se muestran los resultados de 250HD (ng/ml) de EQLIA fueron similares, independientemente de
los 4 grupos (Tabla V), es decir para los pacien- la presencia o no de tratamiento. En el grupo G1,
tes sin tratamiento, G1; tratados con D2, G2; se observé una tendencia a valores mas bajos con

Tabla V. Resultados de 250H D (ng/ml) de los grupos

RIA QLIA EQLIA F p
G1 Media 26,1 20,9 24,8 1,57 0,2175
DS 8,5 7,3 11,6
Rango 16,4-45,2 11,1-38,5 3,6-45,9
G2 Media 37,9 25,1 34,9 9,08 0,0003
DS 13,5 6,6 9,5
Rango 10,3-67,0 14,5-39,6 20,7-52,9
G3 Media 36,2 29,8 36,7 3,28 0,0443
DS 10 7,8 11,2
Rango 18,3-57,6 18,5-48,9 15,7-53,3
G4 Media 35,1 26,9 34,9 4,55 0,0147
DS 12,5 6,6 13,7
Rango 8,9-56,4 13,7-38,0 18,7-48,6
Ref.: F: estadistico de ANOVA. p: valor de p.
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Grafico 1. Resultados del total de muestras. Comparacion de metodologias QLIA y EQLIA vs. RIA. Graficos de a) Bland y
Altman. Linea continua representa la diferencia media entre ambas metodologias. Lineas punteadas representan el intervalo
de confianza del 95 % de la diferencia media entre ambas metodologias b) Passing- Bablok. Andlisis de regresion: linea
punteada: recta tedrica; linea continua: recta obtenida de la comparacién de los métodos.
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QLIA no significativa (p = 0,2175), respecto de
los otros dos métodos. La diferencia se acentué en
G2 (p = 0,0003), y algo menos en G4 (p < 0,02).
En G3 dicha diferencia, aunque significativa
(p < 0,05), fue menos marcada.

La concordancia de QLIA y EQLIA con RIA
(Tabla VI) fue similar (r: > 0,67) en los grupos
G1 a G3, pero disminuyé en G4 (r: ~0,5). Los
grupos 2y 4 mostraron menor pendiente para am-
bas metodologias, siendo mas marcado en QLIA.
(Grafico 2 al 5).

El analisis de las diferencias por Bland y Altman
mostré que QLIA subestimaria las concentraciones
medidas en comparacion con EQLIA sobre todo en
los pacientes tratados con D2 (G2 y G4) (diferen-
cia media de QLIA y RIA = - 5,69 a — 14,0 ng/mL
segun el grupo). Asi, se observé con QLIA que en
el G1 el 71 % de los pacientes tuvieron valores infe-
riores al promedio de RIA, esta diferencia ascendié
a2 90,5 % en el G2. En cambio, la diferencia media
EQLIA y RIA fue de - 3,45 a 0,47 ng/mL segtn el
grupo (Graficos 2 al 5).
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DISCUSION

En los dltimos anos se ha incrementado la eva-
luacién de los niveles séricos de 250HD debido
al avance del conocimiento de los efectos clasicos
y no clasicos de la hormona en su asociacién con
distintas patologias. Tradicionalmente el ensayo
RIA del fabricante DiaSorin fue el mas emplea-
do, pero el mismo es operador dependiente y los
tiempos de procesamiento son prolongados. A los
fines de acelerar la obtencion de los resultados se
han desarrollado varias metodologias que utilizan
plataformas automatizadas.

Los disenos de las metodologias de medicion de
250HD considerados en este trabajo tienen simili-
tudesy diferencias a conocer a la hora de evaluar el
desempeno de cada uno. Para interpretar los resul-
tados en la muestra total, es importante analizar
las caracteristicas que se muestran en la Tabla 1.

La proteina transportadora de vitamina D
(VDBP)®# liga entre el 85y 88 % de la 250HD y
sus metabolitos séricos mientras que la albamina

QLIA vs. RIA:
a
o
& 15, Diferencia
-
3 10
o
3 s .
85
220 o8
BE |--4%--e -~
g7 - - 559
: .. TSN FP— 823
€ 0 ° &
;§ Py ] ®
& -15
2 Media
S 20 .
10 15 20 25 30 35 40
Promediodevalores250H D (ng/mL)
EQLIA vs. RIA:
a
% 45 Diferencia
o
£ 10
& e
2 s ° A
b o - 8. __@ 193
S 0 P R 94 03
o = &
e o o * 398
ge = °
3 °
> 10
®
k-3
g 15 °
& Media
£ 20
a 10 20 30 40 S0
Promedio de valores 250H D (nginL)

40 QLA

30

20

250HD (rgimLYGUIA

250HD (ng/mL)RIA
Pendiente:0,92(0,59-1,6)
Ord.Origen: - 4,51 (-20,46 -4 66)

5o EQLA

40

30

250HD (ngmL)EGLIA
S

[} 10 20 30 40 50
250HD (ng/mL)RIA

Grafico 2. Resultados del Grupo 1 (G1) Comparacion de metodologias QLIA y EQLIA vs. RIA. Gréficos de a) Bland y Al-
tman. Linea continua representa la diferencia media entre ambas metodologias. Lineas punteadas representan el intervalo
de confianza del 95 % de la diferencia media entre ambas metodologias b) Passing- Bablok. Analisis de regresion: linea
punteada: recta tedrica; linea continua: recta obtenida de la comparacion de los métodos.
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Grafico 3. Resultados del Grupo 2 (G2) Comparaciéon de metodologias QLIA y EQLIA vs. RIA. Gréficos de a) Bland y Altman.
Linea continua representa la diferencia media entre ambas metodologias. Lineas punteadas representan el intervalo de con-
fianza del 95 % de la diferencia media entre ambas metodologias b) Passing- Bablok. Analisis de regresion: linea punteada:
recta tedrica; linea continua: recta obtenida de la comparacién de los métodos.

del 12 al 15 %; solo el 0,03 % circula libre. Para
poder medir la vitamina D es indispensable liberarla
de dichas proteinas mediante el pretratamiento
del suero. Los tres métodos considerados utilizan
distintos reactivos para su separacion; se supone
que los tres realizan una extraccién completa®+29.

Ademas de 250HD, en circulacién plasmatica
se encuentran otros metabolitos tales como el cole-
calciferol (vitamina D3), calcitriol y los 24 hidroxi-
lados, asi como la vitamina D2 (ergocalciferol) si
el paciente la estuviera recibiendo. El reactivo de
captura es el componente mas importante para
otorgar especificidad a un inmunoensayo y su reac-
cion cruzada definira este parametro. En dos de los
inmunoensayos evaluados se utilizan anticuerpos
policlonales (de distinta especificidad) mientras
que el reactivo de EQLIA es la misma proteina
transportadora, VDBP (Tabla 2).

De acuerdo a los fabricantes, las especificidades
de los diferentes métodos son similares (aunque
no idénticas). En funcién de nuestros resultados,

podrian no ser comparables, como también se su-
giere en®”. Al analizar las muestras en conjunto
se observa que QLIA arroja valores significativa-
mente mas bajos (ANOVA) en todo el rango de
concentraciones (Tabla III). QLIA se diferencia
significativamente del resto al aplicar el ajuste por
Bonferroni. Los métodos Bland y Altman como
Passing Bablok lo confirman. Seria de interés re-
plicar y ampliar estas observaciones con un mayor
namero de muestras.

Al presente, la definicién del status poblacional
de vitamina D es universal e independiente de
la metodologia empleada®®. En funcién de las
diferencias observadas en nuestro estudio po-
drian surgir dificultades al momento de evaluar
pacientes, los que podrian ser clasificados como
insuficientes por una metodologia y suficientes
por otra, particularmente en niveles cercanos al
valor de corte.

Cuando dividimos las muestras en los cuatro
grupos, considerando la suplementacién recibida,
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Grafico 4. Resultados del Grupo 3 (G3) Comparacién de metodologias QLIA y EQLIA vs. RIA. Gréficos de a) Bland y Al-
tman. Linea continua representa la diferencia media entre ambas metodologias. Lineas punteadas representan el intervalo
de confianza del 95 % de la diferencia media entre ambas metodologias b) Passing- Bablok. Analisis de regresion: linea
punteada: recta tedrica; linea continua: recta obtenida de la comparacion de los métodos.
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Grafico 5. Resultados del Grupo 4 (G4) Comparaciéon de metodologias QLIA y EQLIA vs. RIA. Gréficos de a) Bland y Al-
tman. Linea continua representa la diferencia media entre ambas metodologias. Lineas punteadas representan el intervalo
de confianza del 95 % de la diferencia media entre ambas metodologias b) Passing- Bablok. Andlisis de regresion: linea
punteada: recta tedrica; linea continua: recta obtenida de la comparacion de los métodos.
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Tabla VI. Resultados de la correlaciéon QLIA versus RIA y EQLIA versus RIA

QLIA EQLIA
Pendiente Interseccion r Bland y Altman Pendiente Interseccion r Bland y Altman
G1 0,92 -4,5 0,77 - 5,69 1,33 -8,6 0,86 - 1,03
G2 0,48 6,31 0,73 - 14,0 0,66 10,11 0,67 - 3,45
G3 0,76 2,68 0,85 - 6,45 1,11 - 3,83 0,79 0,47
G4 0,44 10,24 0,54 - 8,28 0,69 10,93 0,47 -0,32

estas diferencias entre metodologias se acentuaron
(Tabla V). En el grupo de pacientes no tratados
(G1) se verifico la tendencia de lo observado en el
total de las muestras. Es probable que la ausencia
de significacion estadistica se deba al niimero de
muestras. En el grupo de pacientes tratados con
vitamina D3 (G3) la tendencia a medir valores in-
feriores con QLIA alcanzé el nivel de significacion.
En los pacientes tratados con D2 (G2 y G4), la
aparente subestimacion de los niveles de 250HD
fue atin mayor (Tabla VI).

En nuestra opinién, los hallazgos en su conjun-
to podrian atribuirse a diferencias mayores en la
especificidad de los métodos, que las descriptas
por los fabricantes en sus insertos.

Estos conceptos también son relevantes en el
monitoreo de la terapia sustitutiva, donde por
el QLIA considerado en este trabajo, podrian no
verse reflejado el verdadero cambio del estatus de
vitamina D.

En nuestro medio existen otros inmunoensayos
cuya deteccion se realiza por QLIA. Por ejemplo,
comparando los dos ensayos de DiaSorin, RIA
con QLIA (LIAISON)®® si bien hubo una buena
concordancia entre si, se observé con el dltimo, un
bias positivo en la poblacién estudiada.

Finalmente, consideramos de importancia que
el laboratorio al informar un resultado de 250HD,
indique la especificidad del método utilizado para
ergo y colecalciferol, con el fin de que el médico
tratante pueda monitorear correctamente la tera-
pia sustitutiva.
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Comparison of Three Methods for 25 Hydroxyvitamin D
Measurement in Patients with no Supplementation or Supplemented
with Ergocalciferol, Cholecalciferol or Both.
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ABSTRACT

Introduction: There are several methodological options for 25 hydroxyvitamin D (250HD)
measurement. The lack of standardization across methods can lead to discrepant results,
which could be accentuated in the case of patients supplemented with different forms of vitamin
D.

Objective: To compare three methods for 250HD quantification and to compare the 250HD
results from untreated subjects with those obtained from subjects receiving ergocalciferol (D2),
cholecalciferol (D3), or both.

Materials and Methods: We analyzed 82 samples by CLIA of Abbott Diagnostics (Architect
i1000), ECLIA Roche Diagnostics (Cobas 601) and RIA DiaSorin. Samples were divided into
four groups: G1: untreated; G2: treated with D2, G3 treated with D3 and G4: treated with D2 +
D3.

Results: Considering all samples, there was a significant difference between mean 250HD
results obtained by the three methods (F: 14.80, p <0.0001), being similar with RIA and ECLIA
but lower with CLIA (p <0.05). In the four groups studied, RIA and ECLIA results were similar in
the presence or absence of treatment. In G2, there was a significant trend to lower levels with
CLIA, compared to the other two methods (p = 0.0003), and the same trend was observed in
G4 (p <0.02). This difference in G3, albeit significant (p <0.05), was less marked. Bland and
Altman showed that CLIA underestimated the measured concentrations compared with EQLIA,
average A RIA: - 5.69 to — 14 ng/mL). This was not observed when comparing ECLIA vs. RIA
(A: - 3.45to 0.47 ng/mL).

Conclusions: There are methodological differences in the design and specificity of
immunoassays, which recognize 250HD and its metabolites in different proportions. Therefore,
patients might be classified as 250HD sufficient or insufficient depending on the methodology
used. Results suggest that RIA and ECLIA measurements are comparable in untreated
patients and in patients treated with vitamin D2, D3 or both.
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INTRODUCTION

Vitamin D status assessment by measuring serum 25 (OH) Vitamin D (250HD) levels
has gained growing importance in clinical endocrinology practice, both in the general
population ) and in patients with osteopenia®®, allowing for the detection of Vitamin D
deficiency or insufficiency, so that subjects eligible for replacement therapy can be
identified®. Measurement of 250HD is also useful for differential diagnosis of
secondary hyperparathyroidism, rickets and osteomalacia, among other disorders of
mineral metabolism®. In addition, decreased vitamin D levels have been
epidemiologically linked to an increased risk of certain cancers“® and cardiovascular
diseases®. While there is no universally accepted consensus to define 25
hydroxyvitamin D (250HD) status in a specific population®®, vitamin D deficiency is



usually defined as <20 ng/ml (50 nmol/L), and insufficiency as 20 to 29 ng/ml®. Most
authors define vitamin D adequacy as levels above 30 ng/mL (75 nmol/L)?.

There is enough clinical evidence to affirm that, in patients with osteopenia or
osteoporosis, therapy with daily doses of vitamin D equal to or above 700 IU reduces
bone mass loss and the incidence of fractures ***®. Thus, monitoring of treatment with
vitamin D2 (ergocalciferol) or D3 (cholecalciferol) may also require 250HD
measurement.

Vitamin D measurement may be influenced by both pre-analytical (17) and analytical
variables that may affect the interpretation of results *®'9. Despite recent advances in
this field, there are several conceptual and methodological aspects to be defined:

- The use of different laboratory methodologies, since in the last decade, several
automated immunoassays have been developed for measuring vitamin D in a
more rapid and economical manner than the traditional RIA. Like RIA, these
novel immunoassays pose methodological challenges still unresolved, i.e.,
reference method, international standards, traceability, specificity, etc.*”

- Differences in the affinity of the binding proteins of the assays for serum
vitamin D metabolites, with dissimilar biological activity and reactivity, which
generates differences in specificity across methods.

- The availability of multiple therapeutic formulae (D3, D2, or both) further
complicates the situation, based on the differences mentioned above.

Given the availability of various immunoassays for 250HD measurement, it is
appropriate to know the potential methodological differences so that they can be
efficiently used, in an adequate clinical setting, in untreated patients as well as in
patients treated with D2, D3 or both.

OBJECTIVES

The objective is to compare three methods for 250HD measurement in untreated
subjects and in subjects treated with ergocalciferol (D2), cholecalciferol (D3) or both.

MATERIALS AND METHODS

Eighty-two samples were analyzed by three methodologies: 250H Vitamin D by the
Abbott Diagnostics (Architect i1000) Chemiluminescence immunoassay (CLIA) revised
in June 2011, Roche Diagnostics vitamin D total electrochemiluminescence assay
(ECLIA) (Cobas 601) and DiaSorin manual radioimmunoassay (RIA), considered as
reference method because it is the standard method used in our setting from which the
currently proposed cutoff values have been obtained. Automated Abbot and Roche
Total methods have recently become commercially available. Vitamin D total ECLIA
formulation is different from the 2007 design, which only recognized 250HD using
polyclonal antibodies with no preceding extraction. RIA samples were measure in
duplicate.

All three methods have an extraction step prior to measurement, different antibody
specificity and design (Tables | and II).

Untreated patients and patients under treatment (for at least two months) with vitamin
D were enrolled and divided into four groups:

- Group 1 (G1): patients with no previous treatment (n = 19)

- Group 2 (G2): patients supplemented with D2 (n = 21)

- Group 3 (G3): patients supplemented with D3 (n = 21)

- Group 4 (G4): patients supplemented with D2 + D3 (n = 21).



Samples, once collected in gel tubes, were centrifuged within one hour and stored until
assayed at —20 °C.

Data were analyzed by a variance analysis (ANOVA) with Bonferroni adjustment®®.
The ANOVA determines if differences in means among three or more groups are
statistically significant. If differences are found by ANOVA, the Bonferroni adjustment
for multiple comparisons determines which groups are homogeneous to each other
with a certain statistical significance. Correlation was obtained by Passing-Bablok®"
regression analysis, with no special requirements regarding the distribution of the
samples and the measurement errors. The result does not depend on the assignment
of the methods to X and Y. The slope and intercept are calculated with a 95%
confidence interval.

Averages versus differences were obtained by the Bland and Altman method “?,
which assesses agreement between two methods of measurement. This approach
plots differences between a pair of values against their mean. If there is no systematic
error, the points will be distributed randomly on either side of the line corresponding to
0 on the axis representing the difference in the means. Statistical analyses were
performed using the Method Validator Software: comparison plots and Statistix
Analytical Software 1985-2000.

Table |. Main characteristics of three 25 (OH) vitamin D assays according to
manufacturers

Design RIA CLIA ECLIA
Previous extraction Acetonitrile Methanol-TEA -ANSA Dithiothreitol
Capture Polyclonal Polyclonal V'ta”?'” D binding

protein

Anti-biotin monoclonal Streptavidin

Separation Secondary antibody antibody microparticles

Ruthenylated Vitamin
Brand 125 vitamin D Acridine Vitamin D D binding protein +
biotinylated Vitamin D

Measuring range 5-100 ng/mL 8-160 ng/mL 3-70 ng/mL

Inter-assay CV% 8.2% (22.7 ngimL) 4.6 % (19.5ng/mL) 8.5 % (17.1 ng/mL)

according to
manufacturer 11.0 % (49.0 ng/mL) 2.8 % (38.0 ng/mL) 5.8 % (29.4 ng/mL)




Table Il. Specificity of all three assays for the various forms of vitamin D according to

manufacturer’s instructions

Specificity RIA % CLIA % ECLIA %
25 OH Vitamin D3 100 105 98

25 OH Vitamin D2 100 82 * 81

24,25 (OH)2 Vitamin D3 100 112 121
24,25 (OH)2 Vitamin D2 100 -- --

1,25 (OH)2 Vitamin D3 11 12.6

1,25 (OH)2 Vitamin D2 11 -

Cholecalciferol (Vitamin D3) 0.8 0.3 5
Ergocalciferol (Vitamin D2) 0.8 0.1 6
C3-epimer of 25 (OH) vitamin D -- 2.7 93

Ref.: *82% estimated by non-standard method at low doses.

Specificity is usually calculated as:

Spiked sample value (ng/mL) -
- unspiked sample value (ng/mL)

Cross-reactivity % = X 100
Concentration spiked (ng/mL)

In the specific case of CLIA methodology (*) the calculation was performed differently:
unspiked samples were used with a ratio of 25-OH vitamin D3 /25-OH vitamin D2 >
10.0 and a concentration of 25-OH vitamin D3 < 5.0 ng/mL.

25-OH Vitamin D Total (Architect)- 25- OH vitamin D3 (LC-MS/MS)
Cross-reactivity % D2 = X100
25-OH vitamin D2 (LC-MS/MS)

Table lll. Results of all patients by all three methodologies:

Mean Standard Min. Max. p 25 p 50 p 75
(ng/mL) deviation (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
(ng/mL)
RIA N=82 34.1 121 8.9 67.9 24.1 32.8 43.0
CLIA N=82 25.9 7.7 111 48.9 20.7 24.4 31.9
ECLIA N=82 331 11.2 3.6 53.3 24.4 32.9 42.1

Ref.. ANOVA: F =14.80; p < 0.0001; Bonferroni p < 0.05

Table IV. Parameters of the comparison curve for CLIA and ECLIA against RIA

SLOPE INTERCEPT (ng/mL) r

CLIA 0.59 4.93 0.692
ECLIA 0.92 2.09 0.704




RESULTS

Results of overall samples

Table Il shows results of overall patients (from group 1 to 4), regardless of the type of
therapy received, as this is the standard sample receipt procedure.

A significant difference was found among 250HD means obtained by all three methods
(F: 14.80, p < 0.0001). Means and percentiles of RIA and ECLIA did not significantly
differ, but both differed from CLIA measurement (p < 0.05). Data obtained by CLIA and
ECLIA as compared to RIA showed that, even if the correlation is similar (r; 0.692 and
0.704, respectively), the slopes significantly differed. ECLIA demonstrated higher
similarity with RIA, as shown in Table IV and Figure 1. The mean difference of CLIA vs.
RIA by the Bland and Altman method was -8.64 (-1.06 to -6.72) ng/ml, while for ECLIA
vs. RIA, the mean difference was -0.987 (-2.94 to 0.963) ng/mL, confirming this
difference between the two methods.

Results of groups according to treatment

Results of 250HD (ng/ml) for all 4 groups are shown in Table V for untreated patients,
G1; patients treated with D2, G2; patients treated with D3, G3 and patients treated with
D2 + D3, G4. Mean 250HD values obtained by RIA and ECLIA were similar,
regardless of the presence or absence of treatment. In G1, there was a non-significant
tendency to lower values with CLIA (p = 0.2175), compared to the remaining two
methods. The difference was more marked in G2 (p = 0.0003), and somewhat lower in
G4 (p < 0.02). In G3, such difference, albeit significant (p < 0.05), was less marked.

The agreement between CLIA and RIA was similar to that between ECLIA and RIA
(Table VI) (r: >0.67) in Groups G1 to G3, but decreased in G4 (r: ~0.5). Groups 2 and 4
showed a smaller slope for both methods, which is more marked in CLIA (Figures 2 to
5).

The analysis of differences by the Bland and Altman approach showed that CLIA would
underestimate the measured concentrations as compared to ECLIA, mainly in patients
treated with D2 (G2 and G4) (mean difference between CLIA and RIA = -5.69 to -14.0
ng/ml according to the group). Thus, CLIA showed that in G1, 71% of patients had
values below the RIA mean; this difference increased to 90.5% in G2. Instead, the
mean difference between ECLIA and RIA was -3.45 to 0.47 ng/ml according to the
group (Figures 2 to 5).



Table V. Results of 25(OH) D (ng/ml) for all groups:

RIA CLIA ECLIA F p
G1 Mean 26.1 20.9 24.8 1.57 0.2175
SD 8.5 7.3 11.6
Range 16.4-45.2 11.1-38.5 3.6-45.9
G2 Mean 37.9 25.1 34.9 9.08 0.0003
SD 13.5 6.6 9.5
Range 10.3-67.0 14.5-39.6 20.7-52.9
G3 Mean 36.2 29.8 36.7 3.28 0.0443
SD 10 7.8 11.2
Range 18.3-57.6 18.5-48.9 15.7-53.3
G4 Mean 351 26.9 34.9 455 0.0147
SD 12.5 6.6 13.7
Range 8.9-56.4 13.7-38.0 18.7-48.6

Ref.: F: ANOVA statistic. p: p value.
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Figure 1. Results of overall samples. Comparison of CLIA and ECLIA vs. RIA. a) Bland and
Altman plot. The solid line represents the mean difference between the two methods. Dotted
lines represent the 95% confidence interval of the mean difference between the two methods.



B) Passing-Bablok plot. Regression analysis: dotted line: theoretical straight line; solid line:
straight line obtained from comparison of methods.

Referencias: CAMBIAR COMAS POR PUNTOS EN TODOS LOS DECIMALES

QLIA vs. RIA: CLIA vs. RIA

Diferencia: difference

Diferencia de valores de 250HD QLIA-RIA (ng/mL): CLIA-RIA difference in 250HD values
(ng/mL)

Media: mean

Promedio de valores 250HD (ng/ml): Average 250HD values (ng/ml)

QLIA: CLIA

250HD (ng/ml) QLIA: 250HD (ng/ml) CLIA

250HD (ng/ml) RIA: 250HD (ng/ml) RIA

Pendiente 0,594 (0,477-0,731): Slope 0.594 (0.477-0.731)
Ord. Origen: 4,93 (0,69-9,19): y-intercept: 4.93 (0.69-9.19)

EQLIA vs. RIA: ECLIA vs. RIA

Diferencia: difference

Diferencia de valores de 250HD EQLIA-RIA (ng/mL): ECLIA-RIA difference in 250HD values
(ng/mL)

Media: mean

Promedio de valores 250HD (ng/ml): Average 250HD values (ng/ml)

EQLIA: ECLIA

250HD (ng/ml) EQLIA: 250HD (ng/ml) ECLIA

250HD (ng/ml) RIA: 250HD (ng/ml) RIA

Pendiente 0,920 (0,767-1,092): Slope 0.920 (0.767-1.092)

Ord. Origen: 2,092 (-3,399-6,523): y-intercept: 2.092 (-3.399-6.523)
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Figure 2. Results of Group 1 (G1). Comparison of CLIA and ECLIA vs. RIA. a) Bland and
Altman plot. The solid line represents the mean difference between the two methods. Dotted
lines represent the 95% confidence interval of the mean difference between the two methods.

Referencias

QLIA vs. RIA: CLIA vs. RIA

Diferencia: difference

Diferencia de valores de 250HD QLIA-RIA (ng/mL): CLIA-RIA difference in 250HD values
(ng/mL)

Media: mean

Promedio de valores 250HD (ng/ml): Average 250HD values (ng/ml)

QLIA: CLIA

250HD (ng/ml) QLIA: 250HD (ng/ml) CLIA

250HD (ng/ml) RIA: 250HD (ng/ml) RIA

Pendiente 0,92 (0,59-1,6): Slope 0.92 (0.59-1.6)

Ord. Origen: -4,51 (-20,46-4,66): y-intercept: -4.51 (-20.46-4.66)

EQLIA vs. RIA: ECLIA vs. RIA

Diferencia: difference

Diferencia de valores de 250HD EQLIA-RIA (ng/mL): ECLIA-RIA difference in 250HD values
(ng/mL)

Media: mean

Promedio de valores 250HD (ng/ml): Average 250HD values (ng/ml)

EQLIA: ECLIA
250HD (ng/ml) EQLIA: 250HD (ng/ml) ECLIA



250HD (ng/ml) RIA: 250HD (ng/ml) RIA
Pendiente 1,33 (0,99-2,02): Slope 1.33 (0.99-2.02)
Ord. Origen: -8,62 (-27,44-0,72): y-intercept: -8.62 (-27.44-0.72)
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Figure 3. Results of Group 2 (G2). Comparison of CLIA and ECLIA vs. RIA. a) Bland and
Altman plot. The solid line represents the mean difference between the two methods. Dotted
lines represent the 95% confidence interval of the mean difference between the two methods.

Referencias

QLIA vs. RIA: CLIA vs. RIA

Diferencia: difference

Diferencia de valores de 250HD QLIA-RIA (ng/mL): CLIA-RIA difference in 250HD values
(ng/mL)

Media: mean

Promedio de valores 250HD (ng/ml): Average 250HD values (ng/ml)

QLIA: CLIA

250HD (ng/ml) QLIA: 250HD (ng/ml) CLIA

250HD (ng/ml) RIA: 250HD (ng/ml) RIA

Pendiente 0,48 (0,29-0.73): Slope 0.48 (0.29-0.73)

Ord. Origen: 6,31 (-3,81-13,25): y-intercept: 6.31 (-3.81-13.25)

EQLIA vs. RIA: ECLIA vs. RIA

Diferencia: difference

Diferencia de valores de 250HD EQLIA-RIA (ng/mL): ECLIA-RIA difference in 250HD values
(ng/mL)

Media: mean



Promedio de valores 250HD (ng/ml): Average 250HD values (ng/ml)

EQLIA: ECLIA

250HD (ng/ml) EQLIA: 250HD (ng/ml) ECLIA

250HD (ng/ml) RIA: 250HD (ng/ml) RIA

Pendiente 0,66 (0,40-1,01): Slope 0.66 (0.40-1.01)

Ord. Origen: 10,11 (-4,75-20,83): y-intercept: 10.11 (-4.75-20.83)
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Figure 4. Results of Group 3 (G3). Comparison of CLIA and ECLIA vs. RIA. a) Bland and
Altman plot. The solid line represents the mean difference between the two methods. Dotted
lines represent the 95% confidence interval of the mean difference between the two methods.

Referencias

QLIA vs. RIA: CLIA vs. RIA

Diferencia: difference

Diferencia de valores de 250HD QLIA-RIA (ng/mL): CLIA-RIA difference in 250HD values
(ng/mL)

Media: mean

Promedio de valores 250HD (ng/ml): Average 250HD values (ng/ml)

QLIA: CLIA

250HD (ng/ml) QLIA: 250HD (ng/ml) CLIA

250HD (ng/ml) RIA: 250HD (ng/ml) RIA

Pendiente 0,76 (0,57-1,01): Slope 0.76 (0.57-1.01)

Ord. Origen: 2,68 (-7,43-8,10): y-intercept: 2.68 (-7.43-8.10)

EQLIA vs. RIA: ECLIA vs. RIA
Diferencia: difference



Diferencia de valores de 250HD EQLIA-RIA (ng/mL): ECLIA-RIA difference in 250HD values
(ng/mL)

Media: mean

Promedio de valores 250HD (ng/ml): Average 250HD values (ng/ml)

EQLIA: ECLIA

250HD (ng/ml) EQLIA: 250HD (ng/ml) ECLIA

250HD (ng/ml) RIA: 250HD (ng/ml) RIA

Pendiente 1,11 (0,73-1,61): Slope 1.11 (0.73-1.61)

Ord. Origen: -3,83 (-20,96-8,07): y-intercept: -3.83 (-20.96-8.07)
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Figure 5. Results of Group 4 (G4). Comparison of CLIA and ECLIA vs. RIA. a) Bland and
Altman plot. The solid line represents the mean difference between the two methods. Dotted
lines represent the 95% confidence interval of the mean difference between the two methods.

Referencias
QLIA vs. RIA: CLIA vs. RIA
Diferencia: difference

Diferencia de valores de 250HD QLIA-RIA (ng/mL): CLIA-RIA difference in 250HD values
(ng/mL)

Media: mean

Promedio de valores 250HD (ng/ml): Average 250HD values (ng/ml)

QLIA: CLIA

250HD (ng/ml) QLIA: 250HD (ng/ml) CLIA

250HD (ng/ml) RIA: 250HD (ng/ml) RIA

Pendiente 0,44 (0,22-0,72): Slope 0.44 (0.22-0.72)

Ord. Origen: 10,24 (2,39-18,03): y-intercept: 10.24 (2.39-18.03)

EQLIA vs. RIA: ECLIA vs. RIA



Diferencia: difference

Diferencia de valores de 250HD EQLIA-RIA (ng/mL): ECLIA-RIA difference in 250HD values
(ng/mL)

Media: mean

Promedio de valores 250HD (ng/ml): Average 250HD values (ng/ml)

EQLIA: ECLIA

250HD (ng/ml) EQLIA: 250HD (ng/ml) ECLIA

250HD (ng/ml) RIA: 250HD (ng/ml) RIA

Pendiente 0,69 (0,44-1,07): Slope 0.69 (0.44-1.07)

Ord. Origen: 10,93 (-4,30-18,89): y-intercept: 10.93 (-4.30-18.89)

Table VI. Correlation results of CLIA versus RIA and ECLIA versus RIA

CLIA ECLIA
) Bland and ) Bland and
Slope intercept r Slope intercept r

Altman Altman
Gl 0.92 -45 0.77 - 5.69 1.33 -8.6 0.86 -1.03
G2 0.48 6.31 0.73 -14.0 0.66 10.11 0.67 -3.45
G3 0.76 2.68 0.85 -6.45 111 -3.83 0.79 0.47
G4 0.44 10.24 0.54 -8.28 0.69 10.93 0.47 -0.32

DISCUSSION

In recent years, measurement of serum 250HD levels has become more frequent as a
result of the knowledge gained about the classical and non-classical effects of this
hormone in relation to various conditions. Traditionally, the most widely used assay
was the DiaSorin RIA, but this assay is operator-dependent and requires prolonged
processing times. In order to achieve faster time-to-results, a number of methods have
been developed that employ automated platforms.

The designs of the 250HD assays considered in this study have similarities and
differences that should be known at the time of assessing the performance of each
method. In order to interpret results in the overall sample, it is important to analyze the
features shown in Table 1.

The vitamin D binding protein (VDBP)?® binds 85 to 88% of 250HD and its serum
metabolites while 12 to 15% of 250HD is bound to albumin and only 0.03% is free. In
order to be able to measure vitamin D, it is essential to dissociate it from binding
proteins by means of some serum pretreatment. The three assays discussed in this
study use different extraction reagents; all three are supposed to achieve complete
extraction 429,

In addition to 250HD, other metabolites such as cholecalciferol (vitamin D3), calcitriol
and 24-hydroxylated metabolites circulate in plasma, as well as vitamin D
(ergocalciferol) should the patient be receiving this vitamin. The capture reagent is the
most important component for immunoassay specificity, which is defined by cross-
reactivity. Two of the immunoassays evaluated in this study use polyclonal antibodies
(of different specificity) while in the ECLIA assay, the reagent is the binding protein
(VDBP) itself (Table 2).

According to manufacturers, all three methods have similar (though not identical)
specificities. Based on our results, specificities might not be comparable, as also



suggested by others ®”. When analyzing the samples as a whole, CLIA yields
significantly lower values (ANOVA) throughout all the concentration range (Table 1l1).
CLIA is shown to be significantly different from the remaining assays when the
Bonferroni adjustment is applied. This finding is confirmed by the Bland and Altman
and Passing-Bablok methods. It would be interesting to replicate and further extend
these observations in a larger number of samples.

To date, the definition of a population’s vitamin D status is universal and independent
of the methodology used *°. Based on the differences observed in our study,
difficulties might arise at the time of evaluating patients, who might be classified as
vitamin D-insufficient by one method and as vitamin D-sufficient by another, particularly
when levels are close to cutoff values.

When samples were divided into four groups based on the supplementation received,
these inter-assay differences became enhanced (Table V). In the group of untreated
patients (G1), the same trend as that observed in the whole samples was documented.
The absence of statistical significance is likely to be due to the number of samples. In
the group of patients treated with vitamin D3 (G3), the tendency to lower values by
CLIA reached statistical significance. In patients treated with D2 (G2 and G4), the
apparent underestimation of 250HD levels was even greater (Table VI).

In our opinion, findings as a whole might be attributed to differences in the specificity of
assays greater than those reported by the manufactures in the package insert.

These concepts are also relevant for replacement therapy monitoring, as the true
change in vitamin D status might not be reflected by the CLIA considered in this study.

In our setting there are other immunoassays in which detection is performed by CLIA.
For example, when comparing the two DiaSorin assays, RIA vs. CLIA (LIAISON) ®®,
even if there was a good inter-assay agreement, a positive bias was observed in the
latter in the population studied.

Finally, it is important that the laboratory, when reporting 250HD results, should state
the specificity of the method used for ergocalciferol and cholecalciferol so that the
treating physician may appropriately monitor replacement therapy.
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RESUMEN

Dado que tanto las células inmunes como las hematopoyéticas se originan en la médula 6sea no es sorpren-
dente la interrelacion entre ambos sistemas. Si bien las células de linaje osteobléstico son las principales para
influenciar la diferenciacién y la activacién osteoclastica, las células del estroma que originan osteoblastos,
las células hematopoyéticas no estromales, los linfocitos, junto con interleukinas y factores de crecimiento,
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ABSTRACT

As both the immune and hematopoietic cells originate in the bone marrow, it is not surprising that there
should be an interaction between these two systems. While osteoblasts have the main capacity to influence
differentiation and activation of osteoclasts, osteoblast-producing stromal cells, non-hematopoietic stromal
cells, lymphocytes, interleukins and growth factors also affect bone cell function. Rev Argent Endocrinol
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INTRODUCCION

La relacion entre los sistemas inmune y esquelético
ha sido estudiada desde la década de 1970 y como
tal, el término Osteoinmunologia fue creado para
describir la coincidencia entre estos campos*. Dado
que las células inmunes y las células hematopoyéticas
se originan en la médula 6sea no es sorprendente
que exista interrelacion entre los dos sistemas. El rol
del sistema inmune en condiciones 6seas patologicas
ha sido ampliamente estudiado, principalmente en
aquellas enfermedades autoinmunes que se acompa-
nan de una pérdida importante de masa 6sea como
por ejemplo la artritis reumatoidea, sin embargo el
papel de las células inmunes en el mantenimiento de
la fisiologia 6sea no esta tan claramente entendido®®.

REGULACION INMUNE DEL
REMODELADO OSEO

El hueso que fue considerado durante mucho
tiempo como una estructura estatica, se comporta
como un érgano muy activo utilizando un sistema
biolégico tinico de remodelacién dsea, a través del
cual se renueva totalmente cada 10 anos durante la
vida adulta. En este proceso intervienen célulasy
moléculas que se originan en la médula ésea local.
La homeostasis dsea se conserva merced a un deli-
cado balance entre las células formadoras de hueso,
los osteoblastos (OB) y las células que reabsorben
hueso denominadas osteoclastos (OC)™®,

La renovacién fisiol6gica de los OC se produce
por la exposicion del RANK (Receptor Activador
del NFkB) presente en los precursores de OC, al
ligando de RANK (RANKL) producido por los OB.
La osteoprotegerina (OPG), receptor soluble del
RANKUL es el inhibidor fisiologico de la osteoclasto-
génesis™®. Aunque muchas células son capaces de
producir OPG, los OB, sus precursores y las células
del estroma de la médula 6sea son considerados la
fuente principal de OPG en la médula 6sea®.

La regulacién de la resorciéon 6sea involucra in-
teracciones complejas entre los OC, los precursores
de OCy otras células de la medula 6sea. Si bien, las
células de linaje osteoblastico son las células princi-
pales que ejercen su influencia en la diferenciacién
y activacion de los OC, las células del estroma que
dan origen a los OB asi como las células hemato-
poyéticas no estromales y los linfocitos también
afectan la funcién de las células 6seas 1%,

La primer asociacién entre linfocitos y osteoclas-
togénesis surgi6 con la identificacién de RANKL,
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cuya expresion se detectd en varios subgrupos de las
células T activadas (CD4, CD8, T helper Th1y Th2)
1415 Taidentificacién de células gigantes similares a
los osteoclastos en la interfase entre hueso y sinovial
en las articulaciones data de 198019, Estas células
se caracterizaron por expresar fosfatasa acida tar-
trato-resistente (TRAP) y receptor de calcitonina,
caracteristicas de los auténticos OC. Estas células
TRAP positivas eran frecuentemente observadas
en las sinoviales que no estan en contacto directo
con el hueso, lo que llevé a suponer que los OB se
formaban en el tejido sinovial, donde se encuentran
las células precursoras como asi también las células
de soporte para la osteoclastogénesis, los fibroblas-
tos sinoviales®!”. Otros estudios indicaron que
los fibroblastos sinoviales expresaban un factor de
membrana que estimulaba la osteoclastogénesis e
inducia la diferenciacién de macréfagos a OC, luego
identificado como RANKL®®, Ademas, éstas células
de soporte proveerian factores necesarios para la
supervivencia y diferenciaciéon de los precursores
de OC, tales como factor estimulante de colonias
de macréfagos (M-CSF) y factor de diferenciacion
osteoclastica (ODF). El ODE perteneciente a la
familia TNE, mostré ser idéntico al RANKL iden-
tificado en el sistema inmune, siendo su receptor
la OPG"®. Muchos de los factores osteoclastogé-
nicos, como la 1,25-dihidroxivitamina D, PTH y
prostaglandina E ejercen sus efectos a través de la
induccion de la expresion de RANKL en las células
del estroma de la médula 6sea'*??, Estas observa-
ciones sugirieron que las células T activadas serian
proosteoclastogénicas, lo que explicaba su rol en la
pérdida 6sea asociada a inflamacién y en algunas
situaciones patolégicas como es la deficiencia de
estrégenos®.

Sin embargo, las células T también pueden
expresar o secretar potentes inhibidores de la os-
teoclastogénesis, como OPG, interferén y (IFNy)
o interleuquina 4 (IL4), por lo que se cree que las
células T podrian tener un papel antiosteoclasto-
génico. En condiciones basales las células T no se
consideran una fuente significativa de RANKL.
Estas células T en reposo atentian la formacion de
OC “in vitro”?* pudiendo contribuir con la amorti-
guacion de la resorcion 6sea “in vivo”. La deplecién
de linfocitos T CD4* y CD8* “in vivo” aumenta
la formacién de OC inducida por vitamina D3 por
mecanismos que involucran la disminucién de la
produccién de OPG®#®. Otros estudios también
han demostrado la actividad antiosteoclastogénica
de los linfocitos CD8%%. El papel protector de las
células T en el hueso en reposo, fue claramente
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demostrado por el hallazgo de aumento basal en
el nimero de OC y reduccién significativa de la
densidad mineral dsea en ralones deficitarios en
células T@7,

Otro mecanismo por el cual las células T pro-
mueven la integridad basal del esqueleto parece
involucrar la regulacién de la produccién de OPG
por las células B. En modelos humanos de os-
teoclastogénesis “in vitro” ha sido demostrado que
las células B periféricas inhiben la formacion de
OC por aumento de la produccién de OPG®®. En
contraste a lo que sucede en condiciones patolé-
gicas como es el déficit de estrégenos en humanos
o en modelos animales de periodontitis donde la
produccién de RANKL supera la coproduccion de
OPG por las células B, en condiciones fisiolégicas
basales predomina la produccién de OPG por sobre
la de RANKL por las células B,

La interaccion de las células T y células B se
produce a través de la via de senalizacion CD40
(proteina coestimuladora de célula presentadora
de Ag) y CD40L (ligando de CD40)%?. Fisiolégica-
mente CD40 interactia con CD40L, molécula que
se expresa en LT activos durante la presentacion
del antigeno por las células presentadoras de
antigenos como son los LB, macréfagos y células
dendriticas®?. Es conocido que aun en condiciones
fisiolégicas basales el proceso de presentacién de
antigenos propios y foraneos esta siempre presente
sosteniendo la vigilancia inmunolégica en forma
constante®?3%, Esta respuesta inmune de bajo grado
contrasta con la activacion de células T patoldogica
desencadenada en procesos autoinmunes o por caida
de los estrégenos, donde la expansion de LT activos
secretan concentraciones elevadas de RANKIL @339,
Los animales deficientes en la expresién de CD40
y CD40L (CD40 y CD40L ratones KO) presentan
el mismo fenotipo 6seo que los ratones nulos en
células T y células B, expresando disminucién de
la masa 6sea, resorcion 6sea elevada y una elevada
relacion RANKL/OPG, debido a la disminucién de la
produccién de OPG por las células B. La deficiencia
de células B conduce a un déficit de OPG dado que
las células B son una fuente importante de OPG
en el microambiente 6se0®. Estudios en ratones
deficientes de células T también muestran una
disminucién de la masa 6sea como consecuencia
del aumento de la resor-cién, observandose una
disminucion en la secrecién de OPG por las células
B, sugiriendo que la deficiencia de células T afecta
la secrecién de OPG de las células B®?. Estos datos
son consistentes con el hallazgo de pérdida del 50
% de la produccién de OPG asociada a disminucién
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significativa de la masa 6sea en modelo de ratén
heterocigota nulo para OPG®9,

En la actualidad, se ha focalizado la atencién
en el tipo de célula T que participa en la osteoclas-
togénesis. Tradicionalmente se ha dividido a las
células T Helper en 2 grupos principales Thl y
Th2 de acuerdo a las citoquinas que producen. Las
Th1 estan involucradas en la inmunidad celular y
se asocian principalmente a IL2, IL12 y TNE, con
efecto estimulante de la osteoclastogénesis, pero
también IFNy que presenta un potente efecto
inhibidor de la diferenciacién osteoclastica. Las
Th2 participan especialmente en la inmunidad
humoral, produciendo principalmente IL-4; IL-5
e IL-10, con efecto inhibidor sobre la osteoclasto-
génesis. Los LB suprimen la osteoclastogénesis
cuando son activados por citoquinas producidas
por Thl y la inducen cuando son estimulados
por citoquinas Th2 dependientes®”. Por lo tanto,
aunque los linfocitos no estén presentes en forma
directa en el compartimiento de remodelacién dsea,
estas células tendrian una accién reguladora en la
homeostasis 6sea fisiologica a través de la secrecion
de factores en el microentorno dseo.

CONCLUSION

El sistema inmune y el esquelético interactian y
se afectan uno al otro tanto en situacion fisiol6gica
como patolédgica. La complejidad y la superposicién
de las interacciones celulares y moleculares entre
los tejidos inmunes y el hueso sigue siendo un
reto importante para descubrir la terapéutica que
pueda dirigirse especificamente a un sistema sin
ser perjudicial para el otro.
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de Santa Fe, Argentina (2007)” Vol. 50(3):184-191, 2013. Estas son las figuras y tabla que debieron ser publicadas.
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2) En el articulo: "El estudio A chieve: un estudio observacional, de no intervencion en pacientes con diabetes tipo
2 que inician o cambian a un tratamiento con andlogos de insulina: datos de la poblacién argentina", donde dice:
Silvia Katz & Natalia Pugnaloni are employées from Novarits debié decir from Novo Nordisk Vol. 50(4):220, 2013.
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RESUMEN

La apropiada nutricion es esencial para la vida. A través de los nutrientes, se constituyen los componentes
necesarios para el buen funcionamiento del organismo que incluyen aquellos que forman parte del sistema
inmune. Una respuesta inmune efectiva, representa una linea de defensa importante del huésped frente a
alteraciones diversas como la transformacién de células normales en neoplésicas. En el proceso de carcinogéne-
sis, la asociacion de malnutricion y “escapes” del control del sistema inmune son frecuentemente observadas.
Las modificaciones del sistema inmune pueden ser mas intensas cuando se trata de un tumor establecido,
dado que se adicionan otros factores propios de los regimenes terapéuticos que conllevan cambios, desde
discretos a severos, en el consumo energético habitual en donde intervienen mecanismos de inflamacién.
En el presente trabajo se realiza una revision de las asociaciones de la nutricién con el origen del cancer y
el funcionamiento del Sistema inmune, asi como la posibilidad terapéutica de componentes de la nutricién
en cancer. Rev Argent Endocrinol Metab 51:30-36, 2014
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ABSTRACT

Good nutrition is essential for life. Nutrients provide, the necessary components for normal body function-
ing, including those required by the immune system. An effective immune response represents a first line
of defense of the host against various abnormal changes, such as transformation of normal cells into cancer
cells. During carcinogenesis, an association between malnutrition and escapes from immune system control
is frequently observed. In addition, changes in the immune system can be more marked in cases of estab-
lished tumors, because of other contributing factors inherent to therapies that also produce discrete to severe
changes in the usual energy consumption with the intervention of inflammation mechanisms. In this paper,
we review the associations between nutrition, the origin of cancer and immune system functioning, as well
as the therapeutic potential of nutritional components in cancer. Rev Argent Endocrinol Metab 51:30-36, 2014
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INTRODUCCION

La nutricién es un proceso complejo, que sigue
a la alimentacién y consiste en la incorporaciéon
de los componentes o nutrientes contenidos en
los alimentos para mantener la homeostasis del
organismo. La malnutricién o desequilibrio nu-
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tricional, puede ser por exceso o por defecto de los
contenidos caléricos y/o de nutrientes especificos,
pero cualquiera de sus variantes resulta negativa
para la homeostasis y por ende deletéreo para la
salud. Dentro de los nutrientes se encuentran
los carbohidratos, grasas, proteinas, minerales,
vitaminas y el agua, ademads, existen componentes
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que no se absorben como la fibra vegetal pero que
juegan un papel importante en la absorcién de
toxinas y en el transito intestinal®.

El cancer se encuentra dentro de las primeras
causas de muerte a nivel mundial y en América
Latina. En Cuba constituye la segunda. Sin em-
bargo, desde el ano 2011 esta enfermedad es la
primera causa de muerte en diez de las provincias
del pais (Cuba), ademas de constituir la primera
causa de pérdida de afos potenciales de vida®.
El cancer no solo provoca una alta mortalidad,
sino que también conlleva una disminucién de la
calidad de vida, generando discapacidad, secuelas
y comorbilidades, dentro de las que se encuentran
los trastornos nutricionales®®. La pérdida de peso
y la desnutricién estan presentes entre el 30 % y
el 80 % de los pacientes con cancer, mientras que
el 20 % muere a causa de la desnutriciéon mas que
por la propia enfermedad®®.

La relacién entre el cancer y la malnutriciéon
es bidireccional, ya que el primero conlleva a la
segunda con una alta frecuencia, en dependencia
de multiples factores, mientras que la malnutricién
en muchas de sus variantes esta involucrada en la
carcinogénesis.

El Sistema Inmune (SI) participa en el proceso
de carcinogénesis mediante diversos mecanis-
mos. Recientemente Douglas Hanahan® incluy6
la evasion del SI por parte del tumor, como una
propiedad facilitadora (“hallmarks”) en el desa-
rrollo del cancer, y la inflamacién crénica como
promotora adicional del tumor. El conjunto de
evidencias cientificas acumuladas demuestran que
la evolucién del cancer depende, en gran medida,
de las interacciones con el SI®”, En este mismo
sentido, existen nexos entre el SI'y la nutricién. Por
un lado, la desnutriciéon favorece la apariciéon de
inmunodeficiencias que pueden, a su vez, propiciar
la aparicién de tumores malignos y, por otro lado,
el SI a través de la inflamacién crénica es capaz
de provocar desnutricién. En el curso del cancer,
la inflamacién sistémica es uno de los factores
desencadenantes de la caquexia®.

La malnutricién y las alteraciones del SI contri-
buyen al origen del cancer y a la morbimortalidad
de esta enfermedad. Sin embargo, el conocimiento
de estas relaciones con el adecuado manejo del
paciente, permite mejorar su estado nutricional y
regular el funcionamiento del SI, lo cual repercute
positivamente en el pronéstico, la evolucion de la
enfermedad, las respuestas a los tratamientos y la
calidad de vida de estas personas.
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1. EFECTOS DE LA NUTRICION EN EL
ORIGEN DEL CANCER

Existen numerosos estudios que asocian la nu-
tricién adecuada con la prevencion del cancer y
la malnutricién se vincula con los procesos de
carcinogénesis. El balance energético positivo, que
puede deberse a una ingesta excesiva de calorias,
un consumo reducido de las mismas —o ambas- fa-
vorece la apariciéon de varios tipos de cancer, como
los de colén, mama, es6fago, rinén, pancreas, higa-
do, vesicula biliar y estomago entre otros®?. Esto
se debe a varios mecanismos como consecuencia
del sobrepeso o la obesidad, los cuales consisten en
la liberacién incrementada de péptidos, hormonas
esteroideas, acidos grasos libres, y la inflamacién
crénica®?,

Los factores directamente relacionados con la
aparicién del cancer en el paciente con malnu-
tricién por exceso son: hiperinsulinemia, resis-
tencia a la insulina, y aumento en la liberacién
de leptina, resistina, factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) e interleukina 6 (IL-6). De hecho, la
insulina promueve la proliferacién celular en célu-
las preneopléasicas, favorece la sintesis del Factor
de Crecimiento Similar a la Insulina 1 (IGF-1),
que induce proliferaciéon celular e inhibicién de
la apoptosis, también promueve la liberaciéon de
hormonas sexuales con repercusién negativa en
tejidos hormono sensibles. Por dltimo, la hiperin-
sulinemia incrementa la activacién del receptor de
insulina en células neoplasicas. Por otro lado, el
TNF-a y la IL-6 promueven inflamacién crénica,
la cual esta involucrada en la génesis del cancer®?.

En el caso de la malnutricién por defecto o
balance energético negativo, asociado a ingesta
insuficiente de calorias, gasto incrementado de las
mismas, o ambas, se plantea un efecto beneficioso
en la prevencion del cancer dado que se produce
el efecto inverso a lo comentado previamente®.
No obstante, la malnutricién por defecto gene-
ralmente va acompanada de déficit de nutrientes
basicos como aminoacidos, acidos grasos esencia-
les, minerales y vitaminas. Estos déficits no son
beneficiosos en la prevencion del cancer ya que,
por un lado afectan la funcién del SI en su accién
preventiva contra el cancer y, por otro, disminuyen
los mecanismos reguladores de la expresion génica
y del metabolismo, repercutiendo negativamente
en la reparacion del ADN, entre otros aspectos.

La ingesta variada de nutrientes en forma
balanceada es indispensable para evitar la apari-
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cion del cancer y conservar la salud. En la dieta

existen componentes que promueven o bloquean

sustancias cancerigenas. Los micronutrientes (vi-

taminas, minerales y fitoquimicos) aportados por

los vegetales y las frutas, neutralizan los efectos
negativos de algunos nutrientes provenientes de
las carnes, como las grasas saturadas, el acido gra-
so w-6 y algunos aminoacidos que al pasar por el
higado generan sustancias con accién cancerigena.
Hoy se sabe que no todos los agentes cancerigenos
provienen del exterior, el organismo también los
produce. Como ejemplo estan las especies reac-
tivas del oxigeno, por lo que muchos nutrientes
participan en los mecanismos de neutralizaciéon
de estas sustancias'?. Teniendo en cuenta estas
consideraciones, ingerir una proporcion mayor de
vegetales y frutas sin dejar de comer carnicos, que
poseen nutrientes esenciales, previene contra los
tumores malignos debido a la inclusién en la dieta
de los llamados nutrientes bioactivos o alimentos
funcionales. Estos tipos de alimentos tienen la pro-
piedad no solo de nutrir sino que, ademaés, ejercen
efectos farmacolégicos que modulan las funciones
del organismo con efecto benéfico para la salud.

Ejemplos de éstos son?.

— Polifenoles: que poseen actividad antioxidante
como fenoles acidos y flavinoides.

— Fitoestrégenos: con actividad estrogénica pro-
tegiendo contra el cancer de préstata y mama:
isoflavonas, lignanos y cumestanos.

— Lipidos vegetales: Isoprenoides con actividad
antioxidante y acidos grasos esenciales, que
potencian la accién de drogas anticancerosas y
con efectos citotdxicos directos sobre este tipo
de células.

— B-Glucanos: modifican metabolitos con activi-
dad cancerigena en el colon.

— Organo Sulfurados potentes antioxidantes:
S-alilcisteina, S-alilmercaptocisteina y di-
sulfuro de dialilo.

— Monoterpenos: cuyo mecanismo de accion esta
relacionado con la interaccion de las enzimas he-
paticas de fase I como la P450 y de fase II como
la UDP glucoronosiltransferasa, previniendo
contra el cancer e incluso cuando ya existe un
tumor se plantea que tienen accién apoptotica
sobre células malignas: Limoneno, Geraniol y
Carveol.

— Metilxantinas: efecto antioxidante: cafeina y
tanatos del Té.

— Vitaminas: antioxidantes e inmunomodulado-
ras: A, Cy E.
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— Vitaminas: con accién protectora del ADN: Fo-
latos.

— Minerales: antioxidantes e inmunomodulado-
ras: Selenio y Zinc.

Estos compuestos se deben ingerir en su forma
natural porque poseen mejor biodisponibilidad,
biodistribucién y no se acumulan a niveles toxicos.

Por ultimo, en relacién a la nutricién en el
origen del cancer, cabe aclarar que existen sustan-
cias como los alcoholes que si bien algunas de sus
formas son nutrientes, como algunas vitaminas,
el consumo de etanol, especificamente, es consi-
derado un héabito téxico que favorece la aparicion
de algunos tipos de canceres. El etanol no es can-
cerigeno “per se” pero sus metabolitos si, y uno
de ellos, el acetaldehido comienza a producirse
desde etapas tan tempranas de su ingesta, como
en la boca con la accién de la flora bacteriana que
metaboliza este alcohol a acetaldehido y en el or-
ganismo por la accién de la alcohol deshidrogenasa
y el citocromo P450 2E1. Sin embargo, el etanol
compite con otros nutrientes y puede depletarlos,
como los retinoides, que si tienen efectos antican-
cerigenos e inmunomoduladores®?.

Los trastornos nutricionales no solo se relacio-
nan con el origen del cancer, también repercuten
negativamente en la evolucién y prondstico, ya
que conducen a inmunodeficiencias, infecciones,
interfiere con los procedimientos terapéuticos y
son causa de mortalidad de forma directa en el
paciente portador de cancer.

2. EFECTOS DE LA NUTRICION EN EL
FUNCIONAMIENTO DEL SI

E1SI est4 formado por moléculas efectoras y sena-
lizadoras, células y tejidos linfoides. Este sistema
esta ampliamente distribuido por todo el organis-
mo y la mayoria de sus componentes recirculan
continuamente. Estas condiciones presuponen
un alto consumo energético y de nutrientes para
mantener el correcto funcionamiento. La micro-
biota intestinal, que a su vez se modifica por la
nutricién, también determina en cierta medida la
regulacion y actividad del SI131%,

La causa mas frecuente de inmunodeficiencia
secundaria en el mundo es la desnutricion proteico-
energética. La mayoria de los componentes mole-
culares del SI son proteinas (inmunoglobulinas,
elementos del complemento, citokinas, algunos
reactantes de fase aguda), por lo que se requiere
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un adecuado aporte de este principio basico de la
nutricion, se recomiendan entre 1,2-1,5 % g/Kg de
peso al dia, y cantidades superiores no muestran
mayor beneficio sobre el sistema.

La produccién de leucocitos requiere de protei-
nas, carbohidratos, lipidos, nucleétidos, vitaminas
y minerales. Estos son los mismos requerimientos
para garantizar la actividad efectora y superviven-
cia de los linfocitos. Por ejemplo se ha demostrado
que la glutamina y la arginina mejoran las respues-
tas de células T, la fagocitosis de macréfagos y la
funcion de células B. Los acidos grasos esenciales
(w-6 y w-3) son muy necesarios para el funciona-
miento y la regulacién del SI, incluso cada uno
tiene efectos contrapuestos como resultado del
metabolismo de ambos: el w-6, derivado del acido
araquidoénico y de los eicosanoides, es proinflama-
torio; sin embargo, la ingestién de w-3 minimiza
este efecto proinflamatorio, pues inhibe a las
desaturasas 6 y 5 y limita la produccion del acido
araquidonico y otras citokinas proinflamatorias™®.

Los acidos nucleicos son precursores de las macro-
moléculas de ADN y ARN, a pesar de que los leucoci-
tos en general, son capaces de sintetizar y reutilizar
estas sustancias. Se ha comprobado que su deficiencia
en la dieta disminuye las funciones fagociticas de
macroéfagos y en general afecta la respuesta inmune.
Este déficit funcional se debe, fundamentalmente, a
que los tejidos del SI tienen una alta tasa de recambio
celular y produccién de proteinas®.

Las dietas ricas en vitaminas A, del complejo By
C son importantes para mantener la reproduccién
celular e integridad del tejido linfoide, ademas de
su accién antioxidante, por lo que son consideradas
inmunomoduladoras®®?. Los minerales zinc y sele-
nio también estan involucrados directamente en el
funcionamiento de las células linfoides. El déficit
de zinc conduce a hipoplasia timica, linfopenia y
reduccion de las respuestas celulares y humora-
les®. Estos elementos como ya se ha mencionado
anteriormente, también son antioxidantes3-1419,

En general, la nutricién y en especial la presen-
cia de nutrientes especificos garantizan el complejo
funcionamiento del SI.

3. EFECTOS DEL CANCER EN LA
NUTRICION

El estado nutricional se afecta por la presencia de
un tumor maligno. En la actualidad el cancer esta
formado por més de 200 enfermedades en las que,
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generalmente, puede aparecer una desnutriciéon

proteico-energética, que en su forma avanzada se

le denomina caquexia. Estas alteraciones nutricio-
nales se deben a multiples factores dentro de los
que se encuentran:

— EI tumor es un gran consumidor de energia y
nutrientes por su gran proliferacién celular y
alto metabolismo, y aunque “per se” no es efi-
ciente, estas células hacen una “reprogramacion
metabélica” como adaptacién™1®.

— Se ha propuesto, en modelos animales, que el
tumor libera factor movilizador de lipidos y
factor inductor de protedlisis que poseen efectos
catabdlicos. No se ha podido establecer como
definitivos en humanos®.

— También poseen efectos catabdlicos factores
derivados del microambiente del tumor con
participacién del sistema inmune, como el factor
de necrosis tumoral, interleukina-1, interleuki-
na-6, interferé6n gamma y el factor inhibidor de
la leucemia.

— Las complicaciones como las infecciones provo-
can un consumo adicional de nutrientes y mayor
pérdida de peso.

— La edad de los pacientes en muchos casos es
avanzada por lo que la senectud y sus comor-
bilidades contribuyen desfavorablemente a la
malnutricién.

- Lostratamientos oncoespecificos (Radioterapia,
Quimioterapia y la Cirugia) también propician
la desnutricion.

— Por ultimo y no menos importante, los factores
psiquicos, sociales, asi como la organizacion de
los servicios de salud, pueden ser desfavorables
para mantener una adecuada nutricién en este
tipo de paciente.

Profundizando en algunos mecanismos por los
cuales el tumor repercute en el estado nutricio-
nal del paciente, se puede mencionar, que en las
células neoplasicas se produce el efecto Warburg,
que consiste en obtener los ATP de la glucélisis y
no de la fosforilacion oxidativa, atin en presencia
de concentraciones normales de oxigeno. El con-
sumo de glucosa se multiplica varias veces como
resultado de esto, por lo que se incrementan los
transportadores de glucosa hacia el citoplasma. Se
produce un estrés oxidativo resultante que estimu-
lala induccién de los genes del Factor Inducible por
Hipoxia 1, este factor es uno de los responsables
de la reprogramaciéon metabdlica de la célula neo-
plasica. Dentro de esta reprogramacién metabélica
se produce una “flexibilidad metabdlica”, que
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involucra a la fosforilaciéon oxidativa, que no se
detiene completamente, se incrementa el consumo
de la Glutamina (la cual deriva en un antioxidante
abundante en el citoplasma), que evita la accién
de las especies reactivas del oxigeno, manteniendo
el balance 6xido-reduccion (REDOX) y asi, entre
otros mecanismos las células malignas evaden la
apoptosis inducida por el citocromo C*7®,

Las células neoplasicas incrementan el consumo
de aminoéacidos, acidos grasos e incluso lactato,
como combustible, para su metabolismo. Por solo
mencionar un ejemplo, el consumo de aminoéacidos
es tal que varios que no son esenciales, se convier-
ten en semiesenciales como la glutamina, arginina
y asparagina™1®.

La pérdida de peso no solo se debe al consumo
aumentado de energia, sino es consecuencia de
disminucién de ingesta, por anorexia, asociada a
la enfermedad o por la terapéutica. A pesar de que
la anorexia es un sintoma comtn en los pacientes
con cancer, los estudios indican que el aumento en
la ingesta calérica ya sea por via oral o totalmente
parenteral, ha fracasado en su intencién contra
el proceso de emaciaciéon. Esto sustenta la teoria
de que una tasa metabdlica elevada aberrante
constituye una respuesta directa conjunta del
tumor y el SI para interrumpir los trayectos que
regulan el circuito homeostatico que regula el peso
corporal. Esta desnutricién y su forma avanzada,
la caquexia, son de mal pronéstico aunque en sus
estadios iniciales es reversible, pero una vez que
se establece se torna irreversible y es una de las
causas de mortalidad del paciente oncolégico®.

4. LA NUTRICION COMO POSIBILIDAD
TERAPEUTICA EN EL CANCER

La adecuada nutriciéon es capaz de prevenir el
cancer y una vez diagnosticado, contintia siendo
importante en la prevencién secundaria y terciaria
de estas enfermedades. Ademéas de considerarse
uno de los factores responsables del marcado in-
cremento en la incidencia de los tumores malignos
en la actualidad, muchos investigadores aprecian
la nutricién como tema atractivoy prometedor en
la bisqueda de blancos terapéuticos,

En la conducta terapéutica del cancer en
cualquier paciente, se realiza inicialmente una
evaluacién del estado nutricional, la cual debe
ser multidisciplinaria y con el uso de varios indi-
cadores como el indice de masa corporal (IMC),
indice nutricional prondstico, antropometria y
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las normas propias de la institucién. Se evalta
la inmunidad celular mediante la prueba de
hipersensibilidad retardada, por ser un buen
indicador del estado de nutricién y a la vez del
funcionamiento del SI®.

La evaluacion global subjetiva combina antece-
dentes clinicos con el examen fisico para catalogar
a los pacientes como bien nutridos, moderada o
severamente desnutridos. La evaluacion global
subjetiva generada por el paciente incluye, ademas,
sintomas nutricionales y pérdida de peso. Ambos
instrumentos pueden servir como indicadores de
sobrevida®*.

En la evaluacion objetiva, una baja de peso signi-
ficativa (> 10 %) durante 6 meses se considera indi-
cador de déficit nutricional. E1 IMC por su parte no
ha demostrado ser buen indicador de desnutricion.
La albimina y la prealbtimina, aunque de uso ha-
bitual, deben ser empleadas con precaucion. Estas
son proteinas de fase aguda, situacién que alteraria
especificidad para el diagnéstico de desnutricién
proteica visceral. Los resultados desfavorables de
la bioimpedanciometria, ademas de determinar la
composicién corporal, se han relacionado con tiem-
po de supervivencia y mortalidad®* Seguidamente
se procede al asesoramiento dietético al paciente de
forma individualizada. En este sentido, se definen
las recomendaciones dietéticas y se establecen las
medidas de soporte nutricional especifico, que
puede ir desde los suplementos nutricionales orales
hasta nutricién parenteral®®.Se debe insistir en
la evaluacion y atencién a la esfera psicologica de
estos pacientes®.

Las modalidades de nutricién en los pacientes
con cancer pueden ser a través de las vias oral,
entérica y parenteral. También pueden existir
combinaciones de las vias oral o entérica con la
parenteral. La mas utilizada y efectiva es la oral
seguida de la entérica y por ultimo, la menos
idénea, es la parenteral, pues requiere de hospi-
talizacién, personal entrenado, seleccién exacta
de las soluciones nutricionales y no esté exenta
de complicaciones®*,

La dieta del paciente se debe calcular cuidadosa-
mente a partir de la evaluacion integral del estado
nutricional, intentando mantener el peso ideal y
evitar el sobre peso. Generalmente estos pacientes
requieren una dieta hipercalérica e hiperproteica
para compensar el catabolismo existente. Sin
embargo, lo més importante es el balance entre
los nutrientes procedentes de los vegetales y los
de origen animal pues, como ya se expresé, los
componentes bioactivos de los vegetales bloquean
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los efectos perjudiciales de los metabolitos prove-
nientes de los alimentos de origen animal. Otro
aspecto a tener en cuenta son los horarios de la
alimentacién en el dia, los cuales deben ser fijos y
distribuidos en 6 comidas, no es recomendable mas
de 6, porque también la digestiéon consume energia,
menos de 6 tampoco es recomendable, para evitar
largos periodos de ayuno. En el horario del almuer-
zo es donde se debe incluir proporcionalmente el
mayor nimero de calorias, seguido del desayuno
y las menores cantidades en la cena?.

Siempre debe preferirse el aporte de micronu-
trientes de forma natural y no su adicién en forma
de preparados de multivitaminas y minerales, en
los casos que se requieran usar para complemen-
tar o suplementar la dieta, ha de preferirse los
preparados miltiples sobre los aislados, debido a
que existen vitaminas que interfieren con el me-
tabolismo y la absorcion de otras. Por ejemplo, los
folatos producidos por el consumo incrementado
de B12 y otro ejemplo es que el cinc interfiere con
el cobre. Ademas, el exceso de alguna vitamina o
mineral resulta mas perjudicial que beneficioso,
ejemplos existen muchos pero es de destacar la
controversia con respecto al acido félico, donde
la mayoria senala que el exceso de folatos en el
paciente con céancer, no es beneficioso; sin em-
bargo, su déficit tampoco lo es”. El bajo aporte
de la dieta de acido félico produce la sustitucién
de la timina por uracilo en el DNA que produce,
ademads, un patréon anormal de metilaciones de la
cromatina (cambios epigenéticos)?”. El exceso de
vitamina E es procarcinogénico y su metabolismo
genera carboetil-1-hidroxicromano, que disminuye
la efectividad de las drogas quimioterapéuticas®.

En el caso del epitelio intestinal, el cobre es
fundamental para la movilidad de las capas de
reparacion de este epitelio y para ello, el metal
interacciona con proteinas trébol (TFF1), las que
tienen una funcién de acuerdo a si estdn en un
estado de heterodimero o de homodimero. En este
altimo estado favorecen al tumor y el cobre es el
encargado de permitir el estado heterodimero de
efecto antitumoral®”,

En el colon de ratas, el hierro y el calcio tienen
efectos contrapuestos en la expresién de proteinas
relacionadas con procesos carcinogénicos. Por un
lado, el hierro aumenta la citotoxicidad carcinogéni-
cay el calcio la inhibe debido a la accién diferencial
sobre el gen pentatraxin de la mucosa: el hierro lo
inhibe en su expresién mientras que el calcio lo
induce. Se ha demostrado que estos genes estan
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conservados en otras especies, lo que puede tener
relevancia en humanos, especialmente en relacién
a dietas que aportan altas cantidades de hierro y
bajas en calcio®”. El aporte de selenio es ttil, porque
induce un conjunto de genes supresores de tumores
entre otros beneficios, sobretodo se ha comprobado
que esta involucrado en 2500 genes de los 12000 que
se han mapeado en el cancer de préstata®”.

Con la adecuada nutricién se logra:

— Evitar o revertir las deficiencias de nutrientes.

— Conservar la masa corporal delgada.

— Ayudar a los pacientes a tolerar mejor los tra-
tamientos.

— Reducir a un minimo los efectos secundarios y
las complicaciones relacionados con la nutricién.

— Mantener la fortaleza y la energia.

— Proteger la funcién inmune, con lo cual se dis-
minuye el riesgo de infeccion.

— Ayudar en la recuperacion y la curacion.

— Mejorar al méaximo la calidad de vida®.

Enla actualidad se encuentran en fase de ensayo
clinico un conjunto de candidatos terapéuticos,
que tienen como denominador comun el uso de
compuesto de la nutricion, partiendo del esclare-
cimiento de las funciones bioactivas de nutrientes.
Por solo citar un ejemplo: el 3',4',7-trihydroxyiso-
flavone proveniente de las flavonas de la Soya es
un potente inhibidor de las ciclinas CDK2 y CDK4,
la que participan en el progreso del ciclo celular
y detencién evita los procesos tumorogénicos®®.

Dentro de la medicina personalizada el empleo
de fitoquimicos y nutrientes especificos, es lo que se
propone en el futuro cercano para prevenir y tratar
el cancer, disenando dietas que no solo nutran al
paciente sino que tengan una repercusion positiva
en la enfermedad con efectividad demostrada®®.

CONSIDERACIONES FINALES

Dos de los aspectos con respecto al cancer, que se
valoran hoy en dia con mayor relevancia son la nu-
tricion y el sistema inmune. Esto est4 sustentado
por el niimero de publicaciones que diariamente
aparecen en el mundo con respecto a la relacién
entre inmunidad, nutricién y cancer. Pero la nu-
tricién requiere una atencién especial, ya que se
han observado cambios en la epidemiologia de los
factores involucrados en la etiopatogenia del can-
cer, tanto los modificables como no modificables, la
nutricion entraria dentro de los modificables. Sin
embargo, a través de los cambios epigenéticos, la



36

nutricion influye modificando los factores genéti-
cos que hasta ahora no resultaban modificables. En
realidad la linea germinal no es modificable, pero
su transcriptémica si lo es. Modificar la dieta hacia
patrones saludables repercute positivamente en la
prevencion y tratamiento del cancer. Los estudios
epidemiolégicos sugieren que el incremento de la
incidencia de estas enfermedades, en la poblacién
mundial, estd muy relacionado con patrones nu-
tricionales inadecuados.
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RESUMEN

El sindrome autoinmune tirogastrico (SAT) fue descrito en pacientes en quienes el suero presentaba reacciones
cruzadas de anticuerpos dirigidos contra los antigenos de células parietales gastricas y tiroideas.

A través de dos casos describimos el espectro patolégico de este sindrome. El primero asocia una tiroiditis de
Hashimoto y una anemia perniciosa, desarrollando durante el seguimiento un tumor neuroendocrino géstrico.
El segundo caso presenta una enfermedad de Graves y una gastritis autoinmune, secundaria a Helicobacter
Pylori: esta ultima es reversible luego de tratamiento.

Se considera que la poliendocrinopatia autoinmune de tipo IIT (dentro de la cual puede inscribirse el sin-
drome tirogéastrico) es rara, pero no lo es en nuestra experiencia. Un total de 13 % (32/240) de los pacientes
con tiroiditis que hemos seguido prospectivamente, tienen también una gastritis autoinmune. Helicobacter
pylori esta claramente implicado en el 16 % de estos casos con gastritis autoinmune. Infeccién, malabsorcién
y gastritis son potencialmente reversibles después del tratamiento de erradicaciéon bacteriana. En el 84 %
restante de los pacientes con gastritis y tiroiditis, no se encuentran pruebas serolégicas o histologicas de
Helicobacter pylori. La autoinmunidad gastrica es entonces irreversible, y conduce a una hipergastrinemia,
hipoclorhidria y atrofia gastrica severa. La hipergastrinemia estimula la hiperplasia de las células enterocro-
mafines, con riesgo de progresién a un tumor neuroendocrino. Proponemos un esquema diagnéstico novedoso
para mejor caracterizaciéon del sindrome tirogédstrico. Exponemos la literatura sobre el tema y discutimos
a partir de algunos modelos animales pertinentes sobre la autoinmunidad gastrica infecciosa. Rev Argent
Endocrinol Metab 51:37-43, 2014
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ABSTRACT

The thyrogastric autoimmune syndrome (TAS) was described in patients in whom the serum cross-reacted
both with gastric parietal cells antigens and thyroid antigens.

We report two cases illustrating the spectrum of pathological features of TAS. The first one is a case of
Hashimoto’s Thyroiditis associated with pernicious anemia, further developing a gastric neuroendocrine
tumor during follow up. The second one is a case of Graves’ disease and autoimmune reversible gastritis,
secondary to Helicobacter Pylori.
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While type III autoimmune polyendocrinopathy (which includes TAS) is considered to be rare, this was not
the case in our experience. A total of 13 % (32/240) of the patients with thyroiditis that we have prospectively
followed have also autoimmune gastritis. Helicobacter pylori is clearly implicated in 16 % of the cases of
autoimmune gastritis. Infection, malabsorption and gastritis are potentially reversible after bacterial eradi-
cation treatment. In the remaining 84 % of patients with gastritis, no histological or serological evidence of
Helicobacter pyloriwas found. Gastric autoimmunity is then irreversible, leading to gastric severe atrophy,
hypochlorhydria and hypergastrinemia. Hypergastrinemia stimulates enterochromaffin cell hyperplasia,
progressing eventually to neuroendocrine tumors. We propose a diagnostic approach to improve the char-
acterization of TAS, including a literature review and discussing some relevant animal models of infectious

gastric autoimmunity. Rev Argent Endocrinol Metab 51:37-43, 2014

No financial conflicts of interest exists.

Key words: autoimmunity, thyroiditis, gastritis, neuroendocrine tumors, helicobacter pylori

INTRODUCCION

El Sindrome autoinmune Tirogastrico (SAT) es
descrito en la década de 1960. Este consiste en la
asociaciéon autoinmune de una tiroiditis (ya sea
tiroiditis de Hashimoto o bien la enfermedad de
Graves- Basedow) con la atrofia concomitante de
la mucosa gastrica (enfermedad de Biermer) en
un mismo paciente’. Aunque esta asociacién sea
considerada como integrante de las Poliendocri-
nopatias Autoinmunes (ver tabla 1), su verdadera
prevalencia es subestimada, en gran medida, en
la literatura y en los libros de texto®. Mientras
que el hipotiroidismo autoinmune es frecuente
en la poblacién general, se estima erréneamente
que la enfermedad autoinmune géstrica es rara,
y que estaria limitada inicamente a los paises es-
candinavos o asiaticos. Aun cuando estos estudios
asiaticos y nérdicos sugieren una susceptibilidad
genética y hereditaria en los pacientes con gastri-
tis autoinmune, otras causas infecciosas y ciertos

aspectos ambientales, que pueden favorecerla, son
a menudo pasados por alto.

De hecho, en este trabajo, expondremos el rol
del agente infeccioso Helicobacter Pylori (HP)
en la autoinmunidad gastrica, asi como también
sus consecuencias sobre la malabsorcién de los
micronutrientes y la tumorigénesis gastrica®. El
diagnostico del SAT depende en gran medida de la
sospecha del clinico, de la colaboracion del endocri-
nélogo y del gastroenteroélogo, y del rol decisivo del
laboratorio. Cuando se ignora este sindrome, las
consecuencias sobre la salud del paciente son una
malabsorciéon de micronutrientes esenciales para la
vida, tales como vitamina B12 y el hierro. Por otra
parte, la identificacion y el seguimiento adecuado
de estos pacientes, puede favorecer un diagnéstico
y un tratamiento precoces. Por altimo, el hecho de
realizar una endoscopia géastrica de rutina en este
tipo de pacientes, favorece el diagnoéstico precoz
de un tumor neuroendocrino o de un carcinoma
gastrico. A partir de dos casos clinicos que seran

TABLA 1. Poli endocrinopatias autoinmunes: clasificaciéon y prevalencia

Poli endocrinopatias Tipo 1*

Tipo 2 Tipo 3

Hipoparatiroidismo

Candidiasis mucocutanea

Insuficiencia Suprarrenal

Autoinmunidad tiroidea

3a-Thyroiditis Autoinmune + DM1

3b-Thyroiditis + anemia perniciosa

Addison Diabetes tipo 1(DM1) 3c-Tiroiditis +Vitiligo + Alopecia
Hipogonadismo Hipofisitis
Prevalencia 1/25 000 (Finlandia) 1/20 000 Desconocida

*EL sindrome APECED —Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidiasis and Ectodermal Dystrophy- o poli endocrinopatia autoinmune de tipo 1
(APS-1), es una enfermedad monogénica asociada a un mutacion del gen AIRE.
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expuestos, el lector comprendera que el SAT es un
continuo fisiopatolégico, resultando en diferentes
complicaciones clinicas, dependiendo del momento
del diagnéstico.

Primer caso clinico

En 2009, una mujer de 61 anos de edad se presenta
a control en endocrinologia, siendo portadora de
una tiroiditis de Hashimoto®. La mujer se queja de
disestesias y dolor en ambas manos. Se sospecha un
sindrome del ttnel carpiano, bilateral. La paciente
estd bien equilibrada con 150 ug/dia de LThyroxina.
La vitamina B12 es medida a 58 pg/mL (> 200), la
hemoglobina : 11,7 ng/L, el volumen corpuscular
medio: 78 u3 (84-94), la ferritina : 7 ng/ml (22-112),
la gastrina: 1705 ng/ml (< 120). Los Anticuerpos
antiperoxidasa (TPO), antimucosagéstrico (PCA)
y el factor intrinseco (IF) son positivos, mientras
que la serologia para Helicobacter es negativa.
Una electromiografia con velocidad de conduc-
cién del carpo confirma una lesiéon de los nervios
de tipo de sensor y motor, en forma bilateral. Se
diagnostica entonces una gastritis autoinmune
con malabsorcién de vitamina B12 (pero ain sin
anemia asociada). La Gastroscopia y la biopsia
confirman una gastritis atréfica crénica. En la
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biopsia se describe una pangastritis, con signos de
metaplasia intestinal. Se instaura un tratamiento
a base de cianocobalamina (Sterop® vitamina B12
1 mg/semana IM, el primer mes, luego 1 mg/mes
en lo sucesivo) que se acompana de mejoria cli-
nica del cuadro neurolégico. En 2010, una nueva
biopsia gastrica demuestra una hiperplasia de las
células enterocromafines del estémago. En 2012,
se observa un incremento de los niveles de gastrina
a 2800 pg/ml (< 120) y de la cromogranina a 212
ng/ml (< 40). La gastroscopia de control confirma
un tumor neuroendocrino de estémago de grado II.
Se logra la reseccion completa del tumor endoscé-
picamente, con remision de la paciente, que sigue
en seguimiento endocrino y gastroenterolégico.

Segundo caso clinico

Una paciente de 35 anos de edad, nacida en el
Congo Belga, se presenta a la consulta con un
hipertiroidismo asociado a la enfermedad de Gra-
ves Basedow. El laboratorio demuestra una TSH
indetectable. La T3 y T4 estan sumamente eleva-
das y los anticuerpos estimulantes del receptor de
TSH son de 18 (< 1,5 IU/L). Los anticuerpos PCA
son positivos a 1:160 y el antifactor intrinseco es
negativo. La gastrina est4 en valores normales a

Buscar

{TPO? ATG? — > HASHIMOTO “
TBIR —__, BASEDOW

¢PCA?
éGastrina?
éMicronutrientes?

| Endoscopia+Biopsia + busqueda de HP

PCA+, (FI+), Gastrinat, B12, Fe+/-, HP-

PCA+, gastrina ‘+/-, HP+, Fer+

—> Biermer

——> Gastritis reversible

| Seguimiento

Endoscopico anual

Figura 1. Diagndstico del sindrome tirogastrico. HP: Helicobacter Pylori. TPO: anticuerpos antitiroperoxidasa. ATG: anticuerpos
antithyroglobulina. TBII: anticuerpos antireceptor de la TSH. PCA: parietal cell antibody o anticuerpos antimucosa gastrica. Fl:
anticuerpos antifactor intrinseco. B12: vitamina B12. Fe: parametros de hierro. HP: Helicobacter pylori.
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80 pg/ml y la serologia para Helicobacter Pylori
serologia sugiere una infeccién en curso. La vita-
mina B12 es normal a 883 pg/ml, ferritina es de
10 ng/ml, la hemoglobina es de 7,7 g/dl. Una vez
controlado el hipertiroidismo con antitiroideos
de sintesis(Propilthiouracilo 6 comprimidos/dia),
se decide realizar una gastroscopia con biopsias.
Se detecta una gastritis linfocitica sin atrofia,
con signos de metaplasia de la mucosa gastrica.
Se encuentra a su vez Helicobacter pylori en las
biopsias gastricas y duodenales. Se inicia un
tratamiento combinando omeprazol 40 mg por
dia y antibiéticos (amoxicilina 1g x 2/dia y clari-
tromicina 500 mg x 2/dia). Este tratamiento de
erradicacién se prescribe al paciente por 10 dias.
Se confirma luego la erradicaciéon de Helicobacter
Pylori por breath test. Después de 3 meses, un
nuevo control demuestra la desaparicién de los
anticuerpos antimucosa gastrico. Se normalizan
a su vez los parametros de hierro y disminuyen
los niveles de gastrina.

DISCUSION

Los casos clinicos que hemos presentado son dos
manifestaciones posibles del sindrome autoinmu-
ne tirogastrico o SAT. Mientras que la tiroiditis
autoinmune se puede manifestar desde un punto
de vista clinico bajo la forma de un hipotiroidismo
—conocida como enfermedad de Hakaru Hashi-
moto (1881-1934)- o incluso un hipertiroidismo
—conocida también como enfermedad de Carl von
Basedow (1799-1854), la gastritis autoinmune es,
prima facie, asintomatica®®. En esta dltima, se
producen cambios histolégicos en el revestimiento
del estémago, pudiéndose observar una malabsor-
cién de micronutrientes tales como la vitamina
B12 y el hierro. La anemia perniciosa, tal como lo
conocemos, es en realidad la consecuencia de una
etapa muy avanzada de la gastritis autoinmune®.
El desafio para todo clinico es poder identificar
marcadores tempranos de autoinmunidad gastrica
y asi evitar sus complicaciones.

La ruptura de la tolerancia inmune en todo
individuo con enfermedad autoinmune, se ve
favorecida por elementos genéticos y ambienta-
les. En relaciéon a los factores ambientales, cabe
destacar particularmente las infecciones. Helico-
bacter Pylori (HP) es una bacteria Gram negativa
espiralada que coloniza la superficie de la mucosa
géastrica, sin invadirla. La infeccion digestiva por
HP desencadena una intensa respuesta inmune
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en los seres humanos. Puede inclusive determinar
una gastritis crénica activa en algunos casos. En
la década de los setenta, se describia la gastritis
crénica autoinmune de tipo A (o esencial) y la tipo
B (o gastritis crénica infecciosa). En la actualidad,
la clasificacion etiolégica de la gastritis crénica no
resulta tan sencilla. De hecho, se sabe que cuando
la mucosa gastrica se torna atréfica, HP no encuen-
tra mas en ella, pues el medio se ha vuelto hostil a
la supervivencia de dicha bacteria.

Se han descripto diversos agentes infecciosos,
bacterianos y virales (parvovirus) pudiendo partici-
par, a su vez, como desencadenantes de la tiroiditis
autoinmune™?, Ciertos trabajos recientes sugieren
un nexo epidemioldgico entre la infeccién por HP
y la tiroiditis autoinmune. En primer lugar, la in-
feccion por HP resulta més frecuente en pacientes
con tiroiditis atréfica®. En segundo lugar, las cepas
de HP que expresan Cag A (el antigeno de capside
que le confiere una cierta agresividad a la bacteria)
son mas frecuentes en mujeres con autoinmuni-
dad tiroidea®. En tercer lugar, las cepas con Cag
A presentan varias secuencias de nucleétidos en
comun con la peroxidasa tiroidea (TPO), enzima
esencial para la sintesis de hormonas tiroideas?.
Por lo tanto, este mimetismo molecular genera una
reaccion cruzada entre los anticuerpos de HP y anti
TPO, sugiriendo una posible relacién causal entre la
infeccion por HP y la tiroiditis. Asimismo, el lector
recordara también que hay un mimetismo molecu-
lar entre la capside de HP y la H+/K+ ATPasa de
la mucosa gastrica?. Se sugiere que los anticuerpos
dirigidos contra HP inactivan la H+/K+ ATPasa,
no esta probado si son capaces de atacar las célu-
las tiroideas. La erradicacién de HP disminuye,
curiosamente, la producciéon de autoanticuerpos
tiroideos en pacientes con tiroiditis?. Esta serie de
argumentos sugieren que la tiroiditis autoinmune
pudiese ser una manifestacién extragastrica de la
infeccion por HP. A continuacion, abordaremos otras
consecuencias fisiopatolégicas de interés generadas
por la gastritis crénica autoinmune.

GASTRITIS CRONICA AUTOINMUNE:
MALABSORCION DE MICRONUTRIENTES Y
MEDICAMENTOS

Tanto la vitamina B12 como el factor intrinseco,
contribuyen a la fisiopatogénesis de la anemia
megaloblastica o anemia fatal, descrita por Tho-
mas Addison (1793-1860) en su monografia sobre
la enfermedad de las capsulas suprarrenales. El
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aleman Anton Biermer (1827-1892) profundiza
luego su estudio, describiéndola como una anemia
perniciosa o anemia de Biermer®.

La principal alteracién funcional en la gastritis
es una disminucién de la secrecién acida del esto6-
mago por las células parietales gastricas. La dismi-
nucién de la secrecion de acido gastrico genera una
malabsorcion de vitamina B12 y del hierro. Clasi-
camente, la malabsorcién exclusiva de B12 causa
una anemia macrocitica, mientras que una anemia
microcitica es el resultado de una malabsorciéon
en hierro. Pero la aclorhidria puede acompanarse
también de una malabsorcion de tiroxina. El cli-
nico sospechara esta situacion en todo paciente
hipotiroideo bien equilibrado desde hace tiempo
con T4 que se desequilibra y en aquel cuyas dosis
de hormonas tiroideas necesitan incrementarse
mas alla de las dosis habituales'?. La aclorhidria
provoca también una secrecion descontrolada de
la gastrina por el antro, ya que no hay retrocontrol
por las células parietales.

Se encuentra, por lo general, valores de gastri-
na mayores de 1000 ng/ml en la enfermedad de
Biermer bien establecida (como en nuestro primer
caso clinico), mientras que elevaciones menos
importantes son caracteristicas de una gastritis
debutante, no atréfica (como en nuestro segundo
caso clinico). La hipergastrinemia puede resolverse
después de la erradicacion de Helicobacter Pylort,
pero es persitente en la enfermedad de Biermer.
La hipergastrinemia contribuye a la hiperplasia de
la células enterochromafines (ECL) del estémago,
como se observa en nuestro primer caso clinico.
Debe tenerse en cuenta que otra causa muy comin
de elevacion (leve a moderada) de la gastrina, es
el tratamiento con inhibidores de la secrecién aci-
da del estomago tales como los inhibidores de la
proton potasio/ATPasa (IPP) y los medicamentos
antihistaminérgicos de tipo 2 (bloqueadores H2).
Cuando estamos frente a una gastritis atroéfica es-
tablecida de larga data, una elevacién substancial
de la gastrina puede ser un marcador de progresion
de un tumor neuroendocrino.

GASTRITIS CRONICA AUTOINMUNE Y
NEOPLASIAS GASTRICAS

Una complicacién reconocida de la enfermedad de
Biermer es el desarrollo de los tumores carcinoides
gastricos (4.12). En algunas series escandinavas,
el 10 % de los pacientes con anemia perniciosa
desarrollan esta complicacion tras una década de
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seguimiento. En nuestra serie prospectiva, esta
complicacién se produce en el 2,5 % de los pacientes
con gastritis autoinmune durante un periodo de
tres afos de observacién. Debe tenerse en cuenta
también que la mayoria de los pacientes fueron
diagnosticados en una fase temprana de la gastritis
autoinmune?.

Helicobacter Pylori , a su vez, es un reconocido
carcinégeno gastrico en los seres humanos. Este
agente microbiano juega un papel clave en la pato-
génesis del cancer gastrico y del linfoma MALT®®.
En los pacientes infectados que desarrollan un
linfoma de MALT gastrico, la erradicacion de HP,
en una etapa temprana, se asocia a menudo a la
remision del linfoma. La erradicacion de la bacteria
disminuye, a su vez, el riesgo a largo plazo de desa-
rrollar un adenocarcinoma gastrico. Curiosamente,
la tumorigénesis de neoplasias neuroendocrinas
gastricas no se ha vinculado con HP en los seres
humanos. Pero en modelos animales, como el del
roedor de Mongolia (Mongolian gerbil) infectado
con HP, se ha podido establecer un vinculo entre la
infeccion y el desarrollo de tumores neuroendocri-
nos gastricos. Cuando el experimentador inocula
Helicobacter Pylori a los roedores, desarrollan
una gastritis autoinmune. Se observa luego du-
rante el seguimiento una hiperplasia de la células
ECL y con posterioridad, una gran mayoria de
los animales presentan un tumor neuroendocrino
gastrico. En este modelo de roedor, pero no en seres
humanos, la erradicaciéon de HP se acompana de
la involucién de los tumores neuroendocrinos™?.

EL SINDROME AUTOIMMUNE

TIROGASTRICO (SAT): PERSPECTIVAS
CLIiNICAS

Recientemente, hemos realizado varios estudios
en colaboracién con el Laboratorio y el Servicio de
Gastroenterologia de nuestro Hospital. Primero
despistamos la presencia de una autoinmunidad
gastrica en 240 nuevos pacientes con enfermedad
de Hashimoto®®. La investigaciéon de la autoin-
munidad géastrica incluy6 en estos pacientes la
determinacién de anticuerpos antimucosa gastri-
ca —anticuerpos contra células parietales o PCA-.
Cuando estos eran positivos, se determinaban tam-
bién los anticuerpos contra el factor intrinseco o IF.
La prevalencia de los PCA fue del 13 % (32/240).
Los IF se encontraron en 37,5 % (6/16) de pacien-
tes con APC +. Se encontré en dichos pacientes
niveles de gastrina > 120 pg/ml (no asociado con
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el uso de antiacidos) en el 37 % (12/32) de los mis-
mos. Una deficiencia en vitamina B12 (definida
como < 200 pg/ml) se hall6 en el 18 % (6/32) de
los pacientes. Por dltimo, una infecciéon por HP
infeccion se hallé en 16 % (3/19) de los pacientes
a los que se hizo una gastroscopia. En el 80 % de
las biopsia gastricas, se hall6 ya sea una gastritis
antral o una gastritis findica. Basandose en estos
resultados, utilizamos la misma metodologia, en
un segundo estudio que incluy6 50 pacientes con
enfermedad de Basedow e hipertiroidismo“®:
los resultados confirmaron los datos anteriores.
Finalmente, continuamos el estudio prospectivo
en 410 pacientes con tiroiditis autoinmune: los
pacientes con gastritis estaban sujetos también a
un monitoreo digestivo. Un aspecto interesante del
seguimiento de estos pacientes es que, al de poder
erradicar tempranamente Helicobacter Pylori,
la gastritis y la malabsorcién, mejoraban, y de
manera sorprendente desaparecian también los
anticuerpos gastricos. Tuvimos la oportunidad de
documentar bien este fenémeno en tres pacientes,
pero resultados similares fueron reportados por
otros autores en series mas importantes®”.

El sindrome Tirogdstrico autoinmune (SAT):
perspectivas terapéuticas

Los pacientes que sufren de MALTomas, de ade-
nocarcinoma gastrico y tumores neuroendocrinos
tienen un tratamiento especifico, que por razones
de espacio no detallaremos en este articulo.

El diagnoéstico precoz del SAT, sin embargo,
podria abrir perspectivas terapéuticas muy prome-
tedoras. Se recordara al lector que las complicacio-
nes neuroldgicas y hematolédgicas son en general
reconocidas tardiamente en dichos pacientes. Un
diagnéstico precoz de la gastritis (invariablemen-
te asintomatica) permite a su vez erradicar la
infeccién por HP. La vigilancia endoscépica de los
pacientes con autoinmunidad géstrica es capaz de
detectar y erradicar los tumores neuroendocrinos
géastricos. Una mejor comprensién de los mecanis-
mos autoinmunes fisiopatolégicos y la disponibili-
dad de nuevos farmacos en desarrollo permitiran
en un futuro cercano, actuar de manera mucho
mas especifica y “personalizada”. Por ejemplo,
los anticuerpos citotéxicos antilinfocito T dirigi-
dos contra el antigeno 4 (CTLA-4) se utilizan con
éxito en ciertos modelos de ratén, para controlar
la gastritis autoinmune asociada a la infeccién por
HP®, Igualmente, los anticuerpos anti CTLA-4 se
utilizan para promover la reaccién inmune dirigida
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contra los adenocarcinomas géstricos. En los seres
humanos, el Rituximab, un anti CD20 (receptor
especifico de linfocitos B) se ha utilizado con éxito
en el linfoma de células T de la mucosa gastrica®.

CONCLUSIONES

Los datos que presentamos se obtuvieron a partir
de pacientes en los cuales el diagnéstico princeps
fue la autoinmunidad tiroidea, y luego entonces se
estudié la autoinmunidad gastrica. Con esta meto-
dologia, la prevalencia de gastritis autoinmune es
de 13 % en nuestra serie prospectiva de tiroiditis
autoinmune. Cuando el diagnéstico princeps es la
gastritis atréfica autoinmune, la prevalencia de la
autoinmunidad tiroidea representa casi un 50 %.
Delo dicho anteriormente, creemos que se justifica
detectar la asociacién de una gastritis y tiroiditis
autoinmune en un mismo paciente cuando una
de estas dos patologias est4 presente. En la figura
2, proponemos una serie de marcadores serold-
gicos para orientar el diagndstico y tratamiento.
Recomendamos en el seguimiento de dichos casos
realizar una gastroscopia inicial, que se repetira
en caso de confirmar una gastritis autoinmune.
Un interés adicional de estos estudios es poder
detectar las diferentes comorbilidades en una
fase preclinica (deficiencia de hierro, deficiencia
de vitamina B12, infecciéon por Helicobacter Pylo-
ri, hipergastrinemia e hiperplasia de las células
enterocromafines gastricas) ya que todas estas
son en su mayoria, potencialmente reversibles.
El seguimiento de los pacientes que tienen una
gastritis autoinmune podria a su vez disminuir
algunas complicaciones tales como los tumores
carcinoides y el adenocarcinoma gastrico.
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