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ENSAIO DE AUTO-ANTICORPOS PARA RECEPTORES
DE TIREOTROFINA (TRAD)

Principio do Ensaio

O hipertiréidismo na Doenca de Graves é adquirido através de auto-anticorpos
contra receptores de tirotrofina (TSH) e a dosagem destes anticorpos é Util no
diagnéstico e acompanhamento de hipertiréidismo de Graves.

Este kit fornece um método simples, sensivel e especifico para a dosagem de auto-
anticorpos para receptores de TSH (TRAb) em amostras de soro de pacientes. No
ensaio, TRAD inibe a ligagdo do TSH marcado [I'®] aos receptores de TSH em
detergente soltvel de um modo dose dependente, e os niveis de TRAb sao lidos
em uma curva padrdo ou expressos como um indice de inibigdo. Sobre 6timas
condigdes, o kit detectard TRAb em quase todos pacientes com hipertiréidismo de
Graves.

Componentes do kit e Armazenamento

Armazene os kits fechados sempre de 2-8°C.

Receptores de TSH devem ser reconstituidos imediatamente antes do uso no
ensaio com tampao de ensaio gelado (0-4°C). Nunca permita que os receptores
reconstituidos alcance temperaturas acima de 4°C antes do uso no ensaio.

TSH marcado com [I'®)] deve ser reconstituido com tampao de ensaio gelado (0-
4°C) e usado no ensaio no mesmo dia. Mantenha de 0-4°C antes do ensaio.

Soro liofilizado deve ser reconstituido com agua destilada (consulte o rétulo para
o volume correto de reconstituicdo) e armazenado de 2-8°C até a validade do kit.

Soro Negativo, tampéao de ensaio, receptores controles e solucdo precipitante
Devem ser armazenados de 2-8°C. Alguns kits sdo fornecidos com soro negativo
liofilizado e devem ser reconstituidos com agua destilada e armazenados de 2-8°C
até a data de vencimento.

Reagentes fornecidos

1.TSH marcado com [I'®] (9KBq por frasco), liofilizado; cada frasco ¢ suficiente
para 25 tubos (100pL por tubo). (2 frascos para kits com 50 tubos; 4 frascos para
kits com 100 tubos).

2. Receptores de TSH liofilizados; cada frasco é suficiente para 25 tubos (50uL por
tubo).(2 frascos para kits com 50 tubos; 4 frascos para kits com 100 tubos).

3.1 frasco de soro Negativo; (1 mL)

4. Tampio de ensaio (10mL por frasco) para reconstituir TSH [1'°] e receptores de
TSH. (1 frasco para kits de 50 tubos; 2 frascos para kits de 100 tubos).

5.2 frascos de soro controle; (0.5 mL por frasco);valores para os controles sao
fornecidos em informativo separado.

6. 1 frasco de receptores controle; (1 mL).

7.Solucéo precipitante (16.5 % de PEG); cada frasco é suficiente para 50 tubos
(2 mL por tubo). (1 frasco para kits com 50 tubos; 2 frascos para kits com 100
tubos).

Item Opcional
8. Calibradores de Ensaio; 5 frascos, 5, 15, 45,135 e 405 unidades por litro
(0.5 mL por frasco).

O ponto de partida dos seus resultados

Equipamento necessario nao fornecido

1. Pipetas para 50 pL, 100 pL, 500 yL e 2 mL

2. Tubos plésticos de 4 mL e estante para tubos.

3. Agitador vortex

4.  Centrifuga refrigerada com capacidade de 1500g a 4°C.

5. Sistema para aspiragdo ou decantacdo dos tubos de ensaio apds
centrifugacéo.

6.  Contador Gama

Armazenamento e Preparacao das amostras de soro

O soro a ser analisado deve ser ensaiado logo apds a sua separagéo ou deve ser
armazenado (de preferéncia em aliquotas) a —20°C ou temperatura inferior. 0.2 mL
é suficiente para um ensaio.Repetidos congelamentos e degelos devem ser
evitados. Armazenamento incorreto das amostras de soro pode acarretar uma
diminuicdo da atividade do TRAb.N&o utilize amostras intensamente hemolisadas
ou lipémicas. Nao utilize plasma no ensaio.

Quando necessario, descongele as amostras a temperatura ambiente e
homogeneize gentilmente para assegurar a homogeneidade. Centrifugue o soro
antes do ensaio (de preferéncia por 5 minutos de 10-15.000g) para remover
qualquer particula em suspensdo. Por favor, ndo omita este passo de
centrifugacao.

Procedimento de Ensaio sem Calibradores

Os reagentes necessarios sdo: Soro teste, soro controle do kit, soro negativo,
tampéo de ensaio, receptores controle, receptor de TSH, TSH [I-125] e precipitante:

1. Calcule 0 numero de frascos de TSH [I'®] e receptores de TSH necessérios para

o ensaio. Cada frasco é suficiente para 25 tubos e todos os soros e controles
devem ser ensaiados em duplicata. Como nenhum calibrador é utilizado neste tipo
de ensaio, sdo necessarios apenas 4 tubos para pontos de referencia (soro
negativo + receptores de TSH e soro negativo + receptores controle; receptores
controle fornecem valores de ligagao nao especifica no ensaio).

2. Esteja certo de que todos os reagentes estdo gelados, de preferéncia de 0-4°C
(utilizagdo de um banho de gelo é altamente recomendada, porém uma pequena
caixa de isopor contendo gelo reciclavel pode ser utilizada para manter os
reagentes gelados).

3. Numere os tubos de ensaio utilizando 2 tubos para cada amostra e controles do
kit; 2 tubos para cada um dos 2 pontos de referencia (soro negativo + receptor de
TSH e soro negativo + receptores controle) e 2 tubos para as contagens Totais.

4. Pipete 50 pL de cada amostra e soro controle do kit nos tubos apropriados.

5. Pipete 50 pL do soro negativo nos 4 tubos numerados (2 tubos para receptores
de TSH; 2 tubos para receptores controles).

6. Reconstitua cada frasco de receptor de TSH que sera usado no ensaio com 1.3
mL de tampé&o de ensaio gelado. Nao reconstitua os frascos de receptor de TSH
que néo serdo utilizados imediatamente no ensaio, pois receptores reconstituidos
nao sdo muito estaveis. Com o frasco tampado, homogeneize em voértex por 5
segundos para garantir a dissolucdo dos receptores. Use imediatamente apds
reconstituicdo. Nunca deixe os receptores reconstituidos a temperatura
ambiente.

7. Pipete 50 pL dos receptores em todos os tubos exceto aos tubos de receptor
controle e tubos de contagem total.

8. Pipete 50 pL de receptores controle nos tubos de receptores controles.

9. Homogeneizar os tubos agitando a estante de tubos vigorosamente por cerca de
10 segundos ou agitando cada tubo em voértex por 1 segundo. Incubar por 15
minutos a temperatura ambiente (20-25°C).

10. Durante a primeira fase de incubagao, reconstitua cada frasco de TSH [I'®*] que
serd utilizado no ensaio com 2.7 mL de tampéao de ensaio gelado.Homogeneizar
suavemente.
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11. Adicione 100 uL de TSH [I "] a cada tubo inclusive aos 2 tubos de contagem
total. Homogeneizar agitando os tubos por cerca de 10 segundos ( ou por 1
segundo em voértex). Cubra os tubos e incube por 2 horas a temperatura ambiente
(20-25°C). Alternativamente, incube por 1 hora em estufa a 35°C. O uso de banho-
maria ndo é recomendado.

12. Adicione 2.0 mL de solucdo precipitante gelada (2-8°C) (utilize Eppendorf
Multipipette se possivel) em cada tubo (exceto aos tubos de contagem total) e
homogeneize cada tubo por 10 vezes rapidamente em agitador vértex ajustado a
velocidade maxima (o conteldo dos tubos devem ser homogeneizados neste
estagio).

13. Centrifugue todos os tubos (exceto os tubos de contagem total) a 15009 por 30
minutos a 4°C e aspire ao sobrenadante (pode ser decantado, mas a aspiragdo é
preferivel). Conte o precipitado (e tubos de contagem total) por 2 minutos cada.

Calculo dos Resultados

Os pontos de referencia para o ensaio sdo determinados usando-se o soro
negativo fornecido. Ligagédo nédo especifica (NSB) é adquirida através da % de TSH
marcado ligado (precipitado) nos receptores controles na presenga do soro
negativo.

Resultados do ensaio sdo expressos em termos de inibigdo do TSH ligado
calculado como a seguir:

100 x | 1- TSH marcado especificamente ligado na presenca de amostras de soro

TSH marcado especificamente ligado na presenca de soro negativo

Os pontos de referencia para o ensaio sdo determinados utilizando o soro negativo
fornecido. Ligagdo ndo especifica (NSB) é obtida como a % de TSH marcado ligado
(precipitado) para os receptores controle na presenga do soro negativo.

Alguns resultados tipicos de ensaio sdo mostrados na tabela 1. Em nosso
laboratério, soros de pessoas normais deram valores menores que 8 para inibigdo
de TSH ligado e amostras que tiveram valores maiores que 10 sdo consideradas
detectaveis por conter atividade de anticorpos receptores de TSH. De qualquer
forma é essencial que cada laboratério estabelega seus préprios valores de
normalidade para o ensaio

Tabela1. Resultados Tipicos do Ensaio

(Somente exemplo; os valores mostrados nao devem ser utilizados para calcular os
resultados dos pacientes atuais.)

N°do Contelido dos Contagens em 2 Inibicdo do TSH Com.

Tubo Tubos min. ligado TRAb
(U/L)
1&2 Contagem total 35.835
3&4 Soro Negativo 14.074
Controle

5&6 Calibrador 5 u/L 12.600 12

7&8 Calibrador 15 u/L 11.327 22

9&10 Calibrador 45 u/L 9.282 38
11&12 Calibrador 135 u/L 6.068 63
13&14 Calibrador 405 u/L 3.858 81
15&16 Soro Paciente A 10.144 31 30.5
17&18 Soro Paciente B 8.048 48 72
19&20 Controle I kit 11.495 20 12.5
21822 Controle I kit 7.826 49 75

Limitacoes e Precaucdes

—_

. Amostras intensamente hemolisadas ou lipémicas ndo devem ser usadas. Nao
utilize plasma.

2. Sempre centrifugue os soros imediatamente antes do uso no ensaio.

3.Soros que parecem conter componentes radioativos devem ser monitorados
quanto a radioatividade antes do ensaio.

4. Concentragdes de TSH maiores que 100pU por mL pode interferir no ensaio.

O ponto de partida dos seus resultados

5.Soro com concentragdes de proteinas abaixo ou acima do normal fornecem
resultados erréneos.

6. Sempre armazene os soros congelados com cuidado e ndo permita que ocorram
aumentos de temperatura acima de —20°C. Armazenamento incorreto pode levar
a uma diminui¢ao da atividade de TRADb.

Caracteristicas do Ensaio

1. Ligacéo ndo especifica do tracer no ensaio deve ser menor que 15%.

2.Ligagao do tracer aos receptores na presenga de soro negativo deve ser maior
que 25%.

PROCEDIMENTO DE ENSAIO COM CALIBRADORES
(Os calibradores séo fornecidos como um opcional extra)

Cada kit contém um conjunto de calibradores de ensaio os quais contém TSH
biologicamente ativo. Os calibradores foram padronizados no ensaio receptor
contra MRC LATS padrdo B e 1 unidade de calibrador é aproximadamente
equivalente a 1 unidade de padrdo MRC LATS B.

O procedimento recomendado para ensaio com calibradores é o seguinte:

1. Remova as tampas de cada calibrador (5-405 unidades por litro) e reconstitua
adicionando 0.5 mL de &gua destilada em cada frasco com uma pipeta.
Recoloque as tampas em homogeneize gentiimente para assegurar a
dissolugdo e homogeneidade. Armazenar de 2-8°C apds reconstituicéo.
Alternativamente, os calibradores podem ser fornecidos prontos para uso.

2. Inclua os calibradores (50uL por tubo; tubos em duplicata) e pelo menos um
soro controle positivo fornecido com o kit do mesmo modo como as amostras
de pacientes no protocolo de ensaio descrito anteriormente para uso sem
calibradores ( 10 tubos adicionais sdo necessarios).

3. Prepare a curva de calibragio plotando a média de TSH marcado [l "] ligado

(contagens em 2 min) vs a concentragdo de calibrador e leia os valores das
amostras de soro a partir da curva de calibragéo.

Resultados tipicos para este ensaio sdo mostrados na Tabela 1 e estudos em
nosso laboratério indicam que amostras de soro com niveis de TRAb maiores que
10 unidades por litro podem ser considerados positivos mas é essencial que cada
laboratério estabelega seus proprios valores de normalidade.
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