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Analisis comparativo entre la
I'SH de tercera generacion y la

prueba de estimulacion con TRH
en pacientes con hipertiroidismo,
hipotiroidismo y sujetos normales

El anilisis de la hormona
tiroestimulante (TSH) de
tercera generacion permite la
diferenciacién de pacientes con
hipertiroidismo real y
pacientes con niveles
suprimidos de TSH asociados
con otras patologias, lo cual
era imposible determinar con
los andlisis de primera y
segunda generacion. La
sensibilidad funcional (0,001
mUI/L) y la analitica (0,002
mUI/L) permiten establecer
esta diferenciacién.

Con la hipétesis de que la TSH
de tercera generacion es tan
sensible como la prueba de
estimulacién con la hormona
liberadora de tirotropina
TRH y podria reemplazarla,
se estudiaron 111 personas, 46
con hipotirodismo, 29 con
hipertiroidismo y 36 controles
sanos a quienes se les tomé6 una
muestra basal de TSH y se les
administraron 200 ug IV de
TRH obteniendo muestras 30,
60 y 90 minutos post TRH. La
medicion de TSH se llevé a
cabo con reactivos del sistema
immulite (DPC).

Las edades de los tres grupos
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fueron similares,
hipotiroidismo 42,2 + 13,44,
hipertiroidismo 43,93 = 17,03 y
los controles sanos 37,75 =
11,5. Los sujetos normales
mediante el andlisis percentilar
mostraron cifras de TSH basal
de 0,446 parael P 5,y de 3,52
para el P 95, a los 30 min de
4,11 parael P 5y 25,9 para el
P 95, a los 60 minutos de 2,82
parael P Sy 17,6 parael P 95
y alos 90 minutos de 1,9 para
el PS5y 14,81 para el P 95. Se
encontraron correlaciones
estadisticamente significativas
entre la TSH basal y la TSH a
los 30,60 y 90 min post TRH.
tanto en controles normales
como en pacientes con
hipotiroidismo e
hipertiroidismo siendo estas
ultimas las de mayor
significaciéon. R = 0,96,0,98 y
0,97,30,60 y 90 min
respectivamente.

De los 29 pacientes con
diagnéstico de hipertiroidismo,
25 (86,2%) tuvieron TSH
menores de 0,44 mUI/L,
mostrando respuesta plana a la
estimulacién con TRH. Los
restantes cuatro (15,8%)
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tuvieron niveles de TSH
mayores de 0,44 mUI/L con
respuesta al TRH
directamente proporcional a
sus valores; en estos pacientes
con hipertiroidismo la TSH
basal y la respuesta esperada a
la TRH se vieron modificadas
por circunstancias inherentes
al curso natural del
hipertiroidismo de acuerdo
con la causa que lo originé.

Lo anterior nos permite
afirmar que un valor de TSH
de tercera generacién por
debajo de 0,44 mUI/L tiene la
misma sensibilidad que la
prueba de TRH en el
diagnéstico de hipertiroidismo.
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TSH de tercera generacion

on la introduccién de
la protirelina sintéti-
ca (TRH) en 1969
(1), la prueba de esti
mulacién con esta
proteina llego a ser el estandar
de oro en el diagnostico del es-
tado funcional de la glandula
tiroides (2). La prueba para ob-
tener la maxima respuesta de
estimulacion de secrecion de TSH
utiliza dosis que oscilan entre 200
y 500 ug intravenosos obtenien-
do la maxima respuesta de TSH
entre 15 y 30 minutos post admis-
tracion (3, 4). La respuesta nor-
mal oscila entre 2,5 mU/L y 25
mU/L en sujetos normales (2-5);
cifras por debajo de 2,5 mU/L se
consideran como respuesta blo-
queada y mayor de 25 mU/L
como respuesta exagerada o
hiper-respuesta. En presencia de
un eje hipotalamo-Hipdfisis-
tiroides intacto la respuesta blo-
queada se asimilé a hiperti-
roidismo y la respuesta exagera-
da a hipotiriodismo (2). Por mu-
chos afios esta prueba continud
siendo de amplio uso, justificada
por la baja sensibilidad funcional
(SF) que poseian las pruebas de
primera generacion (6).
La Asociacion Americana de
Tiroideologia (AAT) en 1987
resolvio promover el desarrollo
de pruebas de TSH sensible que
permitieran una discriminacion
mayor entre las cifras de sujetos
normales y pacientes con hiper-
tiroidismo (6), diferencia que era
imposible establecer con la téc-
nica tradicional de radioin-
munoanalisis (RIA) hasta enton-
ces disponible debido a la baja
SF y analitica (SA) que poseia
(1,0 mUI/L y 0,4 mUI/L respec-
tivamente), lo cual le daba una
confiabilidad aplicable solamen-
te a resultados por encima de
0,5 mUI/L, llegando a presen-
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tarse hasta 20% de sujetos sanos
con cifras iguales o menores a
ésta. La AAT fijo como reque-
rimiento minimo para que una
prueba se considerara sensible
cuando el suero de un paciente
con hipertiroidismo estuviera por
debajo de tres desviaciones
estandar del promedio de suje-
tos normales o que el 99% de los
pacientes con hipertiroidismo
estuviesen por debajo del limite
inferior de lo normal (6).

La introducciéon de pruebas
inmunométricas (IMA) fueron la
primera aproximacion para la ob-
tencion de estos analisis ultra-
sensibles de TSH. El IMA con-
siste en la reaccién entre un pri-
mer anticuerpo, un segundo anti-
cuerpo marcado dirigidos en este
caso contra la TSH, dando una
reaccion de atrapamiento de ésta
entre los dos anticuerpos, reac-
cion tipo sandwich (7). El pri-
mer anticuerpo es de tipo mono-
clonal y esta dirigido contra la
subunidad beta y por lo general
viene unido a las paredes del
tubo o a esferas (Fase solida). El
segundo anticuerpo esta dirigi-
do contra la subunidad alfa de la
TSH marcado ya sea por un
isétopo radioactivo (1125), caso
en el cual se denomina método
IRMA o inmunorradiométrico o
por una molécula no radioactiva
como el fluoruro, caso en el cual
se denomina IFMA o método
inmunofluorométrico o una
enzima, caso en el cual se cono-
ce como IEMA o inmunoenzi-
momeétrico.

La SF de estas pruebas es de 0,1
mIU/L y la SA 0,03 mIU/L y
son conocidos como TSH de se-
gunda generacion. Sin embargo,
el coeficiente de variacion (CV)
de estas pruebas es alto llegando
hasta 15% en el limite inferior
de lo normal y hasta 40% cuan-

do esta por debajo de 0,1 mUI/
L. Por este motivo surgieron las
pruebas de tercera generacion (8)
las cuales utilizan una sustancia
luminiscente que es capaz de
emitir luminiscencia medible
hasta 1.000 veces en 10 minutos
y de esta manera le permite ga-
nar una alta sensibilidad a la
prueba, que llega a serunas 10 a
20 veces mayor que el IRMA
(7). En general estos métodos se
conocen con el nombre de ICMA
(7,9, 10).

La TSH de tercera generacion
permite establecer la diferencia
entre estados de hipertiroidismo
subclinico y de enfermedad no
tiroidea (16) de profundas re-
ducciones en estados de tiroto-
xicosis (<0,005 mUI/L). lo cual
no se podia obtener con las prue-
bas de segunda generacion. La
SF de 0,01l mIU/Ly S A de 0.002
son las caracteristicas que le per-
miten establecer esta diferencia
(6, 8). Recientemente se ha in-
troducido la TSH de cuarta ge-
neracion, la cual posee una SF
de 0,001. En la actualidad esta
en proceso de estandarizacidon y
su utilidad clinica esta ain por
establecerse (11).

La prueba de TRH era utilizada
tradicionalmente para confirmar
la presencia de hipertiroidismo
en pacientes cuyo diagndstico
fuera equivoco por alguna razén
y era considerado como el pa-
tron de oro, pero araiz del adve-
nimiento de la TSH de tercera
generacion su utilidad se limitd
y ha sido relegado a indicacio-
nes muy precisas como la eva-
luacion de la reserva hipofisiaria
de secrecion de TSH, la respues-
ta fisioldgica de la prolactina y
paraddjica de la hormona de cre-
cimiento en pacientes con neo-
plasias productoras de hormona
de crecimiento (12, 13).
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Esto nos motivd a realizar esta
investigacion con la hipotesis
de que la TSH de tercera gene-
racioén es tan sensible como la
prueba de TRH en el diagndsti-
co de pacientes con hipertirio-
dismo

Material y métodos
Se estudiaron 111 personas en
forma ambulatoria; 46 con hipo-
tiroidismo, 29 con hipertiroidis-
mo y 36 controles sanos. Los
pacientes provenian de las con-
sultas de endocrinologia de la
Fundaciéon Santa Fe de Bogota
y del Hospital de San José.
El diagnoéstico del hipertiroidis-
mo y del hipotiroidismo se basd
en el cuadro clinico y la anor-
malidad de las pruebas de fun-
cién tiroidea que confirmaban
dicho diagndstico en el momen-
to del examen. Los controles
sanos fueron personas volunta-
rias a quienes por cualquier
motivo se les habia practicado
antes de un aflo pruebas de fun-
cién tiroidea y habian resultado
normales y su examen fisico ex-
cluia la sospecha de enferme-
dad tiroidea.
Dentro de los criterios de inclu-
sion para los pacientes con
hipertiroidismo y con hipotiroi-
dismo se consideraron la edad
que oscilara entre 20 y 80 afios,
la evolucidon minima de ocho se-
manas de la sintomatomatologia
clinica y la ausencia de trata-
miento farmacolégico. Los cri-
terios de exclusidon considerados
en el protocolo fueron: pacien-
tes con ingesta de medicamen-
tos que pudieran alterar la fun-
cién del eje hipotalamo-hip6-
fisis-tiroides (14), antecedentes
de enfermedad hipotalamo-
hipofisiaria previa (15), antece-
dentes de cirugia o radioterapia
en regién selar (12), anteceden-
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tes de sindromes de resistencia a
la accién de las hormonas ti-
roideas (12), mujeres embaraza-
das (12), mujeres en puerperio
inmediato o con antecedente de
parto antes de seis meses y utili-
zacion reciente de medios de
contraste yodados (12).
Después de llenar un protocolo
y de haber firmado su acepta-
cién voluntaria para ingresar al
estudio todos los sujetos se pre-
sentaron en estado de ayuno al
Laboratorio Endocrino Vélez
LAB permaneciendo en reposo
durante la prueba. Se tomé una
muestra basal de 10 cc, entre
las 7y 9 a.m., obteniendo suero
por centrifugacion para la de-
terminacion de TSH de tercera
generacion y se les administro
200 ug de TRH IV obteniendo
muestras 30, 60 y 90 minutos
después de la administracion del
TRH de la misma manera que
la muestra basal para la medi-
ciéon de la TSH.

Las muestras de suero fueron re-
frigeradas a menos 20 grados
Celsius y analizadas posterior-
mente. Para la determinacion de
la TSH se utilizaron reactivos
del sistema immulite, de tercera
generacion con tecnologia de
quimioluminiscencia amplifica-
day centrifugacion vertical, con
un segundo anticuerpo monoclo-
nal unido a la fosfatasa alcalina
y el adamantyl dioxetano como
sustancia luminiscente.

El analisis estadistico se realizo
en un computador IBM con pro-
grama para Windows 3.11, Excel
y SSPS. Se realizd analisis
percentilar, prueba de Anova y
prueba de Duncan para buscar
la significacion entre y dentro
de los grupos y la prueba de oro
para hallar el valor de un méto-
do diagnoéstico en relacion con
un método de referencia.
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Resultados
Las edades de los pacientes con
hipertiroidismo y con hipotiroi-
dismo fueron similares; 43,93 +
17,03 y 42,2 £ 13,44 respecti-
vamente. El grupo de control
sano tuvo un promedio de 37,75
+ 11,5.
La mayoria de los sujetos del
estudio fueron mujeres; en el
grupo de hipertirodismo hubo
tres hombres y 28 mujeres, en el
grupo de hipotirodismo seis
hombres y 40 mujeres y en el
grupo de controles sanos se en-
contraron dos hombres y 34 mu-
jeres. Por el escaso numero de
hombres no se realizaron prue-
bas para buscar diferencias en-
tre sexos.
Las cifras de TSH basales, 30,
60 y 90 post estimulacion con
TRH en sujetos normales, con
hipertiroidismo e hipotiroidismo
de acuerdo con el analisis de
percentiles se observan en las
tablas 1 y 2. Como se ve en estas
tablas y en la figura 1, las cifras
de normalidad para TSH basal
oscilaron entre 0,448 y 3,93
mUI/L, 4,11 y 25,9 mUI/L a los
30 minutos, 2,82 y 17,66 a los
60 minutos y 1,9 y 14,81 a los
90 minutos. El analisis de
varianza mostré diferencias sig-
nificativas entre y dentro de los
grupos estudiados con una
P<0,0002.
Al practicar la prueba de corre-
lacién lineal en sujetos norma-
les, relacionando la TSH basal
con la respuesta a la estimulacion
con TRH. 30, 60 y 90 minutos
post TRH mostré coeficientes de
correlacion positiva de 0,55,0,45
y 0,61, 30, 60 y 90 minutos res-
pectivamente. El mismo analisis
se realizé en pacientes con
hipotiroidismo mostrando corre-
laciones de 0,62, 0,69 y 0,75;
30, 60 y 90 minutos post TRH
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normalidad osm‘iar:nu entre 0,446 y 3,52 mUL/L. Be realizé el andlisis de sensibilidad y
e la prueba, sns resultados se observan en __Ias figuras 3y 4.

Tabla 1. Andlisis percentilar de la TSH basal en pacientes con hipertiroidismo, hipotiroidismo y sujetos normales.

30 minutos 60 minutos 90 minutos
4,11 2,82 1,9
14,1 9,40 7,05
25,9 ! 17,6 14,81
0,002 0,002 0,002
06,0085 0,08 0,16
7,37 561 4,12
P5 4,28 154 10,77
P50 51 22,8 23
- Pg5 561 429 268

Tabla 2. Andlisis percentilar de la TSH post TRH en pacientes con hipertiroidismo, hipotiroidismo y sujetos normales.
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Figura 1. TSH de tercera generacion en sujetos normales basales y post 200 meg TRH 30, 60 y 90 minutos.
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respectivamente.Los pacientes
con hipertiroidismo evidencia-
ron 0,96, 0,98 y 0,97, 30, 60 y
90 minutos (Figura 2).
Teniendo en cuenta la prueba de
TRH como método de referen-
cia, se calcularon la sensibilidad
y la especificidad, el valor
predictivo positivo y negativo de
la TSH de tercera generacion
para pacientes con hipotiroi-
dismo e hipertiroidismo con res-
pecto al grupo control. Se en-
contrd una sensibilidad del 87%
y una especificidad del 97%, con
un valor predictivo positivo y
negativo de 97,6 y 85% para pa-
cientes con hipotiroidismo. Los
pacientes con hipertiroidismo
mostraron una sensibilidad y
especificidad del 86y 97,1 % res-
pectivamente y valores predic-
tivos positivo y negativo del
96,11 y del 89%. La confia-
bilidad global de la prueba re-
sulté en 92% (Figuras 3 y 4).
Seis (13%) de los pacientes con
el diagndstico de hipotiroidismo
mostraron cifras de TSH basal
dentro de limites normales du-
rante la practica de la prueba a
pesar de que todos tuvieron exa-
menes anormales previamente;
cuatro de ellas tenian bocio di-
fuso y otras dos antecedentes de
obesidad. Tres de estas pacien-
tes tuvieron TSH mayor de 25,9
mlIU/L alos 30 minutos después
de la estimulaciéon con TRH y
todas ellas presentaban bocio.
De los 29 pacientes con el diag-
nostico de hipertiroidismo, 25
(84,8%) tuvieron TSH menor de
0,4 mUI/ml, mostrando respues-
ta plana la prueba de estimu-
lacion con TRH. los cuatro res-
tantes (15,2%) tuvieron respues-
ta proporcional a las cifras basa-
les y en ninguno de los cuatro la
prueba de TRH pudo hacer el
diagnostico de hipertiroidismo
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de acuerdo con los parametros
normales encontrados en nues-
tro estudio. Se trataba de un caso
de tiroiditis subaguda, tres casos
de tiroiditis silenciosa, que ini-
cialmente cursaron con hiperti-
roidismo demostrado por los
analisis de funcidn tiroidea con
los cuales ingresaron al estudio.
En el grupo de sujetos normales
una paciente tuvo la TSH basal
discretamente elevada pero fue
normal con la prueba de TRH.
Otro paciente mostré una TSH
ligeramente por debajo del limi-
te normal y su respuesta al TRH
aunque normal se acercaba a los
limites bajos de normalidad.

En la figura 5 se observa la dis-
tribucion logaritmica de los tres
grupos de pacientes estudiados.
Se puede observar una clara di-
ferencia en la distribucién de los
puntos con muy discreto entre-
cruzamiento.

Discusién
En el presente estudio se de-
muestra que la prueba de TRH
puede ser reemplazada por el
TSH de tercera generaciéon y en
este caso de manera especifica
por la técnica de quimioluminis-
cencia con amplificacion enzi-
matica y centrifugacion vertical
que posee el sistema immulite.
Los niveles de normalidad de la
TSH basal tercera generacion
encontrados en el grupo de suje-
tos normales hacia el limite in-
ferior y superior, correspondien-
tes a los percentiles cinco y 95
fueron de 0,448 y 3,93 respecti-
vamente, similares a los patro-
nes de normalidad de la mayoria
de los laboratorios y centros de
investigacion que utilizan esta
tecnologia (11, 12).
Larespuesta de la TSH a la prue-
ba de estimulacion con TRH
mostré su maxima elevacion a
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Figura 2. Correlacion TSH B y TSH 30 minutos POST TRH y pacientes con historia de hipertiroidismo previo.

Sensibilidad 86%
Especificidad 97%
Falsos + 3%
Falsos - 14%
Valor predictivo + 96%
Valor predictivo - 89%
= s S E F+ F- VP+ VP-

Figura 3. TSH tercera generacion: pacientes hipotiroideos y sujetos normales.

Sensibilidad 87%
Especificidad 97%
Falsos + 3%
Falsos - 13%
Valor predictivo+  97%
Valor predictivo - 85
n=34 p<0.001 S E F+ F- VP+ VP-

Figura 4. TSH tercera generacidn: pacientes hipertiroideos y sujetos normeles.
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Figura 5. T'SH tercera generacidn: andlisis logaritmico en sujetos normales y pacientes con hipertiroidismo e hipotiroidismo.

los 30 minutos y correspondid a
cifras que oscilaron entre 4.11 y
25, 98 para los percentiles cinco
y 95 respectivamente, valores si-
milares a los informados en la
literatura y utilizados como re-
ferencia en la mayoria de los
laboratorios (9-11). El compor-
tamiento de la curva correspon-
di6 alo esperado en sujetos nor-
males.

Para el diagnoéstico de hipertiroi-
dismo en los pacientes cataloga-
dos como tales durante la selec-
cién, la TSH basal fue inequivoca
en 25 de los 29, encontrando cua-
tro pacientes con cifras por enci-
ma del limite inferior de normali-
dad, lo cual influyé en la sensibi-
lidad de la prueba llevandola a
niveles del 86%. Sin embargo, es-
tos cuatro pacientes que en el mo-
mento de la selecciéon fueron
hipertiroideos, evolucionaron ha-
cia la mejoria y en el momento de
la toma de la muestra basal y la
prueba de TRH eran eutiroideos.
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La sensibilidad de la prueba a
pesar de ser buena, posiblemente
hubiese sido mayor si este cambio
no hubiese sucedido. La prueba
de TRH realizada en estos pacien-
tes no aporté ninguna informa-
cién adicional a la ya obtenida
con la TSH basal de tercera gene-
racion, situaciéon que nos permite
excluir esta prueba en el diagnos-
tico de hipertiroidismo. Por esta
razén y en vista de las diversas
publicaciones hechas en este sen-
tido pensamos que la TSH de ter-
cera generacion puede considerar-
se como el nuevo patrén de oro en
el diagndstico de supresion
tiroidea, ya sea por hipertiroidismo
primario o por la ingesta de hor-
mona tiroidea. La posibilidad que
permite esta prueba para estable-
cer la diferencia entre pacientes
hospitalizados crénicamente en-
fermos con TSH suprimida (13,
16,17) de aquéllos que sufren real-
mente un hipertiroidismo reafir-
ma su gran utilidad.

La sensibilidad y especificidad
de la prueba en los pacientes con
hipotiroidismo mostraron resul-
tados muy similares a los infor-
mados en hipertiroidismo. Aun-
que el paso espontaneo de un es-
tado de hipotiroidismo a un esta-
do de normalidad es menos pro-
bable. podria ser una explicacion,
pero lo mas seguro es la gran
variabilidad existente hacia el li-
mite superior de normalidad de
la TSH basal donde existe un alto
entrecruzamiento con la norma-
lidad. En los rangos cercanos al
limite superior de lo normal o en
ligeros aumentos de los niveles
de TSH, otras pruebas comple-
mentarias pueden predecir si este
paciente desarrollara o no una en-
fermedad tiroidea autoinmune
como es la determinacién de los
anticuerpos antitiroideos (18).

En el analisis del costo de una
nueva prueba de laboratorio es
necesario tener en cuenta dos ele-
mentos (19). Uno de ellos es el
costo de laboratorio como tal y el
otro la efectividad clinica de la
prueba en desarrollo. En cuanto
al primer punto la TSH de tercera
generacidon y en particular la uti-
lizada en nuestra investigacion
evidencia una disminucion en el
tiempo de ejecucion del examen
por parte del laboratorio por su
excelente automatizacion y costo
del reactivo no superior a otras
pruebas tradicionales. En cuanto
a la efectividad clinica, por su
gran sensibilidad permite elimi-
nar la necesidad de la realizaciéon
de la prueba de TRH en la mayo-
ria de los pacientes en quienes
anteriormente estaba indicado,
con la consecuente disminucidn
de costo por minimizaciéon del
tiempo en la toma de la muestra
tanto para el paciente como para
la técnica de laboratorio y dismi-
nucién en el costo de la prueba
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por la eliminacidon del reactivo
de TRH y de un analisis de TSH
y el establecimiento de una tera-
pia adecuada en un menor lapso.
Esto seria aun mas aplicable a los
pacientes hospitalizados que re-
quieren una evaluacién de la fun-
cion tiroidea.

En la actualidad, gracias a la alta
sensibilidad de la TSH de terce-
ra generacion se han reconocido
como indicaciones absolutas de
ésta; el monitoreo de la terapia
de reemplazo hormonal con hor-
mona tiroidea, el monitoreo de
la terapia supresiva para cancer,
la prueba de eleccidn para inves-
tigacion de enfermedad tiroidea
o exclusiéon de la misma y la
investigacion de estados de
hipersecrecion de TSH (6).

Por otra parte se considera que
no estaria indicada (6) como exa-
men aislado en pacientes con en-
fermedades hipotalamo-hipo-
fisiarias, pacientes criticamente
enfermos que reciban medica-
ciones como dopamina o gluco-
corticoides (13, 20), monitoreo
de la funcion tiroidea durante fa-
ses de transicion de estados de
hipertiroidismo o hipotiroidismo.
Finalmente y en consideracién a
los hallazgos de nuestra investi-
gacion podemos afirmar que el
valor de TSH por debajo de 0,4
mUI/L tiene la misma sensiblidad
que la prueba de TRH en el diag-
nostico del hipertiroidismo y por
lo tanto podria reemplazarlo.

Summary
The analysis of third generation
TSH became a test of choice for
differentiation between patients
with real hyperthyroidism and
those with suppressed TSH lev-
els associated with other pathol-
ogy. First and second generation
tests were characteristically un-
able to make that differentiation.
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The functional sensitivity (0.001
mUI/L) and analytic sensitivity
(0.002 mUI/L) of the third gen-
eration studies permit an im-
provement. With the hypothesis
that this test could be as sensitive
as TRH stimulation test, we stud-
ied 111 people, 46 with hy-
pothyroidism, 29 with hyperthy-
roidism and 36 healthy controls.
Basal samples were obtained and
200 ug of TRH were administred
IV and then samples of serum
were obtained at 30, 60 and 90
minutes afterwards. TSH mea-
surements were done by the sys-
tem IMMULITE (DPC) which
uses a chemoluminisence reader
with vertical centrifugation. Sta-
tistically significant findings were
found between basal TSH levels
and those at 30.60.90 min post
TRH stimulation and the differ-
ences were most significant in
the hyperthyroid patients. Our
findings suggest that the TSH
third generation test has the same
diagnostic  sensitivity for
hyperthyroidism when levels are
below 0.44 mUI/L than that of
the TRH stimulation test.
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