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resumo
A globulina ligadora de tiroxina (thyroxine-binding globulin, TBG) é a principal transportadora de
hormônios tiroidianos no soro. Variações na concentração sérica de TBG determinam variações
proporcionais nas concentrações séricas totais de T4 e T3, sem implicar alterações de função,
desde que a fração livre permaneça normal. Várias condições clínicas comuns levam a
alterações significativas nos níveis de TBG, sendo as variações mais importantes devidas
a defeitos genéticos. Como a TBG é codificada por gene localizado no cromossomo X, os
defeitos se manifestam mais facilmente no sexo masculino. Descrevemos o desenvolvimento
de ensaio imunofluorométrico para a medida de TBG com base em anticorpos monoclonais,
sendo um desenvolvido em nosso laboratório e outro comercial. O método apresenta
sensibilidade de 0,8mg/l e coeficientes de variação intra e interensaio inferiores a 10%.
O estudo comparativo com método comercial mostrou alta correlação (r = 0,93; n = 48), sendo
os valores normais obtidos de 10mg/l a 29mg/l. Estudamos também 20 indivíduos portadores
de deficiência congênita de TBG, 19 homens e uma mulher, que apresentavam valores normais
de TSH e baixos de T4 total; em todos eles os níveis de TBG foram indetectáveis. Já os níveis de
T4 livre medidos por método indireto em 16 desses indivíduos mostraram-se elevados em
todos, ao passo que, quando medidos por método direto pós-diálise nos quatro restantes,
mostraram-se normais. Nossos resultados reforçam a necessidade prática da disponibilidade de
ensaio para a medida de TBG para esclarecimento e definição diagnóstica de alguns casos
especiais, principalmente quando o ensaio de T4 livre direto, pós-diálise, não é disponível.

Globulina ligadora de tiroxina

Ensaio imunofluorométrico

Deficiência congênita de TBG

Medida de tiroxina livre

abstract
Thyroxine-binding globulin (TBG) is the main responsible for serum thyroid hormone transport. Serum

variations in TBG concentrations determine proportional variations in serum total T4 and T3
concentrations, without implications to function, since the free fraction remains normal. Several

frequent clinical conditions lead to significant alterations in the TBG levels, being the most important
variations due to genetic defects. Since TBG is codified by a gene localized in the X chromosome, the

defects are more often found in males. We describe the development of an immunofluorometric assay
for the measurement of TBG based on monoclonal antibodies, being one developed at our laboratories
and the other obtained from commercial sources. The method presents sensitivity of 0.8mg/l and intra

and inter-assay coefficients of variation of less than 10%. Comparison with a commercial assay
showed high correlation (r = 0.93, n = 48), with normal values between 10mg/l and 29 mg/l. We also

studied 20 individuals with congenital deficiency of TBG, 19 men and one woman, that presented
normal TSH values and low total T4 values; in all of them the TBG values were undetectable. Free T4

values otherwise were high when measured with an indirect method in 16 of the individuals, and
normal in the other four patients where they were measured with a direct post-dialysis method. Our

results reinforce the practical need for an assay for the measurement of serum TBG for the diagnostic
definition of some special cases, mainly when a direct free T4 assay is not available.

Thyroxine-binding globulin

Immunofluorometric assay

Congenital TBG deficiency

Free thyroxine assays
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Desenvolvimento de ensaio imunofluorométrico para a medida da globulina ligadora de tiroxina e sua aplicação em casos de deficiência desta proteína Vieira et al.

Introdução

A globulina ligadora de tiroxina (TBG) é uma glico-
proteína sintetizada pelos hepatócitos que apresenta peso
molecular de 54kDa. A TBG é a principal responsável pelo
transporte sérico dos hormônios tiroidianos tiroxina (T4)
e triiodotironina (T3), sendo que 75% do primeiro e 70%
do segundo encontram-se ligados à glicoproteína. Tam-
bém participam deste transporte a pré-albumina ligadora
de tiroxina (TBPA), ou transtiretina, que transporta 15% a
20% do T4, mas muito pouco T3, e a albumina. Em con-
dições normais, apenas 0,03% do T4 e 0,3% do T3 en-
contram-se na forma livre.

As proteínas transportadoras de hormônios tiroidianos,
e em especial a TBG, teriam como função a proteção do
organismo contra variações bruscas dos níveis de hormô-
nios tiroidianos, funcionando como reservatório circulante
que libera os hormônios conforme as necessidades locais
dos diferentes tecidos. Adicionalmente, em função de seu
peso molecular, impedem a filtração glomerular dos
hormônios tiroideanos a elas ligados, evitando sua perda
urinária e protegendo o organismo contra uma possível
deficiência de iodo (1).

Variações na concentração sérica de TBG determinam
variações proporcionais das concentrações séricas totais
dos hormônios tiroidianos, sem afetar a concentração dos
hormônios livres, e, conseqüentemente, sem alterar a fun-
ção tiroidiana. Várias condições comuns, como o uso de
hormônios estrogênicos, gravidez e doenças sistêmicas
graves, afetam significativamente a concentração de TBG.
Outra condição onde os níveis podem estar profundamen-
te alterados é nos defeitos hereditários da produção desta
proteína. Estes últimos podem ser classificados de acordo
com os níveis de TBG em: deficiência completa, deficiên-
cia parcial e excesso (1). Como a TBG é codificada por
gene localizado no cromossomo X (Xq22.2) (2), os defei-
tos se manifestam completamente em hemizigotos do sexo
masculino e parcialmente em heterozigotas. Nos casos de
deficiência completa, a concentração sérica de TBG é
indetectável, sendo a prevalência desta condição benigna
em torno de 1:15.000 recém-nascidos do sexo masculi-
no. Já a deficiência parcial é mais comum, com prevalência
de 1:4.000 recém-nascidos, sendo a maior dificuldade a
diferenciação entre as heterozigotas e os normais, desde
que elas possam apresentar níveis de TBG compatíveis com
os limites inferiores da normalidade. Quanto ao excesso
de TBG, é uma condição mais rara, atingindo 1:25.000
recém-nascidos. Como nenhuma destas anomalias se

acompanha de disfunção tiroidiana, o real papel da TBG
tem sido muitas vezes questionado. A demonstração de
que a TBG e a proteína ligadora de cortisol (CBG) fazem
parte da família das proteínas inibidoras das serino-
proteases (serpin) abriu novas perspectivas quanto ao
papel fisiológico da TBG (3). Trabalhos recentes avalia-
ram este papel e levantaram a hipótese de que uma das
funções da TBG seria a liberação de iodo nos locais onde
existisse liberação de enzimas proteolíticas por leucócitos
ativados (4, 5).

Neste trabalho apresentamos o desenvolvimento de
um ensaio imunofluorométrico para a medida de TBG
sérica e seu emprego na definição diagnóstica de
pacientes com deficiência congênita na produção da
proteína.

Materiais e métodos

Anticorpos monoclonais

Três camundongos balb/c foram imunizados com TBG
purificada a partir de soro humano e fornecida por Scripps
Laboratories, San Diego, CA, EUA. O animal com a me-
lhor resposta, avaliada por ensaio em que TBG foi adsorvida
em fase sólida e a ligação de IgG do camundongo revela-
da por anticorpo anti-IgG de camundongo ligado a
peroxidase, foi escolhido para a fusão. Nesta emprega-
mos esplenócitos do camundongo e células da linhagem
de mieloma murino SP2/O, segundo técnica anteriormente
descrita (6); a pesquisa de clones produtores foi feita com
o mesmo ensaio imunoenzimático descrito acima. O
anticorpo selecionado, em função da viabilidade da linha-
gem e de sua afinidade, foi o H6P9, IgG1, kappa; este
anticorpo foi empregado como anticorpo de captura no
ensaio. Como não obtivemos anticorpos com característi-
cas compatíveis com o desenho de um ensaio imuno-
métrico baseado no monoclonal H6P9, adquirimos o
anticorpo M26211 (IgG2a) fornecido por Fitgerald
Industries, Concord, MA, EUA, que apresenta a caracterís-
tica de ligar-se à TBG concomitantemente à ligação desta
com o monoclonal H6P9, permitindo um desenho de
ensaio imunométrico.

Ensaios

O ensaio desenvolvido emprega o monoclonal H6P9
adsorvido a placas de microtitulação (Maxisorp, Nunc
A/S, Dinamarca), e o monoclonal M26211 marcado com
európio (Europium Labelling Kit, Wallac Oy, Turku,
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Finlândia) como revelador. O tampão de ensaio é tris
base-HCl com 5% de soro normal de camundongo. Como
padrão empregamos TBG altamente purificada adquiri-
da dos laboratórios Fitgerald. As amostras de soro são
diluídas previamente a 1:25 em tampão de ensaio e 25µl
são pipetados em cada poço, seguidos de 200µl de tam-
pão de ensaio. Segue-se uma incubação inicial das amos-
tras e padrões por duas horas à temperatura ambiente,
seguida de lavagem, pipetagem de 200µl de solução com
o monoclonal marcado com európio e mais uma hora de
incubação. Após nova lavagem adiciona-se o líquido de
leitura (enhancing solution, Wallac) e a fluorescência é
lida em fluorômetro tempo-sincronizado (Wallac). Como
método comparativo empregamos o ensaio comercia-
lizado pela Perkin Elmer do Brasil, que é um ensaio com-
petitivo baseado em monoclonal específico contra TBG
e TBG marcada com európio. A faixa de normalidade para
o método é de 13mg/l a 36mg/l. Para a dosagem de T4
total empregamos método comercial fornecido por Perkin
Elmer do Brasil, e para a dosagem de TSH empregamos
ensaio imunofluorométrico desenvolvido em nosso labo-
ratório (7), e que apresenta sensibilidade funcional de
0,03mUI/l. Quanto à dosagem de T4 livre, empregamos
dois métodos. Um deles é o indireto, também fornecido
pela Perkin Elmer, que é um ensaio em duas fases. Na
primeira o soro entra em contato com o anticorpo anti-
T4 ligado à fase sólida; após lavagem, o T4 marcado com
európio é acrescentado e ocupa os sítios de ligação do
anticorpo não-ocupados pelo T4 da amostra. Desta ma-
neira a ligação do traçador é inversamente proporcional
ao nível de T4 livre da amostra. O outro método, empre-
gado apenas nas quatro amostras, é o método direto pós-
diálise (8), empregando reagentes fornecidos pelo Labo-
ratório Nichols, San Juan Capistrano, CA, EUA. Este
método é considerado referência, já que é pouco influ-
enciado por alterações nas proteínas carregadoras (9).

Amostras de soro

Utilizamos para o estudo amostras de soro de nossa
rotina diagnóstica dos últimos dois anos e amostras espe-
ciais anteriormente estudadas, em que foi detectada defi-
ciência de TBG, e que permaneciam estocadas em nossa
soroteca.

Métodos estatísticos

Para a comparação entre métodos e definição de faixa
de normalidade empregamos o programa EP Evaluator
(David G. Rhoads Associates, Inc., Kennet Square, PA, EUA).

Resultados

Características do ensaio

A concentração mínima detectável, nas condições de-
finidas de volumes e diluições utilizadas, e calculada com
base no perfil de imprecisão do ensaio, é de 0,8mg/l. O
coeficiente de variação intra-ensaio, calculado com base
na dosagem de uma amostra de soro de valor médio de
20,8 mg/l (n = 20), foi de 7,4%. O coeficiente de variação
inter-ensaio, calculado com base numa amostra de soro
com valor médio de 19,5mg/l, medida em 23 ensaios re-
alizados ao longo de quatro meses, foi de 8,2%. O estudo
de paralelismo, realizado com a diluição seriada de uma
amostra de soro com níveis elevados de TBG e diluída
seriadamente em tampão de ensaio, mostrou recupera-
ção média de 100%. A determinação do nível de TBG em
35 amostras de soros de pacientes adultos de ambos os
sexos com níveis normais de T4 total e de TSH, e que não
faziam uso de drogas que pudessem alterar a função tiroi-
diana ou os níveis de TBG, mostrou valores entre 13mg/l
e 27mg/l, com média ± desvio padrão de 17,8mg/l ±
3,3mg/l.

Comparação com ensaio comercial

Dosamos em paralelo, utilizando o método comer-
cializado pela Perkin Elmer (Delfia) e o aqui descrito, os
níveis de TBG em 48 amostras de soro procurando incluir
todos os níveis encontrados na prática laboratorial. Os
resultados obtidos estão representados na Figura, onde
encontramos alto índice de correlação entre os dois mé-
todos (r = 0,93). Os valores obtidos com nosso método
foram significativamente mais baixos que os obtidos com
o método comercial usado para comparação, com média
± desvio padrão de 14,6mg/l ± 10mg/l e 19,2mg/l ±
11,9mg/l (p < 0,0001), respectivamente. No cálculo do
coeficiente de correlação segundo Deming obtivemos a
equação Y = 0,85X - 1,93, onde Y corresponde ao resulta-
do obtido com o método aqui descrito e X, com o méto-
do comercial. Com base nesta equação e levando-se em
conta os valores de normalidade descritos para o método
comercial, os valores críticos de normalidade para nosso
método seriam entre 10mg/l e 29mg/l.

Valores encontrados em indivíduos com deficiência
de TBG

Os valores estão representados na Tabela. Um total de
20 amostras de soro foi estudado, sendo que, em todas, os
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níveis de TBG eram indetectáveis pelo método em estudo.
Foram 19 indivíduos do sexo masculino e um do sexo femi-
nino, sendo que oito dos indivíduos tinham menos de um
ano de idade por ocasião do estudo. Em todos o valor de

TSH foi normal para a idade, com média ± desvio padrão de
2,4mUI/l ± 1,3mUI/l; já os valores de T4 total foram abaixo
do normal, com exceção de um indivíduo, com média ±
desvio padrão de 3µg/dl ± 0,7µmg/dl. A dosagem de T4
livre por método indireto foi realizada em 16 casos e em
todos eles foram obtidos valores acima do normal para o
método (0,8ng/dl a 1,5ng/dl), sendo a média de 2,3ng/dl ±
0,5ng/dl. Em quatro foi realizada a dosagem de T4 livre por
método direto pós-diálise, e, nestes, os valores obtidos fo-
ram normais, variando de 1,4ng/dl a 1,9ng/dl.

Discussão

Variações nos níveis das principais proteínas carrega-
doras de hormônios tiroidianos podem ser congênitas ou
adquiridas, sendo as alterações mais freqüentes aquelas
que se referem aos níveis séricos de TBG (10). Pelo fato de
alterações nos níveis séricos das proteínas transportado-
ras não implicarem alterações de função tiroidiana, mas
poderem induzir alterações laboratoriais importantes, seu
conhecimento e definição podem ter importância prática
significativa. Apesar de os últimos consensos sobre a utili-

Figura – Correlação entre os resultados de TBG sérica obtidos com um ensaio
 comercial (Delfia) e com o ensaio descrito neste trabalho (ensaio
 imunofluorométrico)
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Paciente Sexo Idade T4 total TSH T4 livre T4 livre/diálise TBG
1 M 38a 3,2 1,7 2,8 – inf. a 0,8
2 M 5a 3,2 2,1 3,4 – inf. a 0,8
3 M 1m 2,5 2 2,8 – inf. a 0,8
4 M 78a 3,4 0,9 2,7 – inf. a 0,8
5 M 4m 2,6 4,1 2 – inf. a 0,8
6 M 4a 2,7 1,6 2,6 – inf. a 0,8
7 M 52a 2,2 1,1 1,7 – inf. a 0,8
8 M 13a 2,8 2,5 2,2 – inf. a 0,8
9 M 49a 3 1,1 2,2 – inf. a 0,8
10 F 28a 3,2 3,9 1,6 – inf. a 0,8
11 M 4m 2,4 5,8 1,9 – inf. a 0,8
12 M 55a 4,9 0,85 1,7 – inf. a 0,8
13 M 1m 2,8 1,6 2,5 – inf. a 0,8
14 M 3a 3,1 2,3 2,1 – inf. a 0,8
15 M 2m 1,9 2,7 1,9 – inf. a 0,8
16 M 4m 2,6 4,1 2 – inf. a 0,8
17 M 1m 2,5 3,3 – 1,9 inf. a 0,8
18 M 6m 3,5 3,2 – 1,4 inf. a 0,8
19 M 5a 4,4 2,2 – 1,6 inf. a 0,8
20 M 32a 3,1 1,2 – 1,7 inf. a 0,8

Valores normais para os métodos empregados (adultos): T4 total: 4,5µg/dl a 12µg/dl; TSH: 0,6mUI/l a 4,5mUI/l; T4 livre método indireto: 0,8ng/dl a 1,5ng/dl;
T4 livre método direto pós-diálise: 0,8ng/dl a 2,7ng/dl; TBG: 10mg/l a 29mg/l.

Dados referentes aos indivíduos com deficiência congênita de TBGTabela

Desenvolvimento de ensaio imunofluorométrico para a medida da globulina ligadora de tiroxina e sua aplicação em casos de deficiência desta proteína Vieira et al.
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zação dos testes diagnósticos para avaliação de função
tiroidiana serem unânimes em indicar a dosagem de TSH
como o teste de referência (11), e a determinação de T4
livre como o teste complementar mais útil, a dosagem de
T4 e T3 totais continua sendo empregada na prática
diagnóstica. Num indivíduo com deficiência ou excesso
de TBG, os valores das determinações de T3 e, principal-
mente, de T4 total podem apresentar distorções quanti-
tativas grosseiras. Este aspecto pode ser particularmente
importante em programas de detecção neonatal de
hipotiroidismo que empregam a determinação de T4 to-
tal como teste único ou em conjunto com a determina-
ção de TSH (12, 13). Crianças podem ser falsamente
diagnosticadas como portadoras de hipotiroidismo e, pior,
tratamento pode ser iniciado.

O método aqui descrito apresenta sensibilidade e ca-
racterísticas de precisão, exatidão e praticidade que o tor-
nam elegível para uso diagnóstico. As características do
ensaio são semelhantes aos obtidos com métodos equiva-
lentes descritos na literatura (14), e os resultados, obtidos
em indivíduos normais e em portadores de deficiência da
proteína, dentro da faixa esperada e com alta correlação
com os obtidos com ensaio competitivo obtido comer-
cialmente.

Um fator complicador, do ponto de vista metodológico,
na definição de normalidade de função tiroidiana em por-
tadores de deficiência de TBG, é o fato de que os métodos
indiretos para a medida de T4 livre, usados na grande
maioria dos laboratórios, são influenciados pela ausência
de TBG, levando a valores alterados de difícil interpretação.
Estes valores podem ser falsamente elevados ou falsamen-

te baixos, dependendo do tipo de anormalidade da con-
centração de TBG e do tipo de ensaio empregado para a
medida de T4 livre (9,15). Na casuística aqui apresentada
de indivíduos com deficiência de TBG, todos tinham fun-
ção tiroidiana normal, avaliada por níveis normais de TSH
e, na maioria dos casos, pela avaliação clínica do médico
assistente. No entanto, os níveis de T4 total eram grossei-
ramente diminuídos, o que levou em alguns casos a sérias
dúvidas diagnósticas e mesmo a tratamentos indevidos. A
determinação de T4 livre deveria resolver o problema,
desde que a princípio ela fosse normal nesses indivíduos,
mas quando realizada por método indireto resultou em
valores falsamente elevados em todos os casos. A razão
técnica para esta observação é o fato de que estes méto-
dos indiretos são desenvolvidos levando-se em considera-
ção a presença, no soro, de uma capacidade de ligação
de tiroxina dentro da normalidade (16), fato que não ocor-
re em indivíduos com deficiência extrema de TBG como
os casos aqui estudados. O emprego, em quatro casos,
do método de referência para a medida de T4 livre, radio-
imunoensaio pós-diálise (8), resultou em valores normais,
referendando a noção da normalidade de função tiroidiana
nesses casos.

Em conclusão, apresentamos os resultados obtidos no
desenvolvimento, e as características técnicas de um mé-
todo imunofluorométrico para a medida de TBG sérica.
Sua disponibilidade na rotina clínica mostrou-se de gran-
de valia na definição diagnóstica em indivíduos com defi-
ciência congênita de TBG, condição na qual os métodos
de rotina para a medida de T4 livre e total levam a resulta-
dos conflitantes.
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