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Resumo

Este trabalho avalia a aplicabilidade do proãrama RIAKALK para o

processamneto dos dados de radioimunoensaio (RIE) em nossos

laboratórios. 0 RIAKALK foi desenvolvido em linguagem BASIC do sistema

APPLE e necessitou ser adaptado para o sistema SIM/DOS do nosso

microcomputador, compat ívei c:om o IBM/PC. Sua adequação foi analisada

no processamento dos dados computan tonal mente com aqueles obtidos

manualmente. 0 program» provou ser perfeitamente adequado para a

análise desse* dados, sendo portanto implantado em nosso»

laborat orios.

«Trabalho apresentado na 42a Reunião Anual ú* "Sociedade Brasileira

para o Progresso da Ciência". Porto Alegre - RS - Brasil, de 08 a 13

de julho de 1.990»
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Abstract

This work evaluates the applicability of the RIAKALK program for

the processing of radioimmunoassay (RIA) data at our laboratory. The

RIAKALK was written in Applesoft BASIC and had to be adapted to run on

the IBM-PC under SIM/DOS operating system of our microcomputer. Its

suitability was tested on laboratory data of several hormonal RIAs,

comparing the results processed computationally with those obtained

manually. The program proved to be quite suitable for the analysis of

these datai, being thus implanted at our laboratory.

•This work was presented in 42a Reuni So Anual da "Sociedade Brasileira

para o Progresso da Ciência". Porto Alegre - RS - Brasil, July 68-13,

1990.



INTftOOUÇXO

O RIE é UM netodo analítico que eMprega quantidades diai nutas d*

radioatividade e anticorpos específicos para Medir substancias de

iMPortância biológica, da ordem de fentoMoles. A partir de seu

desenvolviMento no final da década de 50, houve UM cresciMento

explosivo de sua aplicação na área biomédica, que é evidenciado pela

realização de cerca de cei Milhões de dosagens por ano CM todo o

Mundo, referentes a hormônios, drogas, vitaminas, enziMas, vírus,

antígenos tuMorais, nucleotídeos cíclicos, proteínas sérieas e

substâncias outras. Até o início dos anos 70, as concentrações das

«Mostras desconhecidas era» estimadas nos RIEs por leitura direta na

curva dose-resposta, que era construída manualmente (i).

A necessidade de UM sistema automatizado para o cálculo e análise

da grande quantidade de dados gerados pelos RIEs, coincidiu COM O

rápido desenvolvimento dos computadores, levando a forMulaçSo de

vários programas computacionais para tal finalidade. Em 1968, Rodbard

e cols. (2) já haviam desenvolvido um Método Matemático para

linearizar a curva dose-resposta, usando uma transformação log-logito

por M C Í O de computadores. Desde então, este e outros modelos têm sido

empregados na formulação de programas computacionais para a análise

dos dados de RIE em computadores de grande e pequeno porte <3-14> .

E*te trabalho avalia a aplicabilidade do programa RIAKALK para o

processamento de dados do RIE nos laboratórios do IPEN-CNEN/SP, no

qual se realiza desde o início da década de 70 o desenvolvimento de

diversos ensaios hormonais, mediante a obtenção manual de seus

resultados.



HATERIAI6 C HáTOOOS

Utilizou-se um microcomputador con memória RAH de 7à<* kilooutes

(•odeio I-7««« PCxtll, Itautec Informática S.A., Sao Paulo). 0 RIAKALK

foi desenvolvido por Gianella Neto (15) a partir dos programs

descritos por David Rodbard no "National Institute of Health",

Bethesda, E.U.A., especificamente para RIE: RIA «ti, RIA M 4 e «C RIA

(16). Ele emprega o modelo matemático de ajustagem log-logito de

quatro parâmetros, pelo método não linear dos mínimos quadrados co«

reponderaçao iterativa, descrito por Newton-Gauss e modificado por

Harquardt-Levenberg (17). Como foi desenvolvido em linguagem BASIC do

sistema APPLE, o RIAKALK necessitou ser adaptado para o sistema

SIM/DOS do nosso microcomputador.

Neste programa, os dados dos RIEs são inicialmente gravados num

arquivo através de um programa au;:iliar, editor, o que permite

reanalizá-los prontamente. A entrada dos dados é realizada numa

seqüência determinada. Inicialmente são introduzidas as informações

que identificam cada RIE em particular e a seguir sSo digitadas as

contagens do ensaio. Estas se referem as contagens totais,

inespecíficas, das concentrações da curva dose-resposta e das amostras

desconhecidas. Nao há limitação para o número de replicatas, porém ele

deve ser constante para os padrões e desconhecidos, embora nSo

necessariamente igual entre eles.

A partir desses dados., o RIAKALK calcula os quatro parâmetros dos

RIEs, COM seus respectivos desvios padrão* ligação inespec «'f ica <NSB),

ligação da dose zero <Bo), dose efetiva para valor de 50% da resposta

máxima (EDgg) e inclinação da curva dose-resposta (SL) c estima o erro

médio quadrático do ajuste <RH6>. Ele também constroe a curva

ajustada, com seu intervalo de confiança e o respectivo perfil de



iaprecisSo, a partir da qual determina a dose mínima detectávei (DHD>

• • concentração das amostras desconhecidas, con seus respectivos

erros. Se o valor de alguma replicata estiver fora, ou se os pontos

nBo estiverem distribuídos dentro do intervalo de confiança da curva,

o programa alerta para que os dados sejam conferidos. Portanto, nenhun

dado é descartado a menos que o analista intervenha manualmente.

0 programa também determina as doses efetivas para valores de i#

a 9* X da resposta máxima (8/Bo) com seus erros respectivos. Por

definicSo do programa, a DMD é a menor dose estimada a partir de 9#X

de B/Bo com um erro máximo estipulado para cada RIE, com base nu»

controle de qualidade prévio. Nesta adaptação do RIAKALK, inclui-se a

estimativa da DMD segundo a definição da dose correspondente ao valor

de Bo subtra/do de 2,5 desvios padrão (DP). 0 RIAKALK determina a

concentração das amostras desconhecidas, assinalando os resultados que

apresentam valores de erro e de coeficiente de variação das replicatas

superiores «os» estabelecidos previamente, para cada ensaio em

part icular.

A aplicabilidade do RIAKALK foi avaliada no processamento dos

dados dos RIEs de calcitonina (18), gastrina (19). glucagon <2*>, OH

(21), LH (22), Prl (23), TSH em fase liquida (24) e magnética <25) c

de T3 c T4 do programa NETRIA (26). Os resultados fornecidos pelo

programa foram comparados com aquele» obtidos manualmente, mediante o

traçado das curvas dose-resposta em papel semi-log e leitura direta

nas respectivas curvas. Não foi possível calcular o valor dos 8Ls das

curvas traçadas manualmente. Determinaram-se, portanto, as regressões

lineares entre os valores estimados computacionalmente e manualmente,

referentes a NSB, Bo, doses efetivas da curva dose-resposta, OMDs e

concentração de amostras de controle de qualidade interno de cada

ensaio <C<ü) pela aplicação do sistema 8A8 (27).



RESULTADOS

A Figura 1 exibe o exeuplo típico de uaa li stage» de saída de

dados de UM ensaio analisado pelo RIAKALK, onde são registrados os

dados do ajuste da curva dose-resposta e os erros estinados para as

diferentes doses. A curva e o perfil de imprccisSo correspondentes sSo

Mostrados na Figura 2. A Tabela I coMpara os valores dos diferentes

RIEs obtidos Manuala»ente e pela aplicação do progra»a. COMO pode ser

observado pela análise desta Tabela, os resultados foraM Muito

se«elhantes quando deterMinados pelos dois sisteMas. Verificou-se una

correlaçSo linear altamente significants entre os valores de cada

parâMctro, pelas respectivas regressões lineares, cujos resultados

estSo apresentados na Tabela II.
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direita) do RIE de T8Hr construídos pelo RIAKALK. 88o

indicado» ao longo da curva ajustada os valores observado»

(média ± DP) e a interpolaçfio para a estimativa de ED50. No

perfil de imprecisão é assinalado o erro estipulado para a

estimativa da DMD deste RIE
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Tabela I. Coi*aracio dos valores dos RIEs determinados pelo aétodo

«anual (aciaa) e pelo RIAKALK <ab«ixo>. A uniòadc da concen—

trvcEo de cada horaSnio c indicada entre parênteses.

HE

CtlC'twiM
tPt/Bl>

SMtriM

(pa»l/l)

(as/sl)

IN

fr l
Uf/Bl)

T8N
fMC ifaHM
C«U/al>

TM
f»w aaméti

• •

•,*•
8,71

•,41

•,41

9,11
9.11

5.99
9.99

7.»
7.93

7.M
8,13

4,W
4,«4

4,7»
ca 4,71

24,9»
29,85

49.2*

4f,54

91,34
99,7*

34,23
33,8*

38,5*
41,42

24,3»
29,14

38,99
4«,47

3»,3»
31,83

719,M
454,71

239,M

227,13

55*,M
54B.M

nZ
3,99
4,27

12*,M
l»4r81

223,M

489,W
488,5»

on

235,72

4».M

99.28

2H,99
195,49

•r43

•,9»
•,94

44,M
42,43

82,«#
81,19

117,9*

O N

84,41

• 14.8*

15.47

44.M
49.74

3.2*
2.54

•.24
•.22

14,**
17,34

28.**
29,45

25,*«
28,9*

98K8/8»)

't.44

4.M

7.89

31.9*
38.14

2,1*
1,24

•.14
•,*9

7,**
1«.25

12,9*
14,27

11,**
12,4»

« • 08
fa*-2.9 Br> Alt»

19.M
34,82

7.99

13,47

22,M
24,98

2,2»
2,77

•,24
•,17

4.8*

8.4*
12,38

2,9*

418,89

ltt.M

99,79

24*,«#
235,44

7,9»
8,77

114,**
123,18

145'S7

n
•Mia

349,**
35«,«7

44,«0

44,19

117,32

4,3»
7,74

1,39
1,9*

48,M
47.49

44,**
42,49

199,**
192,3*

n

89,88
114,»

9,«f

4,9t

39^25

3.98
4,*5

9W,W

19,48
17,11

29,8*
29.8S

JJ'JJ

•L

1.35

—

z»
1,15

•.93

1,54

1.37

•,98

TI

T4

9,9* 49,4f 9,2» 1,9* *,42 »,32
9,91 92,48 4,45 1,92 «,97 «,28

2,4* 4*,7* 24B.M 72,*» 22,M 1«,2*
2,99 42,34 239,72 49,42 21,M 1*,42

4,8* 3,** 1,1* —
4,94 2,98 *,99 1,19

• 189,8* 77,M —
3,89 273,97 179,29 74,94 1,14
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Tabela II. Resultados da regressão linear entre os valores dos RIEs

determinados pelos dois sistemas, do tipo Y « AX onde

Y « RIAKALK e X • «anual.

Parâmetro A t DP

NSB

8o

DMO (90% B/Bo)

CO Alto

O Médio

C« Baixo

1,012 ± 0,005

1,045 t. 0,011

0,963 i. e,015

«,984 ± 0,005

1,198 ± 0,054

1,337 ± 0,0<í><»

DMO <Bo - 2,5 DP) 1,557 i. 0,1A1

0,890 1. 0,025

0,965 ±. 0,̂ 03

1,144 * 0,057

0,9999

0,9995

0,9989

0,9998

0,9910

0,9911

0,9552

0,9968

0,9999

0,9902

< 0,001

< 0,001

< 0,001

< 0,001

< 0,001

< 0,001

< 0,001

< 0,001

< 0,001

< 0,001
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0I8CU88X0

O RIE é uma técnica analítica Mais propensa a erros do que os

Métodos usuais empregados CM análises clinicas, requerendo uma análise

estatística bem elaborado para assegurar a confiabilidade das

estimativas realizadas. Consequentemente, a simples obtencSo dos

resultados pelo traçado manual da curva dose-resposta, além de ser

demorada e trabalhosa, é desprovida de informações seguras para o

controle da qualidade dos ensaios. 0 custo decrescente dos

equipamentos de computação nos últimos anos levou a um maior emprego

dos computadores nos laboratórios de RIE. Atualmente, cada laboratório

tem, ou deveria ter, acesso a programas computacionais que, além de

facilitarem a obtencSo dos resultados, eliminam tanto quanto possível

o risco de erro associado com a intervenção humana.

Os programas para análise de RIE sSo freqüentemente redigidos em

linguagem FORTRAN, que por ser uma linguagem já padronizada,

possibilita seu emprego na maioria dos sistemas computacionais.

Entretanto, os programas descritos em linguagem BASIC, como o RIAKALK,

que ainda nà'o dispBe de um padrão definido, necessitam ser adaptados

para os vários sistemas, devido às próprias diferenças existentes

entre o* microprocessadores (28). A versão do RIAKALK para

microcomputadores em linguagem BASIC do si st am APPLE foi facilmente

adaptado para o sistema compatível com o IBM/PC, podendo ser ampliada

ou alterada, de acordo com a necessidade de cada laboratório. Embora o

modelo matemático empregado pelo RIAKALK seja complexo e necessite de

uma substancial facilidade computacional, ele apresenta vantagens

•obre os métodos empíricos de i.ju»t»ge;" da curva dose-resposta, sendo

UM modelo geral, versátil, flexível e muito adequado para as curvas de

RIE (17).
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A corr*laçfio altamente significante verificada entre o* valores

estimados nos diversos RIEs pelo empreso do RIAKALK e pelo traçado

Manual da curva <p < 0,901), confirmou sua adequaçSo para o

processamento e análise dos dados de RIE em nossos laboratórios» em

substituição ao método manual.

CONCLUSBES

0 programa RIAKALK, que realiza algumas tediosas e repetitivas

operações normalmente encontradas no calculo dos resultados do RIE, se

mostrou perfeitamente adequado para a análise dos dados dos ensaios

realizados neste laboratório. Portanto, ele está sendo implantado em

substituícSo ao método manual, automatizando a obtencSo dos resultados

já avaliados estatisticamente. Cópia do RIAKALK em sistema 8IM/D0S

para microcompuatdores da linha IBM/PC, encontra-se disponível no

Centro de Documentação Informática Bíomédica da UNICAMP (Disco n* 33).
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