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A Presenca de Formas de Alto Peso Molecular
(“Macro TSH”) Deve Ser Investignda
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RESUMO

As metodologias empregadas para a medida de TSH sérico apresentam
niveis de especificidade e sensibilidade, tanto diagndsticas como anali-
ficas, bastante elevadas. Adicionalmente, sdo metodologias bastante
robustas, de maneira que resultados falso-positivos ou falso-negativos sdo
raros e inesperados. Descrevemos neste trabalho dois casos de individuos
descritos como eutirdideos, sem antecedentes de doencas autoimunes e
sem referéncia ao uso de TSH exégeno, que apresentavam niveis de TSH
de normais a muito elevados, dependendo da metodologia empregada.
Em frés métodos testados para a medida de TSH a diluicdo seriada das
amostras mostrou que os niveis reais situavam-se entre 250 e 300 mUl/L.
Nos dois casos, 0 aumento de TSH foi ocasionado pela presenca de
proteinas ligadoras de TSH no soro, formando formas de alto peso mole-
cular ("'macro TSH"), demonstradas por cromatografia de gel filtracdo em
coluna de Superdex S-200. Em uma das pacientes a proteina ligadora foi
caracterizada como IgG através de cromatografia em proteina G
sepharose, na outra, a ligacdo em proteina G e em coluna de sepharose
acoplada a monoclonal anti-igM ndo conseguiu caracterizar a proteina
ligadora sérica. Estes casos salientam a importéncia da correlagdo
clinico-laboratorial e sugerem a necessidade de se pesquisar a presenca
de macro TSH em pacientes com niveis de TSH anormalmente elevados.
(Arq Bras Endocrinol Metab 2006;50/3:445-449)
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ABSTRACT

Unexpected High Values of TSH: The Presence of High Molecular Weight
Forms (Macro TSH) Must Be Investigated.

The laboratory methods usually employed for the measurement of serum
TSH present sensitivity and specificity levels, both analytical and clinical,
that are highly satisfactory. Additionally, the methodologies are quite
robust, so that false-positive and false-negative results are rare and
unexpected. In this paper we describe two individuals quoted as euthyroid
clinically, with no reference to autoimmune diseases, and no reference to
the use of exogenous TSH, that presented with normal to extremely high
serum TSH levels, depending on the method employed for analysis. In the
three tested methods, serial dilution showed that the real TSH levels were
between 250 and 300 mUI/L. In both cases the increment in TSH levels were
due to the presence of TSH-binding proteins, forming high molecular
weight complexes ("macro TSH”), well characterized by gel filtration
chromatography on Superdex S-200 column. In one of the patients the
binding protein was characterized as being IgG by protein-G binding
study. In the other case, protein-G binding as well as anti-lgM binding failed
to characterize the protein. These two cases call attentfion to the impor-
tance of the clinicalHaboratory correlation and suggest the need that the
presence of “macro TSH” must be investigated in patients with unex-
pectedly high TSH values. (Arq Bras Endocrinol Metab 2006;50/3:445-449)
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a DOSAGEM DE TSH ¢ a dosagem hormonal mais

olicitada na pratica clinica. Devido a sua alta
sensibilidade e especificidade, é o exame de primeira
linha no diagnéstico laboratorial tanto de hipo como
de hipertiroidismo (1). O ensaio universalmente em-
pregado hoje em dia para a dosagem de TSH sérico
segue um desenho imunométrico nio-competitivo,
geralmente empregando dois anticorpos monoclonais
(produzidos a partir de camundongos), um de captura
e outro de revelagio (2). A possibilidade de interfe-
réncias neste tipo de ensaio ¢ bastante remota, porém
real, sendo o tipo mais comum a presen¢a de anti-
corpos heterofilicos (3). Neste tipo de interferéncia,
ocasionada por anticorpos endégenos que reconhecem
estruturas presentes na imunoglobulina de camundon-
go, podemos observar resultados falsamente elevados
(mais comumente) ou falsamente baixos. Uma série de
medidas técnicas, dentre elas a adigio de um excesso
de imunoglobulinas inespecificas de camundongo aos
tampodes de ensaio, foram incorporadas visando pre-
vengdo deste tipo de fendmeno, com resultados bas-
tante satisfatorios. No entanto, resultados falsos podem
ainda ocorrer, e a suspeita e procura da etiologia do
fenébmeno devem ser uma preocupa¢io continua dos
profissionais envolvidos.

A interferéncia de anticorpos enddgenos diri-
gidos contra horménios peptideos é um fenémeno
conhecido e bem descrito. Estes ocorrem sabidamente
contra insulina, horménio de crescimento e, espe-
cialmente, contra prolactina, sendo neste altimo caso
responsdveis pelo fendmeno da macroprolactina (4).
S3o, no entanto, raros os casos descritos de presenga
de anticorpos dirigidos contra hormoénios glicopro-
téicos, tendo sido descritos poucos casos de anticorpos
anti-TSH (5,6). Recentemente descrevemos o primei-
ro caso comprovado de presenga de anticorpos endé-
genos anti-LH (7).

Nesta comunicagio, relatamos dois casos de
individuos que apresentaram valores surpreendente-
mente elevados de TSH devido a presenga de proteinas
ligadoras de TSH no soro, configurando o fené6meno
de “macro TSH”.

INDIVIDUOS

O primeiro individuo (individuo A) era uma mulher
de 53 anos com diagnéstico de hipotiroidismo hé dois
anos, em fung¢io do encontro de niveis de TSH ele-
vados. O tratamento substitutivo iniciado nio norma-
lizou os niveis de TSH apesar de elevar os niveis de T4
livre. A dissociagio entre resultados de TSH por
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metodologias diferentes no laboratério de origem
chamou a aten¢do, sendo o material encaminhado ao
nosso laboratério para estudos adicionais. O segundo
individuo (individuo B), também do sexo feminino, de
6 anos de idade, foi investigado por suspeita de retardo
de crescimento. Nao apresentava sinais clinicos de
hipotiroidismo, com niveis de T4 livre normais e de
TSH elevados, mas também com valores discrepantes
em duas metodologias diferentes, o que prontificou o
envio do material para estudos adicionais em nosso
laboratério. Nenhum dos dois fazia uso de reposi¢io
de hormoénios tiroideanos por ocasiio do estudo.

MATERIAL E METODOS

TSH foi dosado por ensaio imunofluorométrico (IFMA)
baseado em anticorpos monoclonais desenvolvido em
nosso laboratério (8). Outros métodos empregados
para dosagem de TSH foram os ensaios imunoquimio-
luminométrico (IQMA) (Advia Centaur) e eletroqui-
mioluminométrico (ECLIA) (Roche). Os ensaios de
T4 livre foram realizados por fluoroimunoensaio
(PerkinElmer), a pesquisa de anticorpos anti-TPO e
anti-receptor de TSH por radioensaio (BRAHMS), e a
pesquisa de anticorpos anti-Tiroglobulina por ensaio
fluorométrico (9). A precipitagio do soro com polie-
tilenoglicol seguiu a metodologia descrita para a pes-
quisa de macroprolactina (4). A cromatografia em
coluna de gel filtra¢io empregou coluna de Superdex
200 (1,5 x 30 cm, Pharmacia), calibrada com marca-
dores de alto peso molecular, em tampio neutro. A
mesma coluna foi empregada para cromatografia em
condigdes dissociantes através do emprego de tampio
glicina-HCI 0,1 M, pH 2,8. Foi empregada também,
como resina ligadora de IgG, uma coluna de proteina-
G sepharose (Pharmacia), eluida inicialmente com
tampao neutro e em seguida com tampio pH 2,8. A
coluna de sepharose acoplada com anticorpo mono-
clonal anti-IgM humano foi preparada em nosso
laboratério utilizando sepharose ativada com brometo
de cianogénio (Pharmacia) ¢ anticorpo monoclonal
por nos desenvolvido.

RESULTADOS

O individuo A apresentava niveis de TSH que, com o
ensaio IQMA, variaram entre 1,4 ¢ 24,2 mUI /L e com
ensaio ECLIA entre 64,7 e superior a 100 mUI/L no
laboratério de origem. Em nosso laboratério, em-
pregando o ensaio IFMA, o resultado foi de 10,0
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mUI/L e, empregando o ensaio ECLIA, de 250
mUI/L, resultado este obtido apds dilui¢io da
amostra. Dilui¢oes seriadas da amostra com posterior
dosagem no ensaio IFMA mostraram nio-para-
lelismo, ou seja, os valores obtidos foram crescentes
até uma diluigio de 1:100, quando chegaram a
aproximadamente 250,0 mUI/L. O soro foi entdo
submetido a cromatografia em coluna e o resultado
encontra-se representado na figura 1. Observamos
que a cromatografia do soro em condi¢des neutras
mostrou um pico de imunorreatividade para TSH de
alto peso molecular (correspondente a um peso
molecular superior a 200 kDa). Na mesma coluna,
um soro de uma paciente com hipotiroidismo
primario e com niveis de TSH séricos de 125,0
mUI/L mostrou imunorreatividade para TSH com
peso molecular correspondente ao TSH monomérico
(28 kDa). O soro do individuo A, quando aplicado a
coluna de proteina-G sepharose, mostrou um
comportamento compativel com a presenga de
imunoglobulina em conjunto com TSH, e que pode
ser visto na figura 2; a imunorreatividade de TSH foi
retida pela coluna e s6 eluida em condig¢des disso-
ciantes. Em outras palavras, a coluna de proteina-G,
que liga imunoglobulina, capturou o TSH pois este
estava ligado a uma IgG. A eluigdo em condigoes

—e— individuo A

--e-- 80ro de hipotiroideo
15.0-
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Figura 1. Perfil de eluicdo obtido em coluna de Superdex
200 (1,56 x 30 cm) com o soro do individuo A (0). em
condicdes neutras, e com soro de paciente portadora de
hipotiroidismo (®) (TSH: 125,0 mUI/L). VO indica o volume de
exclusdo da coluna.
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dissociantes liberou a IgG da coluna e, conseqiien-
temente, o TSH a ela ligado. A precipitagio com PEG
mostrou recuperagio de apenas 3,6%, compativel
com presen¢a predominante de TSH ligado a
imunoglobulinas. Os niveis de T4 livre eram normais
(1,2 ng/dL, normal de 0,7 a 1,5 ng/dL) ¢ a pesquisa
de anticorpos anti-receptor de TSH, anti-TPO e anti-
tiroglobulina, negativos.

O individuo B apresentava niveis de TSH com
o ensaio IQMA de 12,0 mUI/L, ¢ com ensaio
ECLIA superior a 100 mUI/L. No ensaio IFMA, o
valor foi de 2,7 mUI/L na dosagem direta, mas com
dilui¢des sucessivas repetiu-se o fendmeno de nio
paralelismo observado no soro do individuo A, e o
valor final obtido foi de 300 mUI /L. A cromatografia
em coluna de gel filtragio mostrou também a
imunorreatividade de TSH eluindo com alto peso
molecular (> 200 kDa) em tamp3do neutro e eluindo
no ponto esperado para TSH quando em condigoes
dissociantes, quando o TSH nio se liga a proteina
carregadora presente (figura 3). A precipitagio com
PEG mostrou resultado intermedidrio (56%) e a
aplicagio em coluna de proteina-G sepharose nao
mostrou ligagdo da imunorreatividade de TSH,
afastando IgG como a proteina ligadora. A croma-
tografia em coluna de sepharose acoplada a um

Tampéao Glicina
HCI pH 2,8
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20 mM pH 7,6
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Figura 2. Perfil de eluicdo obtido com soro do individuo A
aplicado em coluna de proteina-G Sepharose. A ligagdo
do TSH & coluna indica que este estd ligado a uma IgG. A
troca de tampdo, para uma condicdo dissociante,
provocou a eluicdo da imunorreatividade de TSH.
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monoclonal anti-IgM humana também nio mostrou
ligagdo. Os niveis de T4 livre também eram normais
(1,3 ng/dL) e as pesquisas de anticorpos anti-receptor
de TSH, anti-TPO e anti-tiroglobulina, negativas.

DISCUSSAO

Anticorpos anti-TSH foram reportados classicamente
em pacientes que receberam inje¢des de TSH bovino
como estimulante da fun¢do tiroideana em procedi-
mentos diagnodsticos e terapéuticos (10,11). No
entanto, a presen¢a de anticorpos anti-TSH foi tam-
bém descrita em pacientes com doengas auto-imunes
de tirdide, em especial em pacientes com doenga de
Graves (12,13). Neste ultimo caso, os anticorpos
poderiam se tratar de anticorpos anti-idiotipicos contra
anticorpos anti-receptor de TSH presentes nesses
pacientes. A descri¢do de anticorpos endégenos anti-
TSH em pacientes que nao apresentam doenga auto-
imune de tiréide ou nao receberam inje¢oes de TSH
bovino ¢ fenémeno raro (5,6,14). Sua indug¢io pelo
uso de prepara¢des de TSH humano recombinante
parece ndo ser problema semelhante ao que era obser-
vado quando do emprego de preparagdes de TSH
bovino (15).

—e— Tampao neutro

e Tampao pH 2,8
15
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Figura 3. Perfil de eluicdo obtido com o soro do individuo B
em coluna de Superdex 200 (1,5 x 30 cm) com tampdo
neutro (0) e com tampdo dissociante (pH 2,8) (®). Nesta
Ultima condi¢do, o deslocamento do pico de TSH mostra
que o mesmo estava ligado a uma macromolécula.
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Os dois casos aqui descritos ndo apresentavam
evidéncias de presenca de doenga auto-imune de tirdi-
de, nem haviam recebido inje¢des de TSH bovino ou
humano. O que chamou a aten¢gio nos dois casos
foram os valores inesperadamente elevados de TSH,
com niveis de T4 livre normais e com quadro clinico
nio compativel. No caso do individuo A, o inter-
ferente era comprovadamente a presenga de anticorpos
IgG anti-TSH. J4 no caso do individuo B, apenas
pudemos comprovar a presenga de uma substincia de
alto peso molecular que se liga a TSH, sem ser
caracterizada como IgG ou IgM. Sua caracterizagio
ainda deve ser estudada. Os resultados falsamente
baixos observados em dois dos ensaios empregados,
comprovados pela falta de paralelismo pos-diluigio
observada, comprovam diferentes graus de interfe-
réncia nos diferentes ensaios. Estes achados podem ser
devidos a uma coincidéncia de epitopos reconhecidos
pelos diferentes monoclonais empregados, ou de
diferengas nos desenhos dos ensaios, possibilitando o
deslocamento ou nio do TSH enddgeno das proteinas
ligadoras. Muito provavelmente as diferengas de
desenho se caracterizam pela maior exposi¢io aos
anticorpos proporcionado pelo uso de microparticulas,
como no caso do ICLA empregado neste estudo.

Nossos achados mostram que a presenga de um
fenbmeno de “macro TSH” deve ser aventada em
pacientes com niveis de TSH surpreendentemente
altos, ndo compativeis com o quadro clinico e com os
niveis de T4 livre. O fendbmeno pode ocorrer mesmo
em individuos sem doengas autoimunes de tirdide, e,
devido a sua heterogeneidade, deve ser comprovado
por cromatografia em coluna de gel filtragdo.
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