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RESUMO 

[ate trabalho avalia as 
caracteristicas oPeracionais. do radioimunoensaio (RIE), previamente desenvolvido para dosagem de tireotrofina (TSH) em ex-tratos hipofisarios humanos. A analise dos Parametros de controle de qua-lidade, realizados pelas medidas de esPecificidade, exatidgo, Precisgo• e sensibilidade, evidenciou as caracter(sticas essenciais para a realizaggo de ensaios validos, apresentando um interval° de determinaggo bastante amplo e adequado para a determinaggo de TSH em extratos hipofisarios. 

0 controle de qualidade do RIE, tradicio-
nalmente realizado pelas medidas de especifi-
cidade, exatidgo, precisgo e sensibilidade 
a,2), garante a sagurança ou fidedignidade 

dos resultados, sendo Portanto a forma de va-
lidar um mitodo desenvolvido. No presente tra-
balho esses parimetros foram rigorosamente in-
vestigados para ae padronizar o RIE Para dosa-
gem de TSH, empregado no acompanhamento das 
etapas de purificaago deste hormnnio a partir 
de extratos crus de hiPófises humanas (3,4,5). 

WERIAIS E MgTODOS  

1 - RIE DE TSH: 

0 RIE para dosagem de TSH nos extratos 

hiPofisarios humanos foi desenvolvido conforme 
mitodo descrito por Borghi e col. 	(6) e 

apreEentado sucinto a seguir: 
Todos os ensaios foram realizados a 42C 

"10 sistema em ngo-equilibrio. Para a- cons-
rkiggo da curva dose-resposta foram incubados 

PcIr 24 horas 0,1 ml da tireotrofina humana 
(rSH) Padrgo, na concentraggo de zero a 400,0 
"11, tom 0,8 ml do antissoro na diluiçgo de-
terminada Para cada traaador (diluiego do an-
trissoro que apresenta 50 % de ligaggo esaeci- 

ca na ausiaicia du antigeno frio). ApOs esse 

P.irod. de pre-incubaggo, foi adicionado 0,1 
lac d° tragador e a inaubaggo prosseguiu por 
.11IS 24 horaa. A amostra que estimou a ligaÇgo 
:0"Pecffica foi obtida pela incubaggo 

da traçad or com 0,8 ml do tampgo (Fosfato 
9,1 s.16clio 0,01 M 	 BSA PH 7,4 + NaC1 0,15 M + 
teor 	As amostras controie e aquelas com 

ue hrSH desconhecido foram incubadas em 
'‘ituicgo as solugg(is Padte°- 

'-epar!,;nda essa incubaego, as amostras foram 

dtter""" em replicataa de 0,2 ml cada, sendo 
qmoit°4ada sua atividade em contador 9doa 

"4 Inns totais). Cada amostra fo; ensalada 
le """-IPlicata corrEapondendo a duPlicat4 

uaacao e 

	

. A s. 	dup;icata de sapara00. 
Ant --Paraago da fraLgo do antigen° liga°13 
- igurpo 

de a -"q 	' 
uele 1.vre fui realizada Pala 

C.tji 	p 	hi 	g 	 . arluçgo de polietileno 

o 	0.1c E" 	 preparada em tampgo vero- 

.ak PH 8,6 , juntamente com 30 ul de 
maral 

-'uaeat 	normal por tubu. 	tubos 
forAm 

Izadoa 	em vortax, ccncrifugi ■ cro* a  

1.600 forga centr(fuga relativa (FCR) durante 
20 minutos e os sobrenadantes descartados. Os 
precipitados foram ressuspensos com 0,3 ml da 
soluggo de Mae' 0,4 M e reprecipitados pela 
adiggo de 0,5 ml da mesma soluggo de PEG, se-
guida de centrifugaggo a 1.200 FCR durante 30 
minutos. Os sobrenadantes foram novamente des-
cartados e a atividade remanescente no tubo 
determinado em contador qama, correspondendo a 
fraqgo do tragador ligado ao anticorpo. 

0 calculo da percentagem de ligaçgo (X B) 

foi efetuado com as contagens totais (T) e da 
fraggo ligada (L) subtra(das da ligaego ines-

pecifica (N): 

L N 
% B - 	  a 100 
	

(1) 
T - N 

A curva dose-resposta foi traeada em pa-

Pei semi-log relacionando a % B/Bo E a con-

centraago do padrgo. A concentracgo das amos-

tras desconhecidas, determinada pela leitura 

na curva dose-resposta, foi corrigida pelo fa-

tor empregado em suas diluiçiies. 

2 - PARAMETROS DO CONTROLE DE QUALIDADE DO RIE 

ESPECIFICIDADE: 

Para verificar a identidade entre o hor-

mania oresente nos extratos hipofisgrios e o 
hormBniu padrgo, empregou-se uma amostra com 

teor de WISH elevado, proveniente de uma das 

etapas iniciais de purificaago do extrato hi-

pofisirio no IPEN (4). Essa amostra, diluida 

inicialmente 5.000 vezes foi sabmetida ao RIE 

em duplicata nas diluiaiies raalizadas de acor-

do com o arotocolo descrito abaixo: 
VOLUME DA 	VOLUME DO 	DILUICAO 

AMOSTRA 
(ill) (u1) 

900 100 1: 	5.555 

800 200 1; 6.250 

700 300 1: 	7.140 

6n0 400 1: 	B.333 

SOO 500 i:10.000 

300 700 1:16.000 

200 300 1:25.000 



	

Média = 	0,72  
DP - t 0,03  

	

CV = 	4,02  

2110  
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FATOR DE 	CONC:ENTRAQÃO  
D:ILU:I:(-.40 	DE 	hT'SH 	NA  

AMOSTRA DII._UíDA  
( ull/ml ) 	 (U/ml )  

CONCENTRAC40  
FINAL DE hTSH  

Foram calculadas a média e o desvio  Pa-

drão dos 10 resultados obtidos para cada di -

luição, bem como as concentrações obtidas a  
Partir do produto de cada média pelo fator de  
diluição correspondente.  

Calculou-se também, a correlação linear  

entre os fatores da diluicâo e as concentra-
Iões médias obtidas e examinou-se a signifi -
cância do coeficiente de correlacáo determina - 

do.  

FXAT I DïíO:  

A e:catidgo do RIE foi avaliada pela recu -

peraFão do hTSH padrão adicionado em quantida -

des crescentes de (5,0 a 200,0 uU/ml), a uma 

 amostra de hTSH purificado no IPEN cone concen-

tracáo previamente determinada (17,33 uU/ml). 
A estimativa da concentrarão de hTSH nessas  

amostras foi realizada em decuplicata.  

A recuperacao das diferentes amostras foi 
estimada pela diferença entre o valor médio 
determinado a partir da curva dose-resposta e 
o valor teórico (obtido pela soma da concen -

trarão do hTSH presente no extrato e do hTSH 
padrão adicionado). Calcularam-se também a re -

cuperacão percentual média e o desvio padrao 
para cada amostra. Determinou-se o coeficiente 
de c:orrelacão entre os valores teóricos e ob-
tidos e examinou-se sua significancia. 

PRECISdO: 

A preciso foi estimada pela reprodutibi -

lidade intra e inter-ensaio do método, empre-
gando-se amostras controle preparadas a partir  

de padrao RP-i (National Institute of Diabe-
tes, Digestive & Kidney Diseases, Bethesda, 
U.S.A.), diluído de modo a obter teores de 
hTSH baixo, médio e alto. 

A reprodutibilidade intra-ensaio foi ava-
liada pela estimativa num mesmo ensaio de um  

número elevado de replicatas (n==25) das três  
amostras controle, com teores de hTSH baixo, 
médio e alto. Calcularam-se a concentracao mé-
dia e o desvio padrao para cada amostra, bem 
como seus respectivos coeficientes de varia-
gao.  

A reprodutibilidade inter-ensaio foi ava-
liada pela estimativa de amostras controle se-
melhantes àquelas empregadas no estudo da re-
produtibilidade intra-ensaio. -  Essas amostras 
foram dosadas em duplicata em 12 ensaios dife-
rentes, realizados com quatro tranadores dis-
tintos. 0 valor médio para cada amostra foi  
calculado, bem como seu desvio padráo, permi-

tindo a determinação dos coeficientes de va-

r i acao.  

SENSIBILIDADE:  

A sensibilidade dos ensaios foi  avaliada  
Pela estimativa da dose efetiva para 50 "/. da 

 

ligação máxima (ED50), que reflete a inclina-
rão da curva dose -resposta e da dose minima 
detectàvel (DMD) , que correspondeu a uma queda 

 

de 10 % da ligacaii máxima (8/Bo s 90%), divi-
dida por cinco (1). 

RESULTADOS E DISCU$SAG 
 

ESPECIFICIDADE:  

Os valores médios de hTSH de Uma amostra 
com teor de hTSH elevado, submetida a diferen-
tes diluirges, são apresentados na Tabela I. 
Observa-se que esses valores, quando multipli-
cados pelo fator de diluiríiío, forneceram re-
sultados bem semelhantes. Obteve-se coeficien-
te de correlação linear de 0,9978, tilgnlfTcan- 
te para p < 0,001, entre 

os Volumes da amostra 
 

empregados  e 
 as concentrações de hTSH d e ..  

nadas (Figura 1).
correl 

frade+ 

A 
entr e r ad  d il lu i gaoa daa ae sstraa e aa demons. 

tracKO hormonal determinada , comprovam onnn
n• xistênc ia de fatores interferentes na -(. . is  

G ao , sendo portanto uma prova da especi fiid a .  Dos ensa
especi
io 

 oci ^ dacle M Pe 	b  rmi te dI1li ral oa 

be 	

^ 

amostras dos extratos hipofisários a s
erpro 

submetidao IE R. 

típica do I  R IF de hTSH, indicando
l    	goeeoseçp 05ta 

sa 

corretpondentes às amostras d i lu (das uaerp,, ^ 

saram-
se à curva construída com o 	

padrao 
sugerindo o idêntico comportamento das am

o°_ 
tras e do padráo e validando a  técnica p ropos-  

ta.  

Tabela I. ConcentraOio obt idas em seta dilu _ 

diferentes  de uma amostra com teor de 
 

h'TSH elevado.  

1 . : 5.5b5 	13 2 , .̀:1 :i t0,9 
	

0,74  

1 . : 6.250 	113,8 .t_ 	5,3 
	

0,71  

	

98,4 t:. 	2,4 
	

0,70  

	

143,2 t 5.8 
	

0,69  

	

70,2 k 2,5 
	

0,70  

	

43,8  t_ 2`. 2 
	

0,73  

	

31,2 t_ 	1,2 
	

0.78  

que melhor se aJ 
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do hTSH. A reta 	 us ta a defInId 	 q 	 % 
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s  
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Figura 2. Efeito da diluicgo da amostra (o) 
comparado a curva dose-resposta do RIE de hTSH 
(O---0). 

12,5 25,0 5 0 , 

EXATID40: 

0 estudo da exatidgo desta técnica que 
expriae a relaego entre o valor determinado e 
a valor real, revelou recuperaqgo de soluego 

de hormanio padrgo adicionado a uma amostra 
com teor de hTSH conhecido variando de 80,8 a 
98,e X (Tabela II). 0 coeficiente de correla-

ciio linear, determinado entre as concentracOes 
dehTSH padrgo adicionadas e aquelas de horm6- 
rao recuperado foi de 0,9823 , sendo signifi-
cgivo para p ( 0,001 (Figura 3). Além deste 
coeflciente ser considerado excelente (8), os 

valores da recuperaego estgo de acordo com os 
Ji descritos por Borghi e cols. para os RIEs 
deglucagon (9) e de gastrina (10). 

Tabela II. ConcentraOes obtidas na prova de 

revmeracgo do hTSH, adicionando quatidade:i 

crescentes deste hormanio a uma amostra com 

tear de hTSH conhecido (17,33 uU/m1). 

h TSH 
40ICIONADO 

hTSH 
DETERMINADO 

hTSH 
RECUPERADO 

(uU/n11) 
fled i a t DP 

(uU/m1) (%) 

17,3 	1,8 

22,6 t 	1,2 4,8 96,0 

t2,4 

28,8 t 	1,3 11,5 9 2, 0 

2t,0 

37,5 t 	1,1 20,2 130,8 

%4,6 

37,8 t 40,5 0 1,0 
1. at 

.

e 

104,0 t 	4,i 87,5 87 ,5 
40.6 

213,4 	h 10,2 196,1 
90,0 

hTSH PADHÃo ADICIHNAHO (1.0/411/ 

Figura 3. Estudo da recuperaqgo do hTSH padrgo 
adicionado a uma amostra com teor de hTSH 

conhecido. A reta que melhor se ajusta 	a 
definida pela equaggo Y = 0,9823 X - 4,4021, 
com coeficiente de correlaego significante 

para P 	0,00i. 

PRECIS40: 

A Tabela III exibe os valores da anAlise 
da precisgo intra-ensaio, em que foram dosadas 
num mesmo ensaio 25 replicatas das tres amos-
tras controle. Os coeficientes de variacgo fo- 

5,06 e 4,01 %, respectivamente, 
ram de 4,55 , 
para os controles haixo, atclio e alto. A Figu- 

ra 4 apresenta 
a dispersgo intra-ensaio da de- 

terminacgo da concentraqgo das amostras con- 

trule. Na Tabela IV sgo expressos os resultados 

do5Rpuns 
das amostras controle em 12 en-

c;w4ies rOnSeCUtivos, realiZa(105 
com diferentes 
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Tabela III. Valores da cancentracgo de hTbH 

das amostras controle com teor alto, médio e 

baixo,  determinado num mesmo ensaia.  

CONTROLE BAIXO CONTROLE MéDIO CONTROLE ALTO  

(uU/m] ) 	 (uU/m] ) 	 (uU/m1 )  

Média = 28,60 

DP = f 1,30  
CV = 4,55 /.  

de a ^ 17,776 5̂ , 12,".' 1 e 12,02 %, dr
F' vdr  iac  n 4 

para os controles baixo, médio e
S  alto, ̂ AeT r". 4  

ra 5 exibe a clispersao inter-.ensajo da 
^ s ty3,  

t iva dacor•centraogo das amostras contrgle"4- 
 

U  ç o determinados s íocons considerados 	vart; 
lentes para o intr'a-•Ensaio e aceit ávels a ° '"0 inter-ensaio (8), para os tres nivei °r' 

na i s analisados. $e9undo as observacae' sr  ''  Rodbard (11), Ja  era de se esperar m aipr  Gc 
preciso inter-ensaio do que intr a -ensai o , . 11 

 Tabela IV. Valores de hISH re]at ivos ao est
^ o 

cia 	prec: i srío 	inter-ensaio I eã] Ízados 	

^ ,, 

 

diversos tracadares.  

TRAÇADOR 	 AMOSTRAS CONTROLE--  

(n9) _..___._ 	BAIXO 	MéDIO 	ALTO  

1 	 37,50 	86,20 	157,50  37,50 	98,75 	170,00  
47,50 	82,50 	161,20  
32,50 	95,00 	176,25  

2 	 30,00 	75,00 	167,0  
40,40 	87,50 	147,50  

	

73,75 	140,09  

	

73,75 	127,5e  

	

72 , 50 	130,00  

	

75,00 	158,75  

	

65,00 	145,00  

	

87,50 	190,00  • 

Medi a = 	33, 48 	81 , 04 	155,93 i  
DP 	= 	± 6,00 	± 10,14 	t 18,75  
CV 	w 	17 ,76 "/. 	12,51 Y. 	12,20Z  

89,50 
±4,50 
5,06  /.  

192,00 
185,50  
188 „50  
183,50 
187,00 
193,80 
193,50  
181, 50  
186,20 
181,80 
170,50 
189,00  
180,00 
189,00 
189,20 
183,20 

181 ,50 
182,20 

160,20 
181,00 

184,80 
172,50  
187,50 
186,50  
191,20  

184,10 
±7,40 
4,0i % 

OAIXO ^^  
-I

L_Apliz
á-i'^-^^^a =^= -^- ^̂^^ 28,60+1,30  

(4,55  %)  

0 	 5 	 1 
1 	 20 	25 

Ni3PLICATAS („• )  

Fieira 	
4, Variacgo intra-ensaio das três  4Ymostraa controle dosadas com 25 replicatas. 

 

Média ± 2 DP 
 e CV sgo indicados. 
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Figura 5. Variaqgo inter-ensaia das amostras 
controle 	dasadas 	sistematicamente em 	12 
ensaios diferentes. Media 	2 DP e CV sao 
indicados. 

SENSTBILIDADE: 

A sensibilidade dos RIEs, que depende da 
afinidade entre o antigen° e anticorpo e do 
erro dos pontos da curva dose-resposta (12), 

foi estimada com diferentes tracadores. Ela 

foi expressa pelos valores de ED50 e de DMD, 

que estgo apresentados na Tabela V. 

Tabela V. Anilise da sensibilidade dos ensaios 

de hTSH. 

TRACADOR 	ED50 
	

DMD 

(n9) 	(uU/m1) 
	

0.0.3/m l ) 

	

110,00 
	

8,00 

	

137,50 
	

11,00 

	

92,50 
	

7,00 

	

100,00 
	

11,00 

2 
	

58,75 	4,00 

	

65,00 	6,50 

3 
	

62,50 
	

4,25 

	

86,25 
	

4,00 

	

65,00 
	

3,00 

4 
	

90,00 
	

6,00 

	

72,50 
	

5,00 

	

/02,50 
	

5,50 

	

57,50 
	

4,00 

6 
	

52,50 
	

3,00 

	

43,75 
	

3,00 

	

42,50 
	

3,00 

	

37,50 
	

3,00 

7 
	

47,50 	3,50 

8 
	

68,00 	1.0,00  

CONCLUS6ES  

Os resultados do controle de qualidade do 
ensaio permitem concluir que o metodo de RIE 
desenvolvido apresentou especificidade, exati-
dao, precisgo e sensibilidade adequadas para a 
realizaçao de ensaios cam a obtenqgo de resul-
tados vilidos. Alem disso, o RIE desenvolvido 
esti apto a ser utilizado na determinagao dos 
niveis de hTSH em estratos hipofisirios, apre-
sentando um intervalo de determinacgo bastante 
amplo. 
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ABSTRACT  

This 	work 	evaluates 	the 	operating 
characteristcs of rachoimmunoassay (RIA), 
Previously developed for the determination of 
thyrotropin (TSH) in extracts of human 
hypophysis. The analysis of Quality contorl 
Parameters, carried out by the measurement of 
specificity, accuracy, precision and 
sensitivity, showed the main characteristics for the assessment of reliable assays, 
Presenting a wide and approppriate range for 
the determination of TSH in hgAophysis e:Aracts. 
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