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ELABORACAD £ AVALIACAO DO DESEMPENHO DE PROGRAMA COMPY
TACIONAL DESTINADO A0 CONTROLE DE QUALIDADE DE ENSAICS
RADIOLIGANTES, APLICACAO AO RADIOENSAIDO DA INSULINA,

CARLOS HENRIQUE DE MESQUITA

RESUMO

Elaborou-se um programa computacionasl para AVE
liar diversos pardmetros dos ensaies radicligantes. 0 progra

ma fol redigido em Fortran-IV e possul estrutura medular,

Na versfio atual o programa esta projetado para
efetuar diversos calculos pertinentes is atividades dos radio
ensaios, A curva padrac e ajustada ao modelo empirico de  qua
tro parametreos segundo processo i-teraﬁivgsde Marquardt ¢ pon
derada de acorde com critério de Rudbard[ ). A dose minina de
tectdvel (DMD) € estimada por critério que considera dispersac
da medida ao nivel de concentragdo igual a zero <calculada teo
ricamente pelo modelo matemdtico da fungdo poténcia, a qual con
sidera as dispersoes das medidas (precisao intra-ensaio) de tgo
das as amostras e padroes ensaiadas., A analise de Scatchard
('Scatchard plot') é efetuada para um componente ligante, acei
tando~se porém, até cinco componentes, incluindeo-se um comporen
te inespecifico e insaturdvel. A atividade especifica € calcu
lada pelo métode do auto-deslocamenfg
dimento as consideTtagoes de MorrisC 1. 0 sistema computacio
nal processa dados pertinentes a anélise termodinamica median

incluindo-se nessg¢ proce

te o fornecimento da temperatura de incubacac e a respectiva
constante de afinidade 'K' da reagio, calculada em fases ante
riores do processamento de dades., A partir dos parametros esti
mados da snalise termedinamica: entalpia e entropia da reagio,
o0 programa elabora curvas padrfo tedricas para qualquer nivel
de temperatura de incubagac, permitinde gue o© radivanalista
selecione o intervalo yque melhor satisfaca as exigéncias das

dosagens.

Outros dados de caracter genérico a metodologia
dos radioisdtopos também podem ser processados pelo sistema
proposto, a saber: analise de radiccromatogramas, teste do
qui-guadrade e estimativa do erro de pipetagem.



Utilizou-se¢ neste trabalho o radicimunoensaio da
insulina com a finalidade de demonstrar a utilizagzo do progra

ma e avaliar a qualidade de suas informagoes.

Na apreciacac desses resultzdos concluiu-se  que
os parametros obtidos foram semelhantes aqueles citados na bi

blicgrafia pertinente.



DEVELOPMENT AND EVALUATION OF THE PERFORMARCE OF A
COMPUTER PROGRAM FOR THE QUANTITY CONTROL OF  RADIQ
[.IGANT ASSAYS, APPLICATION TO THE RADICASSAY OF INSULIN.

CARLOS HENRIGQUE DE MESGUITA

ABSTRACT

A computer program was developed to evaluate sewry
al parameters of interest in radioligant assays. The pProgram
wes written in FORTRAN-IV having a modular structure,

The present versicon is designed to compute 4 number
of parameters pertinent to the activities of the radicassays.
The standard curve is fitted to the empirical model which has
four parameters following Marquardt i-itérative sg%&me. The

%)

mum detectable dose (MDD) is estimated by a c¢riterion which

curve is weighted according to Rodbard ¢riterion . The mini
considers the standsrd deviation of the experimental data
measured with rTespect to the zerc concentration, thecoretically
computed by the power functien. This function considers the
standard deviations of all samples and standards being assaved.
The Scatchard plot is drawn for one binding component, but it
is suitable for up to five components including that non-
-specific and non saturated one. The specific activity is com
puted by the self-d%gg}acement method including the corrections

. The computer program pProcesses data
pertinent to the thermodynamic analysis through the incubation

suggested by Morris

temperature and its respective reaction affinity constant "K".
Starting from the estimated enthalpy and entropy of the re
action, the program produces theoretical standard curves for
any level of incubation temperature. This allows the analyst
to select the interval which best attends the dosage needs.

Other general data pertinent tp the radicisotope
methodology can also be processed by the present program, such
as radiochromatogram analysis chi-square test and the estimate
the error during the procedures of pipetting.

In order to demenstrate the use and the quality
of the informations given by the program, a Tadioilmmungassay



of insulin was carried out. The results cbtained are in goaod
agreement with those found in the literature.
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1. INTRODUCAD

A determinacao da concentragao de substdncias em
niveis tragos sempre foi meta dos investipadores ligados & bio
metria. Nas ultimas décadas muito se tem evoluido nesse campo
devido, principalmente, a dois fatores interligados: o graun
elevado de desenvolvimento da tecnclogia eletronica e a utili
zagcao de tragadores tadiocatives.

Dentre os métodos modernos de maior confiabilida
de destaca-se o radicquimico, por causa da elevada sensibilida
de da medida fisica da radigatividade utilizada como elemento
de quantificagde. A andlise por ativacdo neutrdnica e a’ dilui
&0 isotdpica, associadas com as tfcnicas subestequiométricas
S 80 extrema?§2§e eficientes na determinacdo de elementos e

postos organicos encontrades nas secregoes internas, o desco

ions tragos . A complexidade estrutural de muitos dos com
nhecimento e a falta de dominioc em fases de suas reagfes quimi
cas, constituem fatores limitantes daguelas técnicas.

Até o inicio da década de 60, a quantificaci@o do
tear de muitos dos fluidos bioldpicos dependia dos bicensaics
que mediam o efeito determinado pela introdugao da substancia
prova em sistema biolépico adequado,

O bioensaio € limitado @ execugio de poucas amos
tras e reduzido nimero de replicatas, gﬁrecenda freqlientemente
). A seqillencia  opera
cional (protocole) dos bicensaios € relativamente desprgvida

('°)

de unidade para a quantificagao dos diferentes compostos .

de reprodutibilidade e especificidade

A demanda cada vez mais premente na area da bio
analise exigia da praxe cientifica a disponibilidade de méto
dos tecnologicos mais avangados e seguros.

1.1, o RADIQENSAIO (RIE) PROPOSTO POR BERSON £_YALLOW

L
Berson e ccl.( ) em 1955, estudandp aspectos cinﬁ

131

ticos da insulina marcada com I, selecionou dois grupos de

amostragem. O primeiro era formado por elementos que haviam si



s 2.

do submetidos a tratamento com insulina bovina enquante que os
do segundo grupo nunca a haviam tomadeo. Observaram que o desa
parecimento da insulina-lSlI na circulag¢do do primeiro gTUpD
era significativamente mais lento. A anilise eletroforetica des
sas amostras revelou a presenca de radiocatividade na faixa cor
respondente 2s y-globulinas, o que os levaram a suspeitar que
¢ radiciode ainda estava ligade 4 insulina e gque esta teria se
complexado com uma y-globulina especifica (anticorpo}. O apare
cimento dessa y-globulina devia estar relacionade com a mobili
zagao do sistema imunitario em conseqliencia da introdugae, no
crganisme, de insulins heterclega, cuja estrutura gquimica aci’
sa pequensa diferenca de aminecacidos, mas suficiente para ati
var o sensivel e especifico sistema imunitidrip., Como evolugio
dessas observagcoes, em 1960, Berson e Yallﬂw{z} Telataram um
novo métode de dosagem de insulina, utilizando reagac de compe
tigao entre insulina marcada e nao marcada contida em solugpes
de referéncia e amostras, frente a um complexante especifico
(y-globulina anti-insulina gerada pela inoculagac  programada
de insulina heterologa em cobaias). O novo método foi denomina
do peles seus autores de Radicimuncensaios.

0 principio basico do radicimunoensaio se resume
na reagido de competigio de antigeno marcado com radioisdtopo
adequado e antigeno nao marcado contide em solugdes padrio ou
segundo o esquema:

p? (1)



N

E
onde P representa ¢ antigeno marcado, p¢

cado, também denominado de frio, Q & o reagente espec1f1cn(an

o hom&logo nao mar

ticorpo) e P Q0 ou P¢Q os complexos formados. Nessa reagao a
concentragao de Q (anticorpo) é convenientemente limitada, de
sorte que z concentracio do complexo P Q, apds a interrupgao
da reagdo & inversamente dependente da concentragao de P¢l adi
cionado., Fazem parte do jargdo dessa metodolegia os térmos:

B + rTepresenta a cancentra;aﬂ dos cnmplexﬂs for
mados, isto &, |P Q] + P QI

F + @& a concentracac das fragoes de P encentra
das na forma livre, isto &, F= H?I + |P¢|

B/F + corresponde a razao entre as concentragoes
B ¢ F. Sendo essa razao adimensional, 3
normalmente calculada medindo-se separada
mente a radluatlvldade do complexo P Q e a

da fragao livre P .

B+ F.

]
]

1.2, METQDDS CORRELATOS AQ RADIOJMUNOENSAIOC

A idéia de usar um anticorpo especifico vingou,
entretantc outras espécies de complexantes também podem  apre
sentar especificidade adequada as ligagdes citadas.

No mesmo ano da pub11caiao -do classico  trabalho
de Yallow e Berson, o fisico Ekins ¢ ) do 'Middlesex Hospital
Medical Schocl" de Londres demonstrou a possibilidade de quan
tificar a tiroxina sérica mediante a uvtilizagdo de uma protei
na carreadora presente na circulagao sangiflinea. Seu métode foi
denominado de Ensaies por Compétlgaﬂ d Proteina Conjugadora,
abreviadamente conhecido comc CPB{Competitive Protein Binding},
sendo essa técnica amplamente utilizada aos horyménics esterdi
des, os quais naoc sdo0 diretamente imuncgénicos. A técnica  de
competigdc d proteina conjugadera aplicada ans esterdides foi
obiete central do "2Bd Symposium: Steroid Assay by Protein Bin
ding" realizado em Geneva em 1970 .



A

No decorrer da década de 60 uma variedade de 1i
gantes esgggfficus foram empregados com sucesso. Em 1965 Ro
especificas {Ensaiusu%adioenzimiticos]. Mals recentemente, Lefko
) estudaram 0, emprego de membranas celu
lares, enquanto Korenman e Sanborn utilizaram o3 recepto

thernberg experimentou com exitc a utilizacZo de  enzimas

witz, Roth e Pastan

res celulares onde o componente imunitario ndc era totalmente
satisfatdrio. Estas técnicas feram cognominadas de Ensaios Ra
diorTeceptores, Miles e Hale5{ )
gac interessante do radicimunoensaio: utilizaram o anticorpo

em 1968 descreveram uma varii

marcado ag invés do antigeno, abrindo nevas fronteiras para os
ensaios radioligantes. Esta nova proposicae foi denominada de
Ensaios Imunoradiométrices, ou abreviadamente de Irma, segundo
seus criadores. Este método foi posteriormente abordado exten
samente no Simposic sobre Radicimuncensaio e Técnicas Correla
tas na Medicina Clinica e Pesquisa promovide pela Agéngia In

T

ternacional de Energila Atdmica, realizado em Istambul .

A tabela I reune uma sintese comparativa de trés
categorias de ligantes. Observe-se que tais avaliagoes nem sem
pre devem ser tomadas apenas quanto a algumas aparentes vanta

gens entre si, tendo-se em vista que g utilizagao de cada uma
dessas espécies quase sempre ¢ complementar. Esses aspectos

constituiram tema de apresentagzo do simposio "Radioimmuncassay
and Related Procedures in Medicine" organizado pe}g Agencia In
ternacional de Energia Atdmica em Berlim em 1977 .
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1,3, A DENOMINACAD 'ANALISE POR SATURACED' PROPOSTA POR FKINS

0 texto ora desenvolvideo, evidencia uma celeuma
de denominagoes paralgnsains gue pertencem a uma mesma unidade
metodologica, Ekins ) foi o primeiro investipador a  chamar
explicitamente a atengao para este aspecto, No seu entender o
cerne fundamental de todas essas técnicas mencionadas  reside
no estado de saturagaoc de um dos componentes da reagac e utili
zou-se de um modelo fisico trivial para exemplificar a sua ar
gumentagac: o jarro d'agua e o corpe. A figura 1 € uma  inter
pretagac do principio da Analise por Saturagao proposta por
Ekins e pioneiramente aplicado por Berson e Yallow no radio

imunoensalo classico.

Em "I' da figura 1 mostra-se um conjunto de volu
mes conhecidos (padroes) U e uma amostra & cujo volume se
deseja conhecer. Ao mesmo tempo dispoem-se de  indicador EJ
bem como dos recipientes que devem ter seu volume adequadamen
te pequeno (na figura 1 e representado por {7 e para facili
dade de cilculos considerar-se-2 tendo volumes unitiaries).,

Em "II" adiciona-se o volume do indicador 203
volumes padronizados e ao volume amostra desconhecido. A SE
gulr em "III" enche-se o conteudo do volume unitaric & . Como
se observa nessa fase, o ensaic deve ser padrnnizadc de mado
que sohre algum residuo no conteiido Eg nc final da | eoperagao
"III". Dando seqllencia, estabelece-se a razdo de volumes entre

as fracoes contidas em cada um dos recipientes.

No exemplc em pauta, o volume da amostra, no prin
cipio desconhecido € agora-estimzdo por interpolagdo mediante
a utilizagao da curva ilustrada na figura 1, o qual acusou o
valor de 1,5 unidades de volume. Deve-se notar que os compenen
tes homélogos il - e 0 combinado tornecem © mes
mo valor da razio B/F e na pritica somente uma das tTEs TAZ0ES
¢ necessaria. Desde que esta metodologia estad dirigida a quan
tificagao de subsiancias em concentragoes da ordem de 10 ° mo
lar ou 107’ molar, torna-sc obvie a necessidade da adigae - do
indicador ou tragader radicative, em vista da relativa facili
dade em quantifica-lo. Daqui por diante guando se referir aos
valores pertinentes ao tragador radicativo, este serd destaca
do com o-sinal "*" enguanto ¢ material ndg marvrcade (frio) com

¢ simbolo e,
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Figura 1 - Esguema da an3alise por saturagao segundo analogiz

com a determina¢do de volumes,



l-ql y ry " e

Admitindo-se que a reagac fundamental que esquema
tiza os ensaios descritos (equacac 1) seja regida pela 1lei da
acdo das massas de primeira ordem, cineticamente de 2a, or
dem[ss'saj. conclui-se que: B

¢
1 _ .9 _ P
- x* - 2O (2)
kg P g

k - *
L . ()
X, ' Q

onde o3 valores de k e k correspondem as constantes de asg
sociagac e dissociacao com o% seus respectivos indices. x? e
K* 540 as constantes éf equilibric, também denominadas de cons
tantes de afinidadES( ).

A simples analise das equagoes 2 e 3 evidencia que

a quantidade do ligante Q mobilizado na Teagdao € funcao das
+

concentragees iniciails de P¢ mais P fornecidas ao sistema e

deste modo, no esquema da figura 1, "\ " mnao corresponde a

um volume com preoporgces fixas, mas sim & um compartimento
elastico cujo volume final depende da "pressap' sobre ele. Em
outras palavras, isto significa que a saturagdao zbsoluta sQ
ocorre quando se adiciona quantidade infinitamente grande de P

('

argumenta que as constantes de equilibrio K da reagdo desses en

L]
(composigic de P¢ + P }. Entretanto, em sua defesa, Ekins

saios 580 relativamente grandes de modo que esse efeito nao
chega a comprometer a idéia de saturacgio.

Alternativas a denominacio Anidlise por Saturagio
15336 58,7 ,?ﬁ}

T4 »
aparecem na literaturat , 4 saber:

- Ensaios por competicao
- Ensaios radioligantes

- Radioensaios
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A figura 2 mostra algumas das diversas opgoes des

. - -
ses ensalnos e suas caracteristlcas,
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Figua 2 - Algmas das técnicas propostas dos ensaios por saturagac

Nesta  dissertagio serao empregadas as ex
pressoes de 'ensaios radicligantes', "radicensaios" ou "anali

se por saturagdo" rom idéntico significado e conteldo.

1,5, A IMPORTANCIA_ ATUAL DOS RADIOENSAIOS

Desde que se estabeleceu o principio dos
radipligantes, com os trabalhos pioneirps de Berson e Yallow e
Ekins, em 1960, aumentou progressivamente o nimero de substan

ensalios
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cias que podem ser precisamente medidas per essa metodologia .
A aplicacao desses ensaios trouxe elevada contribuigao 3 micro
analise e come corolaric a pesquisa clinica, diagnese médica,
medicina legal, dentre outras atividades.

Uma lista parcial de substancias correntemente
mensuradas pelos ensaios radicligantes € mostrada na tabela II.

Atualmente, esta metodologia goza de grande pre;ﬁ
gio permitindo afirmar que ela corresponde a solicitagac labe
ratorial clinica dentre das de maior volume nos centros popula
cionals mais desenvolvidos. A fim de aquilatar a importancia
soccial pode-se citar deis exemples significativos: nos Estados
Unidos da América é pratica de rotina quantificar a concentra
cao do hormonic estimulante da tiredide (TSH) e Tiroxina {TqJ
de criancas recém nascidas a fim de corrigir um eventual creti
nismo”. Nesse mesmo pais adota-se quantificar o teor de bleomi
cina em animais abatides para fins de consume da populagao. Es
ses dols exemplos por si refletem a importancia e servigos que
esta metodologia vem assumindo. Prdticas como essas e semelhan
tes, em futuro muito prﬁximo dever3o ser estendidas a putras

nagoes e outras substancias.

0 estudo da confiabilidade de gqualquer mnétodo de
medida sempre & objeto da atengZo de todo analista e, particu
lzTmente, as medides que envolvem o risco de vida do elemento
humanc deixa respensabilizado de modo especial os praofissio

hais que atuam nessa area.

0 contrele de gualidade {CQ) de todo processo de
producdao ocu de medicdes & regido pelas leis e principioes da
probabilidade ¢ da estatistica. Em algumas circunstancias o
trabalho realizade para o CQ pode levar ao desenvolvimento dos
proprios conceitos estatisticos & a extensZo deles a outros se
tores do cenhecimento. Por exemple, extensa teoria estatistica

* Projeto desta natureza vem sendo promovido pelo Ministerio
da Saitide junto & Escola Paulista de Medicina — Hospical Sao
FPaulo.



TABELA II

Substancias mensuradas por ensaios radioligantes({Relagio parcial)

HORMONIOS PEPTIDICOS

HORMONIOS KXO PEPTIDICOS

SUBSTANCIAS NAO HORMONAILS

EE ) cwdADEId 30 0L0L J-EH]_I

k=

Insulina

Bormenio de Crescimento (GH}
Hormonio Adrenocorticotrofico (ACTH)
Hormonio da Paratireoide (PTH)
Glucagen _
Hormonie Estimulante da Tireoide(TSH)
Gonadotrofina Carignica Humana (HCG)
Hormonio Foliculo Estimulante (FSH)

Somatotrpfina Corionica Humana (HCS)
Prolactina

Secretina

Hormeonic Luteinizante {LH)
Vasopressina
Angiotensina

Dxitocina

Bradicinina
Tireoglobulina

Hormenio Estimulante de
a - Melanocito (a MSH)
Hormonio Estimulante de
g - Melanocito (B MSH)
Gastrina

Calcgtanina

Peptideo C

Aldosterona
Testosteroha
Diidrotestosterona

" Estradiol

Estrona

Estriol
2-Hidroxiestrona
Prostaglandinas
Triipdotironins [T3}
Tiroxina {T,)
Progesterona
Medroxiprogesterona
17-Hidroxiprogesterona

Fator intrinseco

Digoxina, Digitoxina

Morfina

Monofosfato de Adenosina Ciclico [cAMP)
Monofosfato de Guanosina Ciclico (cGMP}
Inosina 5 Fosfate Ciclico (¢cIMP)
Monofosfato de Uridinz Ciclico [cUMP)}
Antigeno da Hepatite B

(antigeno Australia -HBA)
Esterase ()

Frutose 1,6 difosfatase

Antigeno Carcincembridnico {CEA)
Fator Reumatoide

Imunoglgbulina Humana (IgG)
Acide Folico

Neurofisina
Globulina Tiroxina-Ligante (TBG)

Anti-Toxina Tetanica

‘aaawawnnNaﬂv
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foi desenvolvida em fgn;io dos biocensaics, principalmente ©por

(')

E
31155( ) ¢ Finney .

Nesse sentide, os radioensaios apresentam situa
¢bes peculiares que se Tevestem de tal impeortancia a ponte de
tomar praticamente um tergo do Vﬂ]um?a???a??E%ﬁs}dos ultimos
simpdsios internacionais especificos .

A analjse dos diferentes par@Emetros envolvidos
nos ensaios 7radicligantes € relativamente complexa e labo

ricsa ji tende recebide a atengao de numercsos investigs
[ Byl 3316 315418329536 481 ;47 L3451 452 54 58450 58460 ,62,—
&3 E'?.Ea.h.‘h.a’fsdsJ

dores

Assim, formularam-se diversos sistemas computacic

-HEH&H :5215*1- \5‘ |5?|55|
*74Y7 . A tentativa de
unificid-les apresenta sérias dificuldades em virtude da falta

de unidade estrutural, das diferengas de linguagens e da  prd

nais (programas) destinados g %soladamente alpuns dos
5 3

parametros dos radiocensaios

pria fileosofia adotada em suas redagoces, ‘

1,7, PROPGSITO DD _TRABALHO

Por essas razdes, julgou-se oportunc e até mesmo
necessario tentar elaborar um sistema computacional unificado
capaz de avaliar a maicria dos parametros dos radicensaios.

Para tanto, estruturou-se um sistema  computacip
nal redigide em Fortran-IV com caracteristicas modulares desti
nado 8 estimativa das caracteristicas e da qualidade dos para

metros seguintes:

1- Contyole da estabilidade do medidor de radic
atividade., Teste do gqui-quadrado.

2- Andlise do perfil radioccromatografico dos subs
tratos marcados ac ajuste dos dados experimen

tais.

3- Anialise da curva de dose-resposta dos radioen

saios, apreciando:

3.1- caracterizagac do perfil de imprecisao das
dosagens,
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3.2 - Autematizagdo do tragado da curva de dose-res-
pesta nas escalas 'linear-linear' , linear 1o
garfrmica e logito-logaritmica.

3.3- calcules dos resultados de concentracao de
amostras doseadas, indicando-se o seu va
lor mais provavel, o intervalo de confian
ca do resultado ao nivel de 0,05 e ¢ co
eficiente de variacdo no resultado,

3.4- caracterizaggo da dose minima detectavel
(DMD) ,

3,5- estimativa do erro de aliqlictagens.

Determinagdo da atividade especifica do- radip
tracador segundo 0 mé&todo do auto-deslocamento.

Determinagdo das constantes de afinidade pelo
método de Scatchard e Priori e Rosenthal:

5.1- caracterizagdo da heterogenidade de ligan
te Q,

5,2- determinagao das constantes de afinidade
K KZ‘ KE‘ ey K,

1 I
5.3- determinagac das concentragoes do ligante
Q [qll qzi qs"'u qn]1

5.4- tragado grafice da curva de dose-resposta
tedrica {concentragao versus B/Tlestimada
a patrtir das constantes [Kl, KE’ KS‘ AP
Kn} e {ql, qZ: Qgv s+ vy qn] para verifi
car 4 consistencia experimental daquelas

constantes,

5.5- tragado grafico da curva de  Scatchard
{concentragdo do ligado B versus YAZAD
B/F).

6- Analise termodindmica da reagido:

6,1- determinagao da entropisa,
6.2- determinagao da entalpia,

6.3~ tragado grafico da relacgdo (T_l(ﬂﬂ} ver
s5us R.lcgeK},
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6.4- verificacdo da influéncia da temperatura
de incubagao sobre a capacidade de 1iga
¢ac entre os reagentes P ¢ Q e suas conse
qliéncias no andamento da curva padraoe (do
se-Tesposta) .

Para verificar a exeqliibilidade do programa €
aquilatar sua competéncia, escolheu-se come radicimunvensaio ti
po, ¢ da insulina,
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2. ASPECTOS TEGRICOS E_ PRATICOS DOS ENSAIOS
RADIOLIGANTES

Neste capitulo serdo abordadas as bases tedricas
de um conjunto de aspectos pertinentes aocs radlioensaios que de
vem ser interpretadas como apontamentos, pois constam de uma
coletanea de informagoes que embora sigam uma linha  racional
na oferta das informagdes, nio constituem um corpo  homegeneo
de doutrina, de pratica e de completeza,

Ne capitule anterier destacou-se a existéncia de
diversas alternativas metodoldgicas dos radioensaios, eptretan
to deve-se considerar que na atualidade o radipimuncensaio € a
principal epgdc utilizada.

0 radioimuncensaiec adgquiriu notavel importancia
cientifica e pratica que fez justificar a entrega do Premio Ne
bel de medicina em 1977 a um de seus propositores: a fisica Re
salin Yallow. Deste modo ficou-se forgosamente condicionado a
focalizar com mais fregfléencia as citagoes relativas a essa teéc
nica.

Os radicensaios fazem uso de tragador ou  indica
dor radioative e com freqlléncia nio se dispde dessa substancia
adegquadamente pura e ccorre nela estar presente:

Fracao do componente marcade na forma indene

Fragdo do radioisdtope nido incorporade 3 molécu
1a

Fragio da molécule danificada ou imprépria para
0 uso

Substancias outras.

E comum proceder-se a separagio dessas fragoes me
diante o5 recursos de processos que geram um perfil crnmatogré
fico semelhante aquele mostrade na figura 3, o gqual indica a
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localizacao das fracoes radicativas, a quantidade relativa de
cada uma delas ¢ a capacidade do sistema discrimina-las.

Gouvea e Hesquitaflﬁj desenvolveram um sistema
computacional denominade de Anacron que propicia a analise
quali-quantitativa do perfil cromatografico, O sistema Anacrom
fazendo uso da variagdo da derivada primeira calculada em cada
ponto experimental do cromatograma, identifica o iniciec e o
fim de cada pico. Deis picos sao considerados parcialmente so
brepestes quande o ponto inicial do segunde pico coincide com
o Gltimo ponto do pico imediatamente anterior. Cada intervalo-

de ajuste inclui todos os picos parcialmente sobrepostos (figu
Ta 4).

TAN
— |17 Inte:walul
o I
3 |
-
~~ |
]
g |
o
1]
x |
et
g |
o
g8 2 |
- i Pl
| IR b
. X (n' & tubo)
Figura 4 - Esquema de pe rfil cromatopgrafico contendo tm®s

inte rvalos d& ajistes,

Para o ajuste de cada intervalo previamente iden
tificado, o sistema Anacrom dispoe da combinacao de fungoes
paussianas e da fungao gaussiana modificada pela

uma parte exponencial conforme descrita por Lederer

51.
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Contarens

Figura 5 - Esquemd de pico cromategrafico ajustado a uma funcao

gaussiana com modificacao exponencial 3 direita (V)

2.2, 0 LIGANTE ESPECIFIOD q,

A sensibilidade e a especificidade dos ensaics ra
dieligantes dependem predominantemente da avidez da reagdo en
tre o ligante especifico ¢ e o composte P e, conseqllentemente,
para se obter resultados satisfatorios sera necessaric dispor

de fonte adequada de Q.

Os procedimentos laboratoriais ainda mantém  acen
tuade caracter empirico quanto ac procedimente da obtengac de
ligantes biologicos e naturalmerite, a literatura € farta quan

[31-50.51:‘
te aos £€squemas pTDpGStﬂS

Recentemente, foil mgffz?da a possibilidade de GE
tengio de antiscros mnnnclﬂnais{ ) e pragas a essa nova
perspectiva, muito brevemente, permitira obter-se ligantes 0Q
altamente melhorados quanto a especificidade ¢ afinidade para

Teagir com o composto P 2 ser dosado.

Ao se dispor de qualquer espécie de ligante Q ES
pecifico, deve-se caracterizar o seu titule. Esta anilise €
efetuada mediante a incubacao de quantidades fixas de tragador,
previamente selecionadas, com quantidades progressivamente mais
d¢iluidas do componente Q. Ap6s a paralizagido da reagaoc, proces
sa-se a separacac das fracoes livre (F) e lipada (B} construin

do-se a curva de diluicao: nivel de diluigde versus razzo B/F.

A figura & ilustra um resultade tipico da caracte
rizacio do titule de um antisore. O titule do ligante Q € ado
tado comp a diluicao que causa o deslocamento da razae B/F  ao
nivel efetivo de um (B/F=1), isto €, 50% do tragador se comple

xa com o ligante Q.



.15,

x‘x
5 j—
o DILUIGAD RECDHEHHADH
FARA U550 NO RADIOIMUNRGENSAID
Li. "
S
[+ ]
_
=t 71—
et |
s
X
!
! |
| ! ] ¥ Y
.”:,2 ‘g] IDI “-]5 “Jﬁ lD?
RECTPROCO DA DILUICED
Ficura & - Curva de titulo de um determinado antisoro,

Fioura adaptada (3%},




P
d

L20.

Ao se projetar a seqliéncia operacionzl do radio
ensaio e as aliquotas dos reagentes a serem. tomadas {pTGtGCD];
do ensaio) o analista se fundamenta em consideragoes tedricas
e praticas, Defronta~-se com objetivos a atender. Em alguns ca
505 € necessario que um particular radicensaio seja o mais 5e;
sivel possivel. Por cutro lado, encontra-se circunstancias on
de € preferfvel atender o requisito de boa precisdo em nE
veis de concentragio relativamente zltas da substincia em pr;
va, Estes radicensalos, assim projetados, geralmente, nio 55;
muito sensiveis. Em contrapartida, os radicensaios especialmen
te projetados paras serem muito sensiveis carecem de ) possui;
faixa ampla de leitura com a adequada precisdo. Cabe ao analis

ta decidir entre os dois compromissos citados.
|

(l!llktlﬁ)

Ekins com a finalidade de orientar na

rojecdc de radioensaios estudou extensivamente as condicoes

e ptimizacao dos radipensalos. Demonstrou alicergando-se mna

hipitese de que a precisac das medidas de concentragac & depen

dente do nivel de inclinacao da curva de dose resposta e do

e

rro na medida da radicatividade, que as cencentragoes adequa

das dos reagentes do radicensain poderiam ser estimadas pelas

[

+
X . Ap mesmo tempo, aquele autor, demonstrou que ao se

xpressdes que envolvem o reciproce da constante de egquilibrio
urili

zar aquelas concentragobes, o radiocensaio se tornaria mais sen

5

{vel quando o titule do antisoro a ser usado fosse aquele que

resultasse B /T igual a 0,5 (alternativamente B /F = 1].

+

* = -1 - . .
P 4 K (concentragae de tragador radicativo)

r._l - s -
q = 3K {eoncentragao do ligante especifico)
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: HEpH -

C

A compreensiac ¢ o dominio dos principies dos en
saios radioligantes descriteos por modelos matematicos €& essen
cial para a padronizagsc racional e a interpretacido de seus re
" sultados. Esses aspectos foram exaustivamente explerades  por

(!I?Ej?‘) . [13111||15) (5315&'}
Berson e Yallow , Ekins , Radbard e col:

1672
e Walker e Keane( }.

Uma boa pratica neste tipe de analise consiste,
inicialmente, em partir de modelos matematicos, npossivelmente

mais simples, alicergando-se em premissas basicas. Posterior
mente, quando necessario, estende-se a analise para modelos
mais complexos estudando-se o efe%%c do descarte de algumas
das premissas. Feldman e Rudbard[ ) iniciam suas anzlises

pressupondo que a reagio basica dos ensaios radioligantes con
corde com as seguintes premissas: '

1. 0 componente P deve estar presente de  modo
homogéneo, consistinde de uma Unica espécie
quimica,

2, 0 ligante especifico @ deve estar presente ho
mogeneamente em uma unica espécie quimica.

3. P e Q sdo univalentes, isto &, a molécula de P
poderd reagir com uma unica molécula de Q & ne
nhuma outra espécie de combinagdo poderd ocor

TeT.

4. Nio ocorre nenhum efeito alestérice ou coopera
tivo, isto &, T e } reagem de acordo com a lei
da agdo das massas (reagdao cinética de segunda
ordem) .

5. P¢ e P possuem as mesmas propriedades ffsicg
-quimicas a despeito da presenca do elementorea
= s

dicativo em P .

*
6. P¢. P e Q reagem até atinpir o equilibric da
reagao,

-3
| ]

As fragCes quimicas complexada (B) e livre (F)
podem ser separadas perfeitamente sem ocorrer
a perturbacac do equilibrio da reacgao,
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8. A razao B/F pode ser perfeitamente determinada,

Alicergados nessas premissas, pode-se esquemati
zar a reagdo dos ensaios por saturagaoc conforme as equagoes 1,
2 & 3 e que devidamente exploradas resultam na classica  equa

BEE
gdo de Ecatchard{ ];
B/F = Kq - KB (4)

onde q € a concentracio inicial do ligante especifico Q. Esta
relacio € representada graficamente por uma reta conforme es

quema da figura 7,

A equacdo 4 foi primeiramente introduzida na ana
lise da atfﬁgéc de¢ pequenas moléculas preteicas (e ifons)  por
Scatchard( e mais recen;gmggte aplicada aos radipiminoen

L]
saios por Berson e Yallnw{ ).
A 1ets de Scatchard permite estimar a  magnitude

da constante de afinidade K e a concentracgio g do ligante Q.

A figura 7 mostra o efeito na curva de dose x res
posta quando se utilizam diferentes concentragoes de 'q" ou o
efeito do valer de "K' quanto & sensibilidade do ensaio.

0s dados experimentais da anzlise de Scatchard
nem sempre resultam na relagao linear esperada e vArias $3ao as
rzzoes dessa discrepancia, dentre as quais destacam-se:

I. Inespecificidade do sistema de separagac das
fragdes. quimicas B e F, isto €, quando niaoc se
obsarva a premissa nv 8§,

II. Interrupgac da reagac antes de ser atingido o
equilibrio (nao observancia da hipotese n® &).

117, Disturbio do equilibrio da reagac pela acac do
sistema de separacdo das fracdes B e F (quebra
da hipotese n% 7).

IV, Adigdc retardada do tragador radicative. Quan
do a adigao do tragador P & efetuada apds o
equilibrioc entre o ligante Q & p composto P¢ .
com vistas a se obter maior sensibilidade no

[593_

ensaio
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Figura 7 - Efeito da variacao dos valores da constante de afinicade "K' e ca

concentracac 'q' do ligante no tracade da curva de dose resposta,

estimada pela analise de Scatchard e lancadas em diferentes escalas.
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V. Distorsao da escala de B em fungio da inobser
vincia da hipdtese n® 5, isto & K¢ ¢ diferen
te de K

VI. Existéncia de varios grupos {independentes en
tre 51 de ligantes § com diferentes valores de
K, iste €, gquando nao se verifica a hipotese n®
2.

Particularmente, esta Ultima causa da nac lineari
dade dos pontos experimentais na analise de Scatchard, se deve
& :nm¥1exidade bioldgica que @ matriz na obtengao do componen

{ 31‘&11.5&1.551.'52) . ’ -
te A fipura B mostra o esquema de uma curva
de Scatchard em que existem duas populagoes de ‘Q(QI e-sz sa
turaveis e outra terceira (Q3) néo saturavel.

2 -
=
W
~ K%
@ . - DECLIVE: -Ks - 0,12
o
b
N
~
= BECLIVEF - K=+ 0.0
qui—-
Ky~ % -~ 5" T3 T ]
o 10 20 ap 50 50
| }
QI ﬂi_r
Figura 8 - Curva de Scatchard nap linear devido a presenca de tres

grupos de 0, dois saturdveis e um ndo saturavel.

Figura adaptada {59},
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Priorl e Rusenthal[az] formularam um procedimento
de regressac nao linear+ para os calculps das estimativas das
das constantes K e q como os descritos pela fipura 8. Esses au
tores experimentaram submeter seus dados experimentais§ adotan
do trés tipes de variiveis dependentes {no eixo das ordenadas)
a saber: B/T, logaritmo de B/F # B/F, optando-se, neste traba
tho
nor heterocedasticidade na variancia dos resultados.

pela primeira alternativa em razdo de ter encontrade me

24 L ”

Os resultados da curva de Scatchard também permi
tem inferir algumas informagdes sobre a natureza das intera
¢Oes termodinamicas entre os reagentes P ¢ @,

A variagdo da magnitude da constante de afinidade
K em fungac da temperatura & usada para esse fim.

. 1& energia livre padrao da reacio e calcu
{5 -

lada por .
ﬁGo = - R.T.log K (5)

onde R & a constante universal dos gases,ligual a 1,93,
por ocutro lado,

4G, = B8H - T.s8 (6)

sendo ﬁHﬂ a variagde total de energia ou entalgisa, ﬁsﬂ a va
riagac da entropia da reagaoc e T & temperatura fGK} em que &
reagao ocorre. Associando-se as equacfes 5 e 6, resulta:

R.log K = ﬂ.Hﬂ.T'1 + A4S (7

+ Utilizaram o wmetodo combinade de WNewton & do gradiente.

§ Priori e Rosenthal estudavam a ligegao da albumina humana
com ¢ disgulfato de estradial,
B/T 9K

T - B/T T + K p(L - B/D)



.26,

A equagao n¥ 7 indica que o produte R.logk rela
ciona-se linearmente com o reciIpreoco da temperatura.
A intersecgdo da reta com o eixo das ordenadas in

dica a variagao de entropia enquanto o nivel de inclinagae da
Teta carresponde a2 varigcao da entalpia, conforme esquema da

9

figura n*% 9{

37T 2
ql"#%:

Rin K

-AAH

'

0

1
T
Figura 9 - Esguema para & determinac2o da entrppia e entalpia da reacao

entre ‘P’ e '0' sequndn & relacan linear entre R.log K ver-

sys T 1

0 comportamento termodinamico de algumas protei
nas ligantes € mostrade ma figura 10 enquanto a tabela I11

apresenta os valores reErggentatlvos para alguns @anticorpos e
")

proteinas carreadaras

E mister mencionar que o valor da constante de
afinidade X € tambem dependente do sistema de separagao das
fragoes B & F, da composigac <o tampao e de putros fatores, as
sim as informaghes extraidas da regressac de Scatchard sdo va
lidas somente para o sistema particular de ensaio  utiliza

{-351. :|

0 estudo do efeito da temperatura na magnitude do
valor de K tem suas implicagdes praticas e tedricas. Na padrp
nizagdo do ensaio e durante as atividades no laboratdric deve
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TABELM IT1

Constanta da afipidads K de wiguns ligantet I oo dhferentes temprraturs

t o3 Teipectives valores  da earalpia BH & entrople 45

" Composta B Ligante @ T.%¢ Kx1n 7 tH 85
1/m ¥calfmol Cul fmn sk

Aldpsterons anticerpa 5 5.0 -3 11
25 1.6 £o,1} {0.4)
¥ 1.5

Digoxring enticorpa 5 [N { ] 1.6 55
15 1.1 fo,13- [o.51
LN 1.2
11:] 1.2

Estradicl anticeTRo & 34 -1 10
Is i0

Estriesl anticorps 1 1.1 o 51
4 1.0 (0.1} {0,9)
37 1.1

Tezrostarane mtlesrpo 4 E.D -1 &0
15 B.D (0.1 (0.2}
iy T.3

Tirozina anticarpo L] o.E o LE]
ra: o7z [0.2] (L8]
A 065

Angintensinal anticerpo 3 AL | -3 it
2% 4.5 £, 2] (1,21
Ly L]

Angiateasinal anticeorpo 5 0 -8 17
25 4 2.9 (5.1
37 1%

Castrinm anticgrpa 5 590 e | 3z
I5 - a1 e, [1.5]
iy 170

Insulina anticerpo L 174 -7 Ll
1) it (0.97 (6,0}
AT 5l

Tiroxine anticorpa 11 2,7 -9 12
il 1.4 1.1 3.5
14 F . |
17 1.9
17 1.0

Corrisel transcoriina (! 0.52 =16 -0
AT 0.e74

Esrradlal citerel 5 i1 L] u

uterine iv 5.8 {i] (13}

17 1.0

Progesicrona 0EG 5 0,12 .14 §
1 9,06 (1.9 {1}
M &, ,Cl6
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‘2“-

Figura 10 - Esnuema das caracteristicas termodindmicas de trés catenprias

de ligantes. Grupo 2 + moleculas relativamente pequenas e a-

polares com antisoros especificos.
Grupo b + moléculas peptidicas com antisoros

Grupo ¢ + proteinas naturais vtilizadas como

ligante.

-se considerar que nos sistemas com grande compeonente de ental
pia, sera necessaTio manter a temperatura de incubagao de modo
mais reduzida possivel a fim de se conseguir a maxima sensibl
lidade do ensaio. A temperatura no decorrer do ensaip  devera
ser Tigporosamente controlada, Ac contrazrio, guando a variagao
de entalpia & relativamente pequena sera preferivel manter a

temperatura de incubagio mais elevada de sorte a permitir mails
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rapidamente atingir o equilibrio da reagdo, sem comprometer
a sensibilidade do ensaio e conseguir eventualmente menor
nivel de reagdes cruzadas proprias de proteinas carreadoras.

A tedugdo da temperatura de 25°C para 5°C na rea
cao da gastrina e com o antisore anti-gastrina causa varlagao
ne valer de K_l de 16 para 4 picegramas por mililitres. Um en
saio adequado desse hormdnio realizado 3 25°¢ Tequer aproxima
damente a quantidade de antisoro equivalente a q = 32Zpg/ml &
tragador p* = 48pg/ml. Esses valores seriam reduzides awumquar
t? sob a tempggatura de incubagao de 5%, iste ¢, q = 8pg/ml e
o= lZpg!mlf }.

A energla de ligagao ou constante de  asso0¢iacgao
depende de varios fatores ¢ € a resultante de interagoes do ti
po idnicas, hidrogenidnicas, van der Waals, hidrofobicas e
forcas de London. As forgas eletrostaticas predominam inicial
mente enquanto as interagdes secundarias atuam quande a proxi
midade entre as moléculas de P e Q & da ordem de alguns  angs
trons. A grande energia envolvida na ligagao de P e {§ explica
parcialmente a especificidade da reacao antigeno-anticerpoc.

Especula-se scbre a correlagao entre as variagdes
de entalpia e entropia com respeito a natureza da interagao P
e Q. Algumas evidencias podem ser extraidas da figura @ ou 10
e tabela III, onde se dividem as reagdoes em trés grupos: 'a’ ,
'b' e 'c'.

0 grupo 'a' representa a reagio de moléculas rela
tivamente pequenas e apolares com antisoros especificos. No
grupo 'b' tem-se as reagdes com peptideos com seus respectivos

antisoros e finalmente no terceiroc grupe 'c' reune-se as rea
goes de pequenas moléculas P com suas proteinas carreadoras ou

receptoras.

0 primeiro grupo "a' revela pequenas variagoes de

entalpia associada com altas mudangas de entropia sugerindo

que essas ligagoes sejam de tipo hi&rofﬁhico(z ,3£]- Por ocutro
lade, a rea¢do dos anticorpos com os peptideos (grupo b) acusa
elevados valores de entalpia e entropia em proporgoes semelhan
tes ¢ nesses casos tanto as interag¢des hidrofobicas e de van

der Waals sédo provdveis. Ja com as proteinas naturais wutiliza
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zadas como ligentes no grupo 'c¢’, verifica-se elevada variagao
de entalpia associada com pequenas mudancgas de entropia, con
trastando com 0 comportamento dos anticorpos (proteinas induzi
das por imunizacdc). As reacdes dessas proteinas, naturalmente
disponiveis nos sistemas hiclogicos, interagem com seus alvos
ligantes segundo interagdes de van der Waals ocorrendo ai al

1
teragoes de conformagao da estrutura mnlecular( }.
2.5, MODELOS MATEMATICOS PARA O AJUSTE DA CURVA DE. DOSE . RES~
BOSTA

A quantidade de andlises efetuadas com os ensaios
radicligantes cresce de modo acelerado na rotina dos laboratd
Ti0s .

A inferencia de resultados mediante o tragadoc ma
nual da curva padrd@o [ou dose-resposta), embora simples, pndg
. T2 ser inapropriada pois é morosa, eventualmente insegura & ao
mesme tempo & desprovida de maiores informagoes para o contro
le de qualidade do ensaio.

Com a atual disponibilidade dos recentes computa
dores, a analise dos dados dos radioensaics & efetuada de modo
répido e seguro, contornande-se assim, as limitagdes acima men
cicnadas.

No tocante a analise da curva de dose resposta &
necessario a utilizagdo de fOrmulas matematicas (modelos) que
se ajustem acs dados experimentais.

A selecdo do modelo matemAtico tanto podera  ter
fundamentagae teorica como empirica,

2.5.1. MODELOS TEGRICOS

Os modelos tedriceos sdo expressdes matemiticas pa
ra ¢ ajuste da curva padrao que sac formulados a partir de con
sideragdes fisico-quimicas., Nestas expressbdes os parametros
presentes possuem especial significade fisico-quimice.
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0 modelo de conteudo tedrico mais simplificado @€

aquele sujeito as restrigoes ja mencionadas no item 2.3 & for
1 L] -

malizade na equagac n® 4 de Scatchard( }.

Rodbard e n::i.:rl.{”‘J utilizam um modelo teorico de
duzido a partir da lei da agao das massas e consideram a  pre
senga de dois grupos de ligantes, QI e QZ saturdveis com cons
tantes de equilibrio Kl e KE respectivamente e mais uma tercel
ra populagdo nao saturavel com constante de afinidade relativa
mente muito pequena. A aplicagfo desse modelo é complexa e mui
tas vézes nos experimentos rotineiros resultam valores dos pa

rametros fisico-quimicos divergentes daqueles esperados.

Estas rvestrigoes limitam a utilizagido dos . mode
los tedricos na rotine do laboratorio, entretanto sdo extrema
mente teis quande se deseja padronizar protococlos de lfaﬁg?eE

) ("t

56
saios :ﬂnvenientﬁgegge otimizados. Rodbard[ , Ekins g
()

Yallow € Berson exploraram suficientemente esse tema.,

Mediante o uso dos modelos tedricos preve-se 0
comportamentc do ensaio em condigoes diversas, a saber: varia
¢oes da temperatura de incubagao, tempo de incubagao, COoTCen
tragdo dos reapentes, etc. 0 estudo dessas variaveis em per si
pode demandar tempo & custos proibitivos. Alternativamente, a
recorréncia da aplicacio de modelos tedricos permite prever o
efeite da variagao daqueles componentes experimentais, de modo
confiavel e régidu. consumindo apenas alpuns minutes de CEICE
los, Rcdbard( ) fazendo uso do mnde%gﬁ%inear da equacao de

de imprecisdo dos radioensaios e dai formeceu subsidios va

Scatchard € do método de Monte Carlo estudou as causas

licsas aos analistas que fazem uso dos radioensaios.

2.5.2. MODELOS EMPIRICOS PARA O AJUSTE DA CURVA PAPRAD

Alternativamente aos modelos tedricos pede-se uti
lizar expressOes matemiticas empiricas que se ajustam satisfa
toriamente aos pontos experimentais, sem compromisso em procu
rar identidade entre os parametros do modelo empirico com cons
tantes fisico-quimicas da reagdo entre P e Q.

_ [pp— P

IMETITTO DE PESOUInAE
I, P, E. M.

B E s £ MUCLEARES

i
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A selegdo dessa fungio & efetuada mediante a ang
lise qualitativa deo comportamento dos pontos experimentais, de
vendo satisfazer ps requisitos:

- simplicidade algébrica
- deve ser aplicBvel no intervalo util de leituras

- deve conter o minime possivel de parametros a

ajustar.

Geralmente, como se observa na figura 11, a curva
de referencia apresenta o aspecto sigmoidal quando tragada em

griafico de escala linear-legaritmica.

A fungao que interpreta essas curvas devera con
ter pelo menos quatro par@metros basicos:

- valor assintdtico superior, denominado de a
- valor assintdtico ihferinr, denominado de d
~ pardmetro associado a inclinagao da curva, b
- parametro asseociado & posigdo da curva em rela

cdo a9 eixp das abcissas, ¢,

0 aspecto sigmoidal da curva da figura 11 sugere
a aplicagac da fungac do tipo:

AR - d
Y = b+d (8)
1 +(2

c

Rodbard e col.(sa] sup0em queé possa ocorrer certa
inadequacidade do modelo descrito pela equagaoc 8 aos pontos ex
perimentais da curva padraoc em fungac de eventual grau de assi
metria da curva experimental. Este efeito poderia ser corrigide
mediante a incorporagdo dElnDYDS parametros na equagdoc, confor
me sugestﬁessge Prentice . Dentro dessas conjecturas Rod
bard e cal.( ) discutem a inclusio de uma série de novos para

metros.

A tabela IV compara a aplicagido de diversos mode
los de ajuste da curva padrao segundo os critériocs de facilida
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Figura 11 - Tragedo tipico da curva padrac dos radicensatos Tancada erm

escala TorarTtmica {abcissa) versus linear {ordenada)

de grafica, simplicidade e capacidade em fornecer informacoes
estatisticas.

A tabela V complementa a comparagao segundo ou
tros critérios especificos.

A figura 12 ilustra outra forma de avaliar a apli
cagao de determinados modelos, tendo-se em conta o compromisso
entre a sua complexidade e 2 sua capacidaﬂe de fornecer infor
magoes estatisticas para eventuais controles. Esses esguemas
servem de gula para a selegac de modelos.
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TABELA IV
Comparagao entre diversas técnicas de andlise da curva de Do

. 58
se x Resposta dos Radioensaics sepgundo Rodbard e cul.{ )
vando-se em conta os seguintes critérios: a) Facilidade no

le

tragado grifico; b) simplicidade global e <¢) Capacidade de
fornecer informagdes estatisticas.

QUANTO A FACILIDADE DA ANALISE GRAFICA

Ponto a Ponto
1/(B/T) wersus X
log(Y) versus 1ﬂg{K+K*)
4, logitn{EHBO} versus log[X)
5. Lei da acao das massas {Sca;cha;d ;inear}

QUANTO A SIMPLICIDADE

Ponte a Ponto

1/{B/T} versus X

log(Y) versus 1cg(x+x*)
lngitn{BfBﬂ] versus log(X)
Polinomios

Lopistico de quatro parametros
Lei da agdo das massas linear
Lei da agao das massas complexa

- I T o ¥ I LY I o
T a = s oa

QUANTO AS INFORMACOES ESTATISTTCAS

Logistico de guatro parametros
logito-log (ponderado)

Lei da agao das massas linear
lop(Y) versus lug[x+1*)

. Polinomios

. Ponto a Ponto

=1 howr B R e

» Lei da agao das massas complexa
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e Dose X

f Cumpara;iﬂ geral de diversos nétodos e analis a3
ﬂ Resposta dos radioensalos: Figura adaptada de rodbatd € cnl.L )
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INFORMACOES

COMPLEXIDADE

- Pvaliacace entre o nivel de complexidade de cdTeulos e
a capacidade de informacoes estatisticas de diversos
modelos materaticos de natureza empirics ou teorica
nara o ajuste da curva de Mnse x Pesposta dos radinensaine,
f faixa branca sucere oue n valume de informacoes
estatistices ter o sev 'prern' corresnondente a comple-
xidade envelvida. © modelo gue faz use da lei da acado

das masses mantem a melhor relacao entre informacoes/com-

plexidade.
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2.5, O PERFIL DE IMPRECISAO DAS MEDIDAS

Rudbard(SE] utilizando-se da teoria da propagagao
dos erros, da lei da acap das massas e do método Monte Carlo
mostraram que a dispersao da varidncia na curva de dose TeS
posta dos radicensaios, nao € homogenea, isto €, naoc permanece
constante em toda a extensde da curva,

58

Rodbard e col.[ ) sugerem que a variancia da medi

da Y(B/F, B/T, etc.) possa ser descrita pelo modele da fungao
potencia:

var(Y} = e.Yf {9)

onde 'e e f sac pardmetros calculados pelo método de  regres
sao dos minimes guadrades,

Adotandeo-se a hipdtese de que a variancia. da medi
da Y nac & homogénea, ou seja, ocorre a heterocedasticidade da
variancia, e¢ntido, o ajuste des pontos experimentais da curva
padrdc ac modelo matemdtice adotado deverd ser efetuado de mo
do ponderado, isto &, cada ponto deverd ter pesc diferenciado
no processo de ajuste.

Em geral, nas estimativas dos parametres ‘'a', ‘b’,
'c' ¢ 'd' da equagde & usa-se ponderar a contribuicac de cada
ponto aplicando-se a equagdo:

w, = var(Y}_l (10)

ande Wi e o peso atribuido so i-ésime ponto da curva.

Dentre as vantagens desse procedimento cita-se
que tante as medidas experimentais Y da curva padrac, consti
tuides por poucoes pontos (oito p.ex.) e das amostras (virias,
50 p.ex.) auxiliam a definigio dos parametros 'e’' e 'f', ming
rando zass5im as incertezas estatisticas (conferindo maior griu
de liberdade} na fase de regressdo da fungido poteéncia descrita
pela equagao n® 9,

A precisdo intra-ensaio das determinagoes dos ra

dioensains segue 05 procedimentos:
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Calcula-se as médias Y & var(Y) de todas  as
amostras & padroes

Calcula-se pelo métedo dos minimes quadrados

] t

os parametros 'e' e 'f' contides na equagdo 9

Traga-se a curva padrao sobrepondo-se o sen
intervale de confianga calculade para  qual
quer ponto segundo a expressio:

1=232v (11)

var{Y¥) & r

onde T & o niimero de replicatas adotadas no
ensaio ‘

Para cada I calculado em 11, determina-se 4!

intervalo
Y =Y -1 (12)
Y, =Y + 1 (13)

e a seguir calcula-se, pela expressac da sig
moide, a concentracao X, de acorde com a
formula:

X, = ¢ {(a-d) ¢ (xy - @) - 1B/ (14)
onde os parametros a, b, c e d foram previa
mente estimados € pertencem a¢ corpe da  ex
pressao n® B

A figura 13 ilustrz graficamente o significa
do de X_ e X,

Calcula-se o coeficiente de variagae percen
tual (C.V.%) segundo:

(X, -~ X_| . 100

C.v.% = (15)

Z.KY
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Intervalo de confiagca ao nivel de P=0,05

Figura 13 -

an

te de Variag
'-_,.-"

icien

Coef

X X X4
Concentragao X
Esquema da andlise da precisao metodoldgica dos radioensaios,

Exemplo da detzrminagdo do intervalo de confianga dos nivei’s.

de concentragac X.

+~ Ensajo 2

S Ensafe |1

Figura 14 -

Concent ragac X

Perfil de imprecisac de dois radioensaios.

Ho @squemd o ensaic | mostra-se mais gqualificado do que o
ensaic 2, A analise dessas curvas constitue importante ferra
menta de justificativa na selegas de pardmetros de otimiza-

cao metodoldgica dos radioensaios,
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VI - Define-se o perfil de imprecisao intra-ensaio
pela associagao das fungoes de XY e do C.V,%,
conforme exemple grafice da figura 14,

2.7, & DOSE MiNIMA DETECTAVEL - DMD

A sensibilidade de um método de doseamento & <a
caracterizada pela sua capacidade em discriminar uma medida -da
putra., Un método & tdo mais sensivel quanto maior for a sua ca
pacidade de discriminar pequenos valores da medida. A sensibi
lidade & portanto definida em toda a extensdo da curva padriao.

No casc dos. radioensaios o analista estZ particu
larmente interessade em conhecer a sensibilidade do ensaio ao
nivel de concentragao zero da substancia de prova e nesse caso
a sensibitidade & denominada de 'Dose Minima Detectivel’ ou

ahreviadamente IMD,

Yallow e Bersoal ~ ) definiram essa sensibilida
de fazendo uso da intensidade da i?E%%Eagﬁc da curva padrido no
ponto de concentragaoc zero. Ekins{ J pondera que a DMD de
va ser quantificada pela quantidade minima que seria estatisti
camente difereng%ﬁvel do nivel de concentragio igual a zero .
Rodbard e :01.{ ) baseando-se nessa concepgdo de Ekins descre
veu um procedimento no qual utiliza o teste 't’ de Student mo

nocaudal na sua formulagao.

23 .... . ack o ehrciier. e S
DESLOCAMENTO

0 método do auto deslocamento para a determinagao
da atividade especifica do tragador marcade € considerado o de
maior aplicagao na metodologia dos ensaiocs radioligantes.0 seu
procedimento € extremamente simples, Nele, quantidades crescen
tes do tragador devem ser incubadas com quantidades constantes
do ligante G, em condigdes similares aquelas empregadas para
05 padrdes. Para cada guantidade {radlﬂatlvldade] do tragador
adicionada calcula-se & resposts Y=B T ou Y=B /F e COMPATa

-se por interpolagdo com os respectivos valores dos padroes. A
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seguir efetua-se a regressac linear entre a radicatividade to
tal utilizada na incubagdp e a respectiva massa estimada, con
forme ilustragac da figura 15. A intersecgdo da reta com o ei
xo das ordenadas (massa) corresponde a massa.do tragador radio

ativo que foi utilizada para definir a curva padrio.

-

200 |

{pg)

100 |

TRACADOR [pw)

1 1 L 1 i 1 d

/1 2 a4 4§ 5 6 7 8 xtovo
TRAGADOR [p*] {cpml

pE n:r:ngcu

N

Ixe] OO TRACADOR
, UTILIZ ADA MA GUAVA

Figura 15 - Esouema nrafico da determinacdn da atividade especifica do

tracador radioative, Seoundo o metodo do auto deslocamento
descrito por Morris (*7)
A atividade especifica € calculada pele valor re
ciproce do coeficiente angular da reta da figura 15 multipli

cande-o per um fator adequade para conversao de unidades,
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3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

3.1.4,

3.1.5.

3,.1.6.

3.1.7.
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5, MATERIAIS E METODOS

S

Empregade na pesagem dos reagentes
Balanga analitica marca Mettler, modelo HZOT,

Zurique - Suiga.

Empregado no processo de radioiodagao
Agitedor magnético marca Fischer Scientific Co.
modelo 16, USA.

Empregados na purificagao do substrato marcado
Coluna cromatografica de dimensdo 1 x 30cm (didme
tro, altural

Coletor de fragdes automatico marca LKB, modelo
Ultrarac 7000, Suécia.

Bomba peristdltica marca LKB modelo 4912A, Suécia.

Empregado na separagac das fragbes livres e liga
das ao ligante especifico Q@ (anticorpo)
Centrifuga automatica com unidade de refrigeragao
mantida a quatro graus centigrados com rotor tipo
HS-4 série 7654560 da Sorval modelo Superspeed RC
-2 B, USA,

Empregado na determinagac da radioatividade  das
amostras.

Sistema automatico de detecgao de radiagde com cin
tilador de NaI(Tl) tipo pogo de 3 x 2 polegadas
marca Nuclear Chicage, USBA.

Empregade na liofilizagao das substincias
Liofilizador marca Metal-Lux modele ML-103,Brasil.

Empregado no acondicionamento refrigerado das
substancias

Refrigerador Brastemp, Brasil, mantendo-se a tem
peratura de -20°¢C ne congelador e aproximadamente
4°C na reparticdc resfriada inferior.
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3.2,

3.2,1.

3.2.3,

3.2,

.8

3.
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Empregado nos calculos.
Computader marca IBM/370 modele 155 instalado no
CPD-Centro de Processamento de Dados do IPEN.

e

Insuling empregada na radioiodacgdo e preparacac
das solucoes de referencias (padrdes)

Insulina porcina fornecida por Lilly Research
Laboratories, Indianopolis-USA, acompanhada das

sepuintes informagdes:

Lote n¥ 615-08E-199

Potencia + 25,6 unidades/mg
(P>0,95 24 .0 a 27,4}

Proinsulina - < 0,001%

Glucagon + < 0,001%
Kgua + 7%
Zineco - 0,6%

A potencia foi estimada por bicensaio. A pro
insulina e o glucagon foram determinados por
radioimunoensaic. 0 nivel de zinco foi determi
nado por espectrometria de absorgio atomica.
Encontrou-se pequena quantidade de insulina mo
nodesamidada{3%) detectada por eletroforese em
gel de poliacrilamida,

Essa insulina, para o fim de marcagdo foi diluida
conforme se descreve em 3,7 na preparacac da solu

Ca0 Q.

Tampdo fosfato 0,2M pH 7.4

Dihidrogénioc fosfato de sadio [NaHEPﬂd.IZHEU)....
b e R R R b AR E A R NI s b AR A r A s s e eh i araam %,28g
Monchidrogeénic fosfato de sadio (Na,RP0,.12H,0) .
Cirsar et N AL R e i d A e . a8 02g
Kpua destilada.....ovevnivvnnrernnnnnn v.. 1 1litro

Cloramina T
Cloramina T {E?HTCINNaD?S.SHEG], Merck...vvevs 48
Tampio fosfato de sddio 0,2ZM pH7,4..q.s.p.1 litro



3.2.4.

3.2.5

3.2.6.

3.2.8,

3,2.10,

3,2.11,

3.2.12.

3.2.13,

3.2.14.
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Tiossulfato de sodio
Tiossulfato de sodio 2.4g
Tampao fosfato de sodio 0,2M ...... q.5.p..1 litre

Todeto de potassio
Iﬂdetﬂ dE thESEiD {K]). Mercklinnirrqi-l-iii 1Dg
Tampdo fosfato de sodio ........ QeSS Pruwrvan 1 litro

Soro albumina bovina -fragdo V
Soro albumina bovina fragde V, Sigma........ Zomg
Tampio fosfato de sodio 0,2ZM QaSuPrvnnn 1 litro

Adjuvante completo de Freund adquiride da Difco
Labaratories, USA.

Adjuvante Incompleto de Freund adquiride da Difco
Laboratories, USA.

Sephadex G-50 fino (particulas tamanho 20 - B0 yu)
adquirido da Pharmacia Fine Chemicals AB Uppsala,
Sweden.

Folietileno Glicel 6000 (PEG) adquiride ne merca
de nacional e fabricade pelas Indistrias Atlas.

Insulina menocomponente de piancreas de suino ad
quirida dos laboratdrios Novo com o nome fantasia
de Actrapid MC, utilizada na fase de produgae do
antisoro anti-insulina.

Tampaoc veronal 0,05M pH B.,6

Kcido dietil barbitirico, Merck ........0v0.1,84p
Rarbital sodico, Merck. .  vee v avivinsannnan 10, 30g
Kgua destilada vevsvvanvias Q5D vnvasansadl litro

Carvao para extrair insulinag de soro humano
Carvao Norit A da J.T.Baker €hemical Co., USA

Indo radioatiwvao
125
Na

isotopica de 99%, adquirido da New England Nuclear
(USA) catalego NEZ 033H,

I em solugéo 0,1 N com griu de pureza radio
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A iodagdo foi efetuada em tubo de ensaio com fun
do conico com dimensoes aproximadas de ?sz 10mm, seguindo-se
basi:amen%g a tecnica de Grenwood e cnl.( ) com pequenas modi
fica;ﬁes{ ). Todos os reagentes envolvidos na fase de radic
marcagac foram adicionades ac tubo de reacdc de mode rapido e
sob agitagao moderada e continua mediante a introducae no fras
co de marcagac de um pequenc fragmento de age inoxidavel manti
do em rotagao por agitador magnético.

0 protocolo da radiomarcacdo fol o seguinte:

Tampac fosfato 0,2 M........ bae e b s von 25ul
Insulina porcina descrita em 3,2.11......... Sug
S01UCEO NATZ T(IMCA) wuuenvevoneennenses 1 a 3ul
Cloramina T (dmg/ml) .. ivininnnernarnsanas 2501

*Apuarda-se por aproximadamente 5 a 10 segundos™
Tiossulfato de sodio (2,4mg/m1) ..ovivuavass 30ul
Iodeto de pota@ssio (10mE/ml) .o.vvivrvinnens 5011
Sorp albumina bovina (25mg/ml) ............. s0ul

A seguir, a mistura da reagao foi  imediatamente
transferida para o topo da coluna cromatografica preenchidacom
gel de sephadex G-50 (fino) com o auxilie de uma pipeta do ti

po Pasteur,

3.4, PREPARO DA COLUNA DE SEPHADEX £ PURIFICACAC DA INSULINA
JODADA

Ne preparc da coluna, o gel de sephadex foi entu
mecide primeiramente em Adgua destilada por aproximadamente uma
hora e meia em banho maria mantido a 37°C, Apés esse tempo, de
cantou-se a agua e adicionou-se tampdo fosfato mantendo-se no
vamente o periodo de uma hora e meia no banho maria 3 37°C, Es
se ultime procedimento foi repetido por mais duas veézes., Logo
a seguirt a coluna foi devidamente preenchida com o Sephadex as

sim entumecido.

Manteve-se a vazdo da coluna com a bomba peristal
ticz em 8,1 ml/minuto com o efluente tampaoc fosfato.
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Alguns minuteos antes da introducao da mistura da
marcagdo, adicionou-se no tope da coluna um mililitroe da solu
¢ao, contendo o soro albumina bovina (25mg/ml) a fim de evitar
danificagdes e adsorgao do substrato marcade as paredes da co
luna. Imediatamente apds a adigdo da mistura da marcaciec na co
luna iniciou-se a colets das fragoes de uwm mililitre, utilizan
do-se o coletor automatico LKB com ¢ fluxc mantido com tampio
fosfato e com a bomba peristidltica, O compartimento refrigera
do da unidade LKB foi mantido & 4°C. Colhiam-se 50 tubos ao to
do. De cada um desses frasces aliguotou-se 50 micrelitros para
a andlise do nivel de radiocatividade a fim de tragcar ¢ perfil
do radiocromatograma. Apds & identificacio des tubos que conti
mham a insuline-'2°I na forma indene diluia-se o conteiido des
ses tubos em tampdo veronal, Procurou-se manter o produtc £i
nal de medo a se obter a radicatividade volumétrica de aproxi
medamente 2,4 x lﬂﬁcpm!ml (eficifncia global de contagem do
equipamento de B0%), Tomaram-se varias aliquotas de um ml des
sa solugic, depositando-as em frascos de tipo penicilina de
15ml de capacidade para a subseqllente fase de liofilizagao.

3.5, OBTENCA ACA GANTE @ ¢

0 animal de experimentacio escolhide foi a cobaia
em fungao de permitir alte titulo de antisoro, adequada vole
mia e facilidade em sua manuten¢do em biotério.

A primeira dose consistiu da inoculagaoc de 0,5ml
da solugiao:

Coadjuvante completo de Freund (Difco} .... 0,5ml
Insulina porcina Monotard 20 unidades ..... 0,5ml

3
injetada na regiao da pata do referido animal( ).

Para as subseqlentes doses de referceos injetou-se

0,5ml1 da solucgio:

Coadjuvante incompleto de Freund (Difce}... 0,5ml
Insulina Monotard 20 unidades ...... e 0, sml

As doses de reforgos ersm administradas a cada
quinze dias aproximadamente. Apds a quinta dose de reforge,
amostrava-se © sangue de cada cobaia por punctura cardiaca. O
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sangue era mantido por umz & duas horas em banho marizg a 37%¢
e a seguir centrifugade a aproximadamente 1000g. O sobrenadan
te (soro} era mantido a temperatura de -20°C. A amostragem por
punctura cardiaca era repetida apds uma semana de cada nova do
se de reforgo, selecionando-se para os posteriores experimen
tos ¢ antisoro que apresentou o mais alto titulo segundo o cri
tério j4 mencionado neo item 2.2. Apds estabelecido o titulso do
antisore, aliquotava-se dez pl do sorc e efetuava-se uma  di
luigdoc que fosse dez vezes mais concentrada do que aquela indi
cada, A seguir tomavam-se varias aliquetas dessa solugio con
centrada do antisoro ¢ as depositavam em frascos do tipo peni
¢ilina de 15ml paraz a posterior fase de liefilizagao.

3.6. PREPARACAO DA MISTURA DE SOROS HUMAND ISENTO DE INSULLINA.
SORC “STRIPY

Na preparacio dos sores de referéncias (também de
nominados & soros padrac) utiliinu-se uma mistura de soros hH
manos, especialmente selecionades de pessoas consideradas ner
mais, colhidos em jejum na parte da manha,

A técnica de extragao da insulinazgndﬁgena presen
te nessa mistura & a mesma descrita por Heyns ..

Para cada litro de soro humano adicionou-se 100g
de carvio Norit A, deixando-se em agitacdo com barras magnéti
cas por duas horas. Decorrido esse tempo, separava-se 0 CATrvao
mediante centrifugagac da mistura a 4000 tpm. Quande necessi
ria a operacdo centrifugacio e decantacio foi repetida por mais

uma ou duas vezies,

37, ] L . R .

Selugaoc a

Preparada a partir da insulina porcina cristaliza
da, mediante o seguinte protecole:

Pesar 800 pg da insulina porcina cristalizada.
Adicionar 50 ul da solugcao de HC1 1 N.
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Completar volume para 800 ul com Agua destilada.
Concentragao final = 25 x 105 I /ml.,

Aliquotou-se 5Sul

12,.5ml do soro
responde a 10

Selucae B

'strip’. A concentracgao final da solugde B

wlI/ml.

SolUugao B suvevnrian . 20001
Sero 'strip' ...... gQ.5.p... 1l0ml

Soro referencia 100 wUI/ml

SDI“GEDE LD I L I IO N BN BN DN DN T BN BN BN R | ]-nﬂul
Soro "strip' ...... q.5.P.-. 10ml

Soto referéncia 50 pUI/ml

SOlUGED B vvvwannsn e 5041
Soro "strip’ ...... Q.5.P... 10ml

Soro referencia 25 uwUI/ml

Sulu;auﬁ rd 4 rw wom b d ok kAL EFE oA 25u1
Soro 'strip’ ...... Q.5.B.... 10ml

Soro referencia 10 uUI/ml

Solucao B ... naniansaas 100l
Soro ‘'‘strip' ...... vq.5.P.... 10ml

Soro referencia 5. uUI/ml

Sclugdo referencia 10uUI/ml.. 5mi
Soro 'strip' ...... «q.5.p.... 10ml

da sblugido a e diluiu-se

em
cor
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Soro referéencia 0 pUI/ml

Utilizou-se o proprio soro ‘'strip'

A seguir dividiu-se o conteudo de cada frasco enm
aliquotas de 1ml {2ml para o frasce do soro referéncia de t!
wUI/ml) e liofilizaram-se todas essas aliquotas em frascos ti

po penicilina de 6ml de capacidade.

39, L .

Quando necessario, 05 cemponentes gue sofreram
processo de liofilizagdo foram reconstituidos segundo esquema
abaixo:

Frascos Volume de dgua bidistilada

a adicionar
Insulina-lzgl 12 ml
Soro anti-insulinsz 12 ml
Sorce referencis 0 wU71/ml 2 ml
Demais soros referéncia 1 ml

;

Mensuraram-se duas amestras repetitivamente por
50 vezes mantendeo-se as mesmas cendigoes de calibragdc que pos
teriormente seria utilizada nas demais medidas.

A primeira amostra correspondeu a contagem de um
tubo de contagem sem nenhum material radicative, portanto in
dicando ¢ nivel de ruido de fundo ("“background™).

A segunda amestra consistiu da radicatividade de
um dos tubos de reagao do radicensaio contendo aproximadamente

20.000 contagens por minute ([cpm).
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Os 7esultados relativos a essas medidas foram sub

)

metidos aoc teste estatistico denominade de qui-quadradn( .

Aceitou-s¢ que o equipamento medidor de radioati
vidade estava em condigoes de uso quando a probabilidade de
se encontrar o valor calculado do qui-giadrado {Kz] se achava
ne intervalo de P(Iz} = 0,05 a P[Iz) = 0,85, Simultaneamente,

- . L e P
exigia-se que os residuos (contagem cobservada menos a media das
Tespectivas contagens) estivessem aleatoriamente dispeTsSos  &m
dispesicao grafica (avaliacio visual do analista),

31, S . - . .

Encontra-se esquematizado na figura 16 o protoco
lg geral do radioimunoensaic da insulina adotado nesse traba
lheg.

Para ulterior fase de relato dos resultados expe
Timéntals, sepaTtou-sé¢ ¢ preteccle da fipgura 16 em colunas e 1i
nhas. As colunas foram ldentificadas de I alV, enguantc as 1i
nhas foram enumeradas de 1 a 13,

coMpuTAciONal GARLA

A fim de processar os dados numeéricos dos radicen
saios formulou-se um sistema computacional especifico redigide
em Foertran Iv[21' )
encontram-se documentadas na programoteca do CPD-Centro de Pro
cessamento de Dados de IPEN-Instituto de Pesquisas Energé€ticas
e Nucleares, sendo cognominado arbitrariamente de GARLA para
fins de sua identificacdo naguela programateca(®®)

. As instrugdes pertinentes z esse sistema
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4,1, 1ESTES DO QUI-QUADRADO,

nivel de ruido de fundo ('background”) do equipamento utiliza

A tabela VI mostra os resultados de 50 medigoesdo

do em nessps experimentos.

Resultados para o teste do Iz para o medidor de radicatividade.
Cada valor relacionado corresponde a contagem acumulada de rul

dos em um minuto.

TABELA VI

5i.

QU1
68
104
95
102
90
B&

99
98

102
L1
&8
99
98
99

R

g9
&5
BS
91
79
%3
8%

G0
B4
Bs
BD
92
Bl
B3

: FIM DA ENTRADA DE DADOS

B&
g3
103
a9
91
10%
83

ah
lag
71
92
108
83
B

E
B3
Bl
B3
I49
85
8
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A tabela VII & impressa pelo sistema GARLA e cor
responde a uma reorganiza¢lde das informagoes contidas na tabe
la VI, acrescentando-se o5 respectivos residucs ([contagem da
i-ésima observagdo subtraindo-se o valor médio das contagens),
Residuos com sinais aleatoriamente alternados indicam bea qua
lidade do medidor de radiocztividade,

A figura 17 dispoe graficamente os valores dos re
siduos da tabela VII contra o nimero da observacdo. No  topo
dessa figura apresenta-se o valor médic das 50 observagdes(con
tagens), ¢ desvic padric segundo a distribuigzo de Peissnn+, 0
valor do desvio padrao da distribuiggo de Gauss++, o valor de
Xt ea probabilidade de ocorréncia do respectivo valor deo qui
-quadrado, '

Da analise dos dados da tabela VII e figura 17
aceltou-se que o equipamento satisfez as exigencias da prova.

A tabela VIII mostra os resultadeos do teste do
Kz relativo as medidas de uma mesma amostra com nivel de radio
atividade proximo daquele utilizado nos tubos do radicensaio.
A tabela TX mostra a magnitude dos residucs e a alternincia
aleatoria do sinal dos residuos. A figura 18 ilustra  grafica
mente a dispersdo dos residuos. Nessa figura mostra-se tambénm
¢ valor médio das contagens, desvio padrac de Poisson, de Gauss,
o valer do Iz calculado e sus probabilidade. X semelhanca do
teste antericr considerocu-se que ¢ equipamente estava em  ade

quadas condig¢bes de uso.

125

52 A T T PERFIL RADTORKOMATOCRAE 1ED ha 1NE )

A tabela X mostra o esquema de entrada dos dados

ag sistema GARLA do perfil radiccromatogrifico da insulinawlmﬁ

utilizade nos ensaios posteriores.

+ 0 desvic padrao de Poisson € definido como a raiz quadrada
da media das contagens.

++ 0 desvio padrao mencionade & calculado segundo & expressao:
desvio padrao = ¥ [cada observagao - media das abservagnes}z
numero total de observacoes - um




Andlise do x* . Avaliagdo das magnitudes dos rwsiduos e éa
aleateoriecade dns seus sinais (%).

NUMERDO JBS

—— . —— ——— 2

TABELA VII

CONTAGEM OBSERVADA

68. 0000000
102.000000
99.0000000
50.00000C0
g6 .0000000
H&. 0000000
g932.0000000
1D4.000000
94, 0000000
&5.0000000
B4 . 0000000
93.0000000
106 .060000
83.0000000
549.0000000
&£8.0000000
85.0000000
86.0C00000
103.,000000
7l.0CD0000C
8§1.00D0000
102.000000
39.0000000
G1.0000000
80.0C00000
89.04000000
92 . 0000000
B3.00D00CH
g0.0000000
8. 0C000CE
¥9.0000000
92.0000000
91.0Cc00000
IRE-.OGDODOD
79.0000Q000
Be..DCOOGUOO
99.0000000
92,0C000C0
Bl ..0COOD0T
10%.000000
E3.GLO00GD
85 .0000000
S59. 00GE0OG0D

94 .,.0060G300

B9.0C00200
E3.0L000060
82.00d0000
B, DG00300
Te.0ConoCe
S8 .0000300

RERIDUG

-21.10000060
1290000200
2.900C0000

0.200000000

=3.14000000

=3.10000000
1.90000G00
14.9000000
4.9000G0O00

-24.,10000400

—5.10000000
32.90000000
10,30000G0

=&.10000000
G. 900000040

=21.100G000

-4.10000000

=3.100G0000
13.,90000040

-18.LGO0BR0OD

=8.10000000
i£.9000000
9.90000000
1.900G0000

=5.10000040

—0.1000000G0300 0O

2.90000000
=t. l0COGOoq
2.500060G000

B.50Q004a00
-10.1000000

2.9000G000

1.900000040

18.900D0C0
-10.1G0G000
-3.106000000

5.90000000

3.90000000
—B.100000G0

15.3000000
~hs [ GOO2O00
= 4.100000C0

5.90000000

4.50000000

=0.10G000000D0 GO

=&. 10000000
=6. 100000460
~3.10000000
-11.100000¢C

B.90000000

+54,



ey

031913 03 apep Trenb eoq at 88ns sonpisa sop TeTORdSS

m.um_qm.ﬂ ojeale ¥ *[IA BTI9qE] BU SOPTIUOD SOMISal so» Ed>T[EL I oastRuy - ;{1 ®ndig

5303rawdsal T 30 QrIISOLAWEDE
.mﬂnq#3u4¢u.mwxuqqhnl # “SIVMANIADWIak3 E0LIWOL £-

¥ 3¥mnoiSE0 "Whh

e o  ———— e o ————— [

dooo-ed oS ey agoi=oy OO%1 "% oL toc CoST-s¢ aagETar O0&L" 51 Qoo DoEy "5 1 1FLI Rl ]

A e - - — - -

LT FL ]
o 1y=-
LA S A
LA A
TEeE™ 4~

LS

LR R R R L L L L Y I R R T R R TR L R s e I T T T T T T Y T YT I NI IT Y
L) . N
X 1

12
yie=q
759711

oyt

L LA NS

e o — i o f ————— A — — —:..—— o ——— o ———— i w—— o — e —— o ——— &

SLL%0 » INQ 30 IGvArMdT90uL NOESL s = Qdywdwno Ind
ALO9LE"E = (ESA¥Y10vud¥a OTAS 30 OBZated = [HGESIQOWE0Yd BIAYAD LY ] = Ojdim 207KA angisin




26,

TABELA VIII

Resultados experimentais das medidas da radioatividade de uma
mesma amostra para  fins do teste do qui-quadrado

Qui
19854 28274 20112 20075 19967 19859 20227
20062 20027 19912 20013 20193 20320 19950
20371 20104 19940 19869 20039 19809 19B50
20086 19969 19845 270144 19984 1994]1 2Zoz7e
19965 19891 19971 20004 19941 19552 1589!
20132 20237 19981 19772 19892 199833 2017%
19922 20022 20100 19982 2Dlel 20086 2033%
20026

FI1M DA ENTRADA DE DADCS

Na tabela X a palavra ANACROM indica ao sistema
GARLA que os dados a seguir representam o perfil radiocromato
grafico. A palavra AJUSTE corresponde a uma das opgées de pro
cessamento de dados significando que o ajuste deve ser efetua
do a partir das indicacfes pré-estabelecidas do niumero de pi
cos do radiocromatograma € das estimativas dos seus parametros.

A figura 19 mostra o perfil radiccromatografico ex
perimental (pontos marcados com 'X'} e calculado (pontos marca
dos ¢om '+') a partir do usc da combinacgao de tres funcoes gaus

sianas.

Na tabela XI reunem-se inicialmente os dados da
anilise de varizncia para apreciagac da qualidade estaristica
do ajuste. A seguir apresenta-se 05 parametTos estimados no
ajuste com seus respectives erros padrac assintotices. 0 parad
metro 'ALTURA' representa 3 atividade maxima do pico cromato
grafico (no perfil feorem encontrades trés) com posicao central
indicada pelo parametro ‘CENTRC'. O parametro 'STGMA' esta Te

lacionade com a largura do respectivo pico cromatografico.

A fim de complementar as informagdes scbre o per
fil radiocromatografico, o sistema GARLA fornece também & lar

gura a meia altura de cada pico com seu erryo padridc assintoti
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TABELA IX

Andlise do x?. Avaliagdo <as mnagnitudes dos mesiduos e da aleato-

Tiecade cos sels sinais (t).

NUMERD 085 CCNTAGEM CBSERVAODA RESIDU0
1 19854.0000 =1T6. TL0000
Z 20274.0000 243 .2400G00
3 20113.0000 BZ2. 2400000
4 20075.0000 4% .24000060
5 19%&7.G0OAD ~63, 7600000
[ 19859,0000 =17Tl. 760000
7 0227.0000 196.240000
] 200&2.0000 31.2400000
9 200270000 =3.76000000
10 i9912.0000 =~116. 760000
11 20013.0000 =17T1.7000040
12 20193.0000 162 .240000
13 20320. 40CO 289 .250000
14 1995C. 0000 -~ B0. 74600000
15 20371.0000 340.240000
16 20104. COL0 73.24000400
17 19960.0000 - 710.76000G0
i 19869. 0000 —1al .760000
19 200639.4200 H. 24400000
20 1980940000 —221.716G000
21 1985C. 0000 —180.76000Q0
22 20086, 0000 55. 2400000
23 1996%.0900 =&1. 74600000
24 198450000 —185. 760050
25 201444000 113.240000
26 19984, GODG =4 b . THO0000
21 1968410000 =89, 7600000
28 20278.0000 24T . 240000
29 19345, 0000 ~65, 7600000
a0 19891.0000 —139, 7160000
3 19971 .0000 -59,7400000
iz 20004, 0300 =26 7500000
a1 19941.0000 -89, 7600000
34 1295240000 =18.7600000
£ 19831.490C0 -13%.760000
Y. 20132.0800 101 .240000
¥ 20237.00C0 206 . 240001
g 19981, 0000 -49, T600000
3% 19772.0000 =258 .700000
40 198%92. GGCO —-138. 7600G0
41 19283.0000 —4T.Ta0DLCD
L4 2017&. GAGO 145.2¢0000
43 19522.00G0 =108. 760000
44 20022 .0000 —8.76000000
45 20105, 00C0 &9, 2400000
44 19982.0000 —&4B. T&000CD
47 20181.00400 150.240000
48 20086, 0200 5h.2400000
49 - 2033565.0000 205.240000

2002&£. 0200

4. 76000000
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TABELA X

Resultados ¢ entrada de dados para a analise do perfil do radiccromatoprama

da insulina-lzsl, utilizada com tragador.

ARACHCN —» KMCDULLC EO SISTEMA CARLA (LE PROCESSA CACCS DC RADICCRI-
H TOGRAMA

FexTC Faka JUENTIFICACACD LU EN3AILC
@ KACIOCROMATOGRAMA DA INSULLINA =

AJLSTE =->» INJILALAC AL SISTEMA LDE CUE © ARNALLISTA LUEHR FAILER

H C AJLSIE LDUS DADOS SEM PREVIA PESQUISA LwAd CARACTE

t RISTICAS S0x PICUS CHCMATOGRAFILLS FOIS SERLD FURME

H As ESTIMATIVAL RESPECTIVAS

DALCS =» RESLLTALES EM CONTAGENYS FCFE Gel MINUTLFEC MICRCLITROS
H wE LaLA TugU COLETADO

DAL

led To 7 7% Bd 2130l]l 56520 1110014 lallZle L15%45% 8leld L0&LO4
ZTamas Lrluts 1C0asaby leoTaid 111555 TidoHYy 32<9¢&30 LI0LLS Z2EETS
a9y Sled ceftl JeeolE H9503l S241C7 23981593 11327 5473 203

g T 96 £f Be 7% S6 pda dH5

IMTERVALLD LWLE St o NLONTRAM 25 PICCS E O WNUMERD CE FICCH

’

fPRIMCI®AD TLel LLTIFD Tupd MUNMERC CE PILCS nC INTERVALU

3 &
17 3
26 2

: FIM La EnTRALA CE LADJS
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Avaliagao comparativa entre os valores esperimentals e calculados do
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TABELA XI
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Andlise estatistica do ajuste do perfil do radioccromatograma ao
modelc matemdtico constituido pela combinagdc de trés fungles -

gaussianas.
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co, & irea integral de cada pico e & indicagdo do nivel de re
solugdo do sistema cromatografico em definir cada regido do
perfil, parametro esse definido come 'FWHM/CENTRQ' {FWHM & uma
abreviacao inglesa de 'full width half maximum').

A fim de avaliar a percentagem do  radiotragador
contida em cada pico, o sistema GARLA imprime para cada pico a
area percentual correspendente, com o respective erre  padrio

assintotico,

A tabela XII mostra os valores numéricos compara
dos entre ¢ dado experimental (valor ghservade} versus o valor
caleculado a partir do use da combinagde de trés componentes de
fungdes gaussianas, Nesta tabela mostram-se os respettives zre
siduos {valor observado - valor calculads).

Neste topico sae apresentades os diferentes resul
tados obtidos no desenvolvimento convencional de um radicen
saio-tipe, 2 saber: doseamento de insulina imunorreativa, cujo
protocolo experimental & descrito na figura 16.

Objetivando coletar dados que permitam aguilatar
da influéncia da temperatura sobre os diferentes parametros,
realizaram-s5e trés ensaios, iguais no todo, excessap feita da
temperatura de incubsgaoc que foi de 4°C, 20°¢C e STBC.CDHSEqHEE
temente, quando da apresentagao dos Tesultados experimentais
serao oferecidos tres conjuntos, cada qual correspondente a

uma temperatura.

As tabelas XIII, XIV e XV ilustram os resultados
pbtidos em cada um dos radioensaios e constituem a prépria en
trada de dados e informagdes fornecidas ac programa GARLA.

As palavras em destague SeTvem [ara identificar
ao programa GARLA a natureza dos dados subseqlentes,

Propositalmente, subdividiram-se em guatro partes
aquelas tabelas (quadros A, B, C e D) para maior facilidade de
explanagao dos diferentes conjuntos de dados.
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4.3.1. DADJS DA CURVA PADRAO - QUADRO (A)

Nesse quadro, a palavra ‘CURP' indica ao programa
GARLA que os dados e as informagdes abaixo encontradas perten
cem ao module de cdlculos da curva padric (ou dose-resposta).

0s dados experimentais contidos no quadro A  das
tabelas XIII, XIV e X¥ foram obtidos peloe cumprimento das fa
ses experimentais do protocolo experimental da figura 16, colu
na (III}), linhas 8 & 13 e representam respectivamente:

8) concentragoes em unidades pUI/ml dos soros de
refereéncia (de 0 a 200 wUI/ml)

b) radioatividade verificada na fragdo precipita
da (linha 13 do protocole, figura 16)

c) radicatividade total adicionads em cads tubo de
reagao (linha 6 do protocolo, figura 16€).

4.3.2. DADOS DAS AMOSTRAS DOSEADAS - qUADRO (B)

Cada amostra foi enumerada de AMOl a AM43. A fina
lidade da inclusfo dessas amostras, neste trabalho, € o de for
necer maior quantidade de dados ac sistema GARLA para a avalia

ga¢ da precis2o intra-ensaic das dosagens.

Os dados experimentais, aco lado de cada identifi
cagao de amostra, tem a mesma procedencia dagqueles  indicados
em b e ¢ do Item 4,3.1.

4.3.3, DADOS PARA O CALCULO DA ATIVIDADE ESPECIFICA - QUADRD
C

0s dados aqui registrados sao provenientes da co
iuna (figura 16}, 1linhas 3, 5, 6 e 13. Esses dados servem pa
ra o caleule da atividade especifica, segugéﬂ 05 procedimentos
do auto-deslocamento descrito por Merris

0 fator 0,140766 serve para transformar o resulta
do da atividade especifica de cpm/{(ulUI/ml) para a unidade de

Curie/grama.
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TABELA XITI

Resultados experimentais {e entrada de dados para © sistema GARLA)
relativos ap ensaio realizado 3 temperatura de 49C (geladeira)
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Fesultados experimentais (e entrada de dados para o sistema GARLA)

. o
relativos ao ensaio realizado a temperatura de 20°C.
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Resultados experimentails (e entrada de dados para o sistema GARLA)

relativos ao ensalo realizado a temperatura de 37%c.
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4.3.4, ESTIMATIVAS PARA 0S CALCULOS DE K (CONSTANTE DE AFINI-
DADE) E q(CONCENTRACAD DO LIGANTE) - QUADRO D

Devido a aplicagio de método de ajuste nio linear
utilizade nessa fase do programa GARLA, torna-se necessario
fornecer as estimativas iniciais dos valores de K e q.

No decorrer dos cdlculos o module de calculo espe
cifico se encarrega de encaminhar aqueles valores estimadoes,pa
r& valores estatisticamente mais significativos mediante pro

cessns  l1-terativos,

q-q.' . T T

0 programa GARLA calcula inicialmente, a razao
Y = B/T (razdo entre a radioatividade da frag@o complexada e a
radicatividade total) de todos os valores contidos nes guadros
A, B, C e D das tabelas XIII, XIV e XV respectivamente, e 8
segulr calcula a variancia (desvic padrdo ao quadrado} do va
lor de Y (os experimentos foram realizades em duplicata).

Os pontos definidos por Y e pela variancia sao
ajustados a fungao numero 9, Item 2.6. As figuras 20, 21 e 22
mostram esses dados graficamente no tocante aos tres ensaios
vertentes,

As tabelas XVI, XVII e XVIII mostram 8 analise de
varidncia do ajuste para fins de apreciagio da qualidade esta
tistica da regressio efetuada, Nestas tabelas 'S.Q.' represen
ta a soma dos quadrados, 'Q.M.' representa os quadrados médios,
isto &, S.Q. = G.L. (graus de liberdade), 'F' & v estatistico
calculado pelo Q.M. (models) dividide pelo Q.M. (residuo) e
"PROBF' & a probabilidade de F,

Alnda, as tabelas XVI, XVII e XVIII indicam os co
eficientes 'e' e "{' de ajuste [equagdo ?, item 2.6) com o5
seus respectivos desvios padrao, valer de "t' e probabilidade
de 't’, E da pratica dos ensaios de natureza biclogica aceitar
come valores significativos aqueles que geram valores da proba

bilidade de 't' menor ou igual a 0,05.
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Na parte inferior dessas tabelas encontram-se o¢s
valores médios da radioatividade adicionada e as estimativas
do erro de aliquotagem. Como esses experimentos foram realiza
dos simultaneamente e com 05 mesmoS reagentes € equipamentos,
espera-se portanto, que a radicatividade total média e o erro
de aliquotagem, correspondentemente, sejam muito proximes, o
que se constate das tres tabelas.

As tabelas XIX, XX e XXI] mostram para cada obser
vacac o valor medip de Y (Y = B/T), 2 varianciaz observada e
calculada pela equagio 9 e ¢ residuo (variancia observada me
nos variancia calculada). A alternancia de sinais {+ , =) do
residuo quando distribuida aleatoriamente indica boa qualida
de de ajuste zdetado. ‘

As figuras 23, 24 e I5 mostram o perfil de 1impre
cisao das dosagens. Dessas figuras conclui-se que o radicen
saio da insulina por nds experimentado acusa maior precisio na
faixa de concentragao entre aproximadamente 20 a 80 uUI/ml com
erro da ordem de 10% a 15%.

As figuras 2b, 27 e 28 representam respectivamen
te as curvas padrao do radiocensaic da insulina, tragadas na es
cala linear (concentracifc) versus linear (Y = B/T). Nas figu
ras 29, 30 e 31 representam-se as curvas padrac em escala loga
ritmica (concentragde) versus linear (Y = B/T), enquanto as fi
guras 32, 33 & 34 representam 05 tragados das curvas padrio na
escala logaritmica {concentragaoc) versus logito (Y = B/TY.

Os valores calculades das curvas padrap dos trés
ensatos foram indicados pele sinal '+' e tiveram suas origens
na aplicagae da equagio nimero 8, Item 2,5.2,

Os dados experimentais de cada curva padrac foram
submetidos a regressao dos minimos quadrados nac linear & fun
¢do nimero 8, Item 2.8, E praxe do programa GARLA  fornecer a
tabela da analise de variancia para verificagio estatistica da
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TABELA XIX

Avaliagac comparativa entre os valores experimentais da
variancia e calculada pela funcac poténcia var(¥)=e.YE,
Acompanha a analise de aleatoriedade dos residucs.
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TABELA XX

avaliagao comparativa entre os valores experimentais da
varkancia e calculada pela fungao poténcia var (¥)=e.¥E,
Acompanha a andlise de aleatoriedade dos residuos.
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Avaliacdo comparativa entre os valores experimentais da

variincia e calculada pela fungae poténcia var{¥)=e.¥f.

Acompanha a anilise de aleatoriedade dos residuos.

EADTAENSAID DA INSULIMNA § TEMFERATURA® 3T ©

BESULTADDS PARAE O HDDELD :LEGivAALIYY) =

pastrRvACAD HEDIA YIDBS)
[P ] 39,1373}
5. G0d 2R, bATHY?
10.000 2 A0 %54
25, 0040 L5, 11495
5h.00n IB. 82433
100.000 Ly.4Ta70m
200.0a4a D FbSThG
LA L] 26 DARLT
AMD 2 23. 94248
L k) i9.57280
ARO4 32.0R%1E
AMGE I4%. 325493
AR 35.00L04
AMET £9. 10802
AFOE 3r.5118%
ANGS 2T 13743
AM| G LH.TTZ223
AM] | LF I Y
LW Zh. haa] 30
] 33, 9%51%
AW 2%, Be503
LY IR ) 2. BldEE
LA LT
AMLY 2oL EFI52N
LLIE ] 19.CB409
LAY 34 .BB332
AMZD al.b0i 59
AFTIL T, 03a4%
LY Ar.rang
aMz3 1T 02318
AMZ 4 A1.31454
MY iy YN LT
LEES] L9.63%12
LLEFE) 24 LESOD
L) ] 1. 5907%1
ANZY 17.39967
AaNin 18413552
L L1 0. 2F320
An1z 13,5779
a¥i3 1. B9y ig
LM% L2852 9%
AM3IS iT.28233
LLEY-| 1941350
LLEN 2.8l
AMIA [3.5T%4s
AKIS 31518106
AM4Q Fl.1TL%2
AW 13.55035%
[ bE.50000
AMET 1142446
Bin P T Y1) 1
RLX LV.5131D
R1ZE 1}.a740L

VAR DESERvaGa
L.A]4+%Bd
A-HHbag)
S.55752}

QuZ03722210-01)
1. TH0B02
ZathA0TI

D.2%T88d3
T-131024
&L AHETS
iuBldany
A-¥232m

Q. 183983 70-Q1L
LTS RET L)

0,34 985090=01

O, %7 l&&aT3ID-02
J.aThibgl
I+ 9054 5

O.99L534 6

1520108
0. 3243824D~0%

O Ad%2 8yl

B 18 baahLl—02
L.J4E|<H
1.0809LF

QabIBIH2I0-4)
LaB&g122

O. 24 B I90=02

do2452T02p-01
l.Dl30us

D.%0201a40-021
1.7 3%Hu%

&, QTEQEY

Dufes3lald
SubdudT]

Qu LOCLEADD= 0
2.04kT120
2- 62 Fidn
Ta 1509dY

O-d6n%4] TO-0E
1.8C%dl

B, 00TSa s
PR LRI

D.mi9i05pD=0)}
T.84FT3]
1.03Z7 &
9.5000p48
L P ArEY Y}

D letit;00-a1

DeJoFIidh

O 154180 TD-03
2.3ELOsH

Qal3800Hs

CxliCassa

LOGIE) » ERLOGIY)

¥AR CALLIN ifia

T, M TapEd
Q. 350abd s
0L A5L22TT
[PEELY: IR
O. 2928723
Q584763
0. :2BE38T
D A3TAETS
PR 3-1:Ty: 1+
0. 354479 §
O.3bbA%8T
0.3T479348
G FACHD] &0
G.35274F1L
D.drppgga
Q. 35ZHEDE

C Dy dSLGRES

D YuTTOT R
G.12830%2
0. A754 244
O, ISL2952
0. I080TAY
B, 34BT2HE
D.33LD3n%
Oy 25Th&98
Q. 371590537
O 4034472
. 186 T44E]
D 3619304
Qs 2EIWGHT
D.apiied
O, 4175544
O, 3008811
By 326641 1L
0. fwndily
D.2A5AC &
0. 2% aug3d
. 3044273
B 250E4L%
Bl ey
0. 2520585
Oy Zdbt a3
G, 299526l
O 3latina
. Jhael 3l
D.3T33870
A.312 810
a, 25911512
D.Zhal3lZ
D-2alB]52
Gu3da] 500
D.2prannl
D8] Tals

ME5 JOLIO
0, 9l85T A2
L RATTHE
5. 2CR 295
—Da3]1544¢7
FPEL LY kI
Za 08802
D605 8 LG-0L
Q. TR 543
b.GRELYT
FAYEAT L ]
2e FTEABE
—0. 3588955
LT Y Y|
=0. 3177220
£ P TN T
3.1iz227Q48
d.0l94Ta
. 2287470
~0.1Tedb9a%
0. 3733547
Q. iTCeLi20=01
~0.30aF1a2
Oy B5TL 20
O T3 804
~Ged FAb YR
labLipas
G 4O0RYeD
~gh. B4 3T LA
= - N L
=0, 2337033
l1.37n%9E4
AanblaTe
-0, habsER2u-0L
§.4:6230
—D0.2>831EQS
L.a4B827
2.5 20%
Su0BB1ed
-0, Z42FE2T
P Y
D.B5 kLT
laBlZb5Y
0. 2lebl 325
F.9z44605%
[/ 2 FT )
G linEdl
WoERIALE
-0 T4LhT I
B laiudas
—La.22240TL
2.0%L 800
Uy inddT2e
—C.hlebgySen-0]

Fidlad



G 40000
Qe 24000
Oa 32000
G2 3000
On 26060
o.200on
ﬂ.liﬂﬂ?

0. L7000

| O.80000

LY Ll

035530 L4

a1

.70,

ENSAFO JHMIULIN& & L . FAGImL LT

i

oz

az

o2

oz

a2

L L
L L L L]
[ TEL L 1Y
I I
[ ] ' [ =24 LT
- . ks o
= HAFRAFR
- FTILLILL)
LT E ] LTI TETE T
HANEN ERFFAEER A
ETTTTETL IS B

[

-

qi

- —— —r — i ———

JE—— - R -

.0 B.Z00 GF O.s00 02 G.000 &7 880 €2 C.1CD 0} Q120 43 0,140 03 O-44D O3 Q-led 03  0.2O0D

O ot e e o kR S ———— o R e e b R e e A e

q  FICREUNIDADESAL

* =3 FPONTOS EXPENLMENTAIS * —>yalOAES CaLCULADOS.

Figura 23 - Curva do perfil de imprecis3c intraensaio para o

radicensaic incubado & temperatura de .4°C.




040000
:-zn?nn
0. 37000
a2 5000
ﬂ.?iﬂﬂﬂ
0.2a000
014000
g. L2000
o. 30000

0. A DT0R

L4

a2

[+F]

['H

oz

o2

0l

[}

a1

3]

D A5E 0= %

.80,

RADIGERSAIC BA 15ULLMA & TEWFERATURA=ZD € PARIHA 10

»

i
[ LLE]
kb
L2 ]
LI

[ 1 L2
FTIT )
- LLE L L)

(13 1] ]
- ' 1111 r]
L] LA LA L)
- FETRER
- (TT1IT]
L E L L LR L L]
T EI I T ey i)

—

B F e e it o e i [ e e T e e e

L]
[~}

- s m— ——— —— o

0,200 02 0.400 02 Q.460P0 G2 E.IHD €2 Qal6p3 03 D420 B3 0.340 D3 O.580 £3 GO1BD O3 O-700 D2

[{1 PILIEUHIUADEJHEJ

w —7 FOHTOS EXPEAIMENTALS; = —>¥WALOMES CALLULADOS,

Figura 24 - Curva do perfil de imprecisdo intraensaic para o

radicensaic incubado & temperatura de 20°C.



QL0000 62

0.36000 D2

DL AZ000 D2

0.ZE000 02

L-J%000 02

. 2an0h 02

O.1b000 02

Q.+ L2000 az

0. E00G0 &L

0. 40000 D1

Do 35530=14%

% o e aa g —I.-——‘-—.—.—.._—-.-.n‘ o R e B ek e Y o e e e e o e e S ew T -
*
»

.B1.

RADEOENSAID D& INSULIMNL # TEIMPERATURA-IT L PAGLWL LY

ke L1
[TT] AN ARAAAE FEEEE
111 EgprEr ek Egd p A
(LTI ERT PRI IE Ia b bl Rty Ll L

g i e ek e S e s e

* ' . » * ¥ ]
-0 0,200 02 0.400 02 {0.400 DX O.000 04 0.100 ©3 U.320 63 0,140 03 O.ikD 03 0.200 O3  G-Zah O3

[q n::nnunrmnsmt]

= =3 PONTOS ERPERIMENTALS, * —rVALCRES LaALLULADIE,

Figura 25 - Curva do perfil de imprecisdo intraensaio para o

radiocensaic incubado A temperatura de 37°C




.82,

[:::] - ENSAID INSULING & C -

Slubal

*
-

&T.152

-
-

*

Al.bb4

L}

+
-

0T

*

*

1. 604

T 2.204

Fh-T12

0. 224

AEd4
+E
LR L
R
[ZX Y
Ry 4
FTEFT
[RE X1 E2L
Ir T YT I IIRY ]
Py YT Y Y SY T L
[TTTIS T2 SN

L5.Tie

RPN

e R g W P e v T e . m A e M ) ot e o o m a r mm A ——— s g

hTAD

* . - * o — e b m—— ¥

~La VIRV L8 200] B LTLTH:T] 30001 Te.80Ga0 S9.000G 1i9.2000 LI9LADOC  I59.4000 J7S.AC00 FOO.EODD

q FICRCUN]IBARESHL

X =» FONTOS EXFERTMENTALS, * =3V ALORES CaLCULADD S

SORREPOSICAD EE 2 CBSERYACOES

Figura 26 - Curva de dose resposta para o ensaio de insulina
realizado a 4°C. curva tragada em escalas lineares
tanto para Y como para q .



.83,

i

NADIDENSALIDO Od JSULINA F TEMFEAATUS A~ IO L FALIHEL 5

5.9 LE

+*
-

AialhZ
*+X

EL oy L)
EaTe-1 1
0. m23
iT.0%0
21-277

19. 504
e X

W
L2 )
-
LS E 2
XTI R] ]
LI T Y LR
FEARELETRNS

15731

11a%34 -
IETETIT ST ISR Y NS

Adkbab vk ndd bRl

B o e T mm T e —— e T A ik e ower S o e S S S e e S e e b o R m mmomm b o

105

* -_— -

e e e ke e e e e ol i e rra —

—— &
—Ll-999% _ 1R .240] A A00L Ak .ol ] 8, 8000 WRL000d  11%.2000  J39.40400 4 5%5.8000 2 LT9.4000 2000000

q RICACUNEDADEFPL

L =* POWTOL EAPERGREMTA]S: * =2YALORES ChLLULADUS,

SOBREPQSIL40 CE 3 CBSERYACDES

Figura 27 -{urva de dose resposta para o ensaioc de insulina
realizado a 20C. Curva tracada em escalas lineares
tanto para Y como para .



i

el 00

ET. 000

ELYS- 1t

320D

ZT=%00

2%.:00D

Z1.30D

LA.ODD

"14%aT00

El.4DC

.84,

LR L X2 Y ]
LA R T L] )]
+FRdtEEENFT
EX R ND AN )
n

RADTGENSALG D [HALULTHMAA B TESPERATURA=RT L FaGLHY 3
{
L]
-
1
1
1%
iv
»
]
1
| =
1
-
L I
1 -
i
)
- -
i
1 +
1 *
i | S §
L] *
I *
1 -
1 E
] i
- -
1 -
1 -
1 L
1 - 1
- -
1 -
1 L)
1 e
| e
L LR
1 R
1 EEE
1 Ry
i L1212
L] AREEE
1 TR EEE
1 x FEEEEE
|
|
L ]
l-
i
I
I
"

e e e e e e e R e A

st e — = e m s e —— -

=1 9999 ik 2DDI e .sD0L 4@, e001 YH.ADDD HU.ODG0  JLR. IGO0 LIV HGOD  155.6000 1F9.0000 p0C0.O000

q KICRQUN IDARE £ ML

R o=> PONTOS EXFERIMEMNTAIA. * ~FyALONES CALCULADGS.
SOSREFOSICAR DE 1 OASEAVAL D

Figura 28 -~Qirva de dose resposta para ¢ ensaio de insulina

-

realizade & 37°C. Curva tragada em escalas lineares
tante para ¥ como para q.



.85,

E - ENSA]IT FASULINA & C - FAGIRE &

AL D74 * Sedw

e
-u K
[ L]

.79

-
+4
*+
LA

5. %1

Jl.811 "

-

EXE 4

2T.T4D

FEPY T L

19.5a1
F 12

i1%.%ar

*+t R
rat
LE
IR
+HEEE
[T R)

1l.%Z24

ol ek e e e e ke e g e e f o TR mm B Y mm mm er f E ———
-
e

LIS T8

—

- _— e e e ——— e —— —— . i ———

4:9510 T 15850 lﬂ:iiii 153191 fl-9331 il-8le% hha ] 54T LT R L] S0 249 la0.B492e  204.3815

J Q- AtcACUNIDLDE ML ]

K-> FPOMTOL EXPERIMENTALES, # —)VALORES CaLCULADOS,

Figura 2% - Curva de dose resposta para o ensaio de insulina
realizade 3 4°C, Curva tragada em escala linear para
"Y' e logaritmica para 'g'.



. 740

17351

. 044

EF R

2v.03Z

FEEY L

ii.10d

18734

15304

11,872

B kD

L e il Ty e —
Ll
-

.86.

RADIOENSAID DA FSULINA # TEMPEAAJUMA=ZD T FAELIMNA »

LN

fal

Yy Y
L2

*hF
L 2]
-
LT
L L]
L L]

*#+
LL ]
LA
¥

L L)
*+
"t
L2 ]

LE ]
*b
¥
i
e
- X
L2
-
e
LT
L4
LY
LYY

[T T
EEY
T oawbrR
LIEE L]

- o ——— »

A L4 . R A gt g mmumkma == bmmn *
+9530 _ T LA5D LO. 22D L5. 11587 2159331 3]l .Bla% o | SaT BE.T515 A7 L&Y JIal,BT926 IO&.3835%

I q_ HIE.RI'JLIHID&DE!HLJ

E —» FONTOS ERFPERIMENTAI 5+ * —»yALOAES {ALCwWLADOS,

SOBAEPDIICAD DE 3 OBSERVALLES

Figura 3¢ -{brva de dose resposta para © ensaic de insulina
realizado & 20°C. curva tracada em escala linear

para 'Y' e logaritmica para 'g'.



ah, 1&0

I8.01%

25.6610

XL TLT

Zledbb

1900

1T 244

15.080

12-932

10.778

$. 420

B e R e B e B e — B e e d L R A e ——— W A

A —

]

EADICENSAID DA EWSULENMA B TEWPERATUAA=IT

——————— ==

4=¥330 Tail50 tD.427A li:llﬂ] I L LTS Al .Bja% Yo L 5T

q MICADUWIOADES ML

A =» FONTDS EEFPERIMENTAINy * =3VALORES CALCULADDS.

ADBREPDSICAD GF 1| DBSERYACAD

b F233

BT,
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realizado & 37°C. curva tracada em escala linear

para '¥Y' e logaritmica para ‘'g'.
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qualidade do ajuste. As tabelas XXII, XXIII e XXIV mostram os
resultados da analise de variancia dos ajustes dos trés experi
mentos efetuados (ensaios submetides zs temperaturas de incuba
cao de 49C, 209C e 37°C).

0s coeficientes W, 'b, " e 'd" da equacac nimero 8
foram indicados para cada curva padrao sob a denominagao TES
pectiva de "Y(ZERO}', 'SLOPE', 'X(50%)' EINSB: pois - tratam-se
de denominagbes com contetdo mais mnemdnico acs analistas des

sa area.

Nas tabelas XXII, XXIII e XXIV encontram-se para
cada nivel de concentracao o valor medio de cada Y = B/T, 0
respectivo Y calculado pela aplicagdo da equacdc &, item 2.5.2
{a Tazao entre Y calculado e o coeficiente "a"™, g razio per

centual entre o Y cobservado e ¢ coeficiente "a2'" ou Y(ZERQ) e
finalmente o residuo (Y(observado) menes Y(calculadoe)) para
fins de avaliaceo da aleatoriedade do sinal (+ , -).

46, . ) . .

Nas tabelas XXV, XXVI e XXVII encontram-se para
cada amostra doseadsz ¢ valor médio da razio Y = E/T, da con
centragac mais provavel, calculada a partir do isolamentoe  de
X na equagao niimere 8, do intervalo de confianga ac nivel de
P<0,05 e do coeficiente de variacado percentusl provavel para
a amostra, A figura 34a. corresponde a comparacac dos ensaios
nas temperaturas de 4°C, 20°C e 329%,

4.7, e s mETECTAVEL - DD

Na parte inferior das tabelas XXV, XXVI e XXVII ,
encontram-se a estimativa calculadza da dose minima detectavel

para cada uma das temperaturas.

- ] a 125
4.8, ET CIFIC -
As figuras 35, 36 e 37 mostram a relagao linear
entre & radioatividade e respectivas concentragoes da insulina
marcada, determinadas pelo métedo do auto-deslocamento.

f iriv e mE BESAHIGAR ESERGETIONE E MUCLEAMRED i



TABELA XXII
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Analise estatistica do ajuste da curva de dose resposta &

funcao - n¢ 8.

Ensaio referente i 4°C.
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TABELA XXTII

Analise estatistica do ajuste da curva de dose resposta i
funcae n® 8. Ensalec referente & 20%¢,
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TABELA XXITII

anflise estatIstica do ajuste da curva de dose resposta 4

funcdo n¢ 8. Ensalo referente & 37°C.
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Resultados de concentracido das amostras submetidas ao ensaio
realizado a 4°¢.
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Resultados de concentragac das amostras submetidas ac ensaio
realizade & 2°¢C.
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Resultados de concentragac das amostras submetidas aoc ensalo

realizado a 37%.
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insulina realizados nas tres diferentes temperatura.




.99,

IHICHUUHID#DEJ"HLI .. ENSATD IN5SMI Ihd & L

Z0T. %45

105504

R12

ia3. 487

JO00Y epry T T TR

14I.008
L
L 133
L X ]
L19-%29 L322
LTS )
1 1 e
L. R EE
1 [ XT3
H8.050 o o rer
Ly =] LT
IM E LR L]
Im Pre
Iﬂ iy
Ta-1T1 =g + . e
| b
I Euen
Iﬂ e
| fag] ET Y]
Sa. 192 # [ LY
m B ke
10 Ty
1M P
'-1-| + LTy
AT %13 = e
= i
| Fy L]
[ [Ty}
1 R
19, 534 = LL L]
1 +EE
LT
B
i
=L 345 »
+ » - e mme—— ——— ' - B e
0700 05 Q.42u 0% Q.830 O0F Q050 OF Q. L19 06 0,030 00 Q.450 Q¢ G170 Q4 0,190 L4 Q.10 Oa 0. 240 e

COMNTALENS

E -} PONTOS EAPERIMENTAIS. ® =3WALGRES CALLUIL ADDSy

SOBRREFOSICAD DE ? ORSERVACOES

Figura 35 - Rela¢d3o linear entre a atividade contida nos tubos
utilizados para o calculo da atividade especifica
(RD3, RO e R12) e as respectivas concentragoes 1i
das na curva de dose resposta. Temperatura 4%,



JA00.

Iﬂlcﬂﬂuﬂlnlﬂffﬁij RADIQEMSAID [d TSULINA @ TEMPERATURA=IO0 . FAGLMA 33

28050

hal.320

R12 -+

124700

RO&

$1.330

-

LAl
L L

T4.5%00

Pt b i T e T o s T mm e e S o

Utilizado no ensaio (-20000 cpm)

3Ten70

A0 80

28010

LR 2]
+EE i
¥

+
Ll
L}
[ ]

-
wFg

T- 104

T e —
+
.
-
RO3 =+

=%.b50

- —— o=

B - —— - —

- + + + +
G200 0% 0420 4% Q.440 03 O.840 05 0.310 08 ©.130 Os QL1500 D& 0.170 0& Q.200 48 0.220 06 O.Is0 db

CONTAGENS

1 -7 PONTDS EXPERTHENTAIS, & =3VALORLE CALCULADDS,

SDBREFOSICAT DE 1 OBSERWALAD

Figura 36 - Relagdc linear entre a atividade contlda nos tubos
utilizadeos para o czlculo da atividade especifica
{(RD3, RO6 e Rl2) e as respectivas concehtraqﬁes li

das na curva de dose resposta. Temperatura 20%¢.



.101,

|I|:[HI:I.I'HJE.‘I|DE.|'H.L| ARDLOEMEATT DA IHSULTWKA F TEMFERATUAA®IT L PRGNk LA

bavd. 200

130800

Rl2 =+ =

L%« 400 il

L L

100 D06

LD e ]

- — e e W T P o mw f or m ag  a

20000 cpm)

_duL100

afc (-
e

e€nsa
-
-

%3800

ng
-
*
-

8400

20000

DE117zad5"

E
-
-
L]

200

- = A ——
-
*

=T-800 =
e e i * * ——— i —

D200 0% O.4lb B Q520 0% O.A3D 0% O.100 Ok O.130 Do C.1530 04 02170 04 0-190 G& O.200 04 0.230 08

CONTAGENS

E -2 POHTOS EXPERITHENTAIS: * —DWALORES CALCULADOS,

Figura 37 - Relagao linear entre a atividade contida nos tubos
utilizados para o calculo da atividade especifica
{RC3, RO6 e R12) e as respectivas concentragdes 1i
das n& curva de dose resposta. Temperatura 37%.



.102.

As tabelas XXVIII, XXIX e XXX contem as analises
de variincia dos ajustes lineares efetuados. Nestas tabelas,
tanto o valor de F como os da probabilidade de F sugerem gue
a qualidade dos ajustes lineares foram adequados.

Abaixo do guadro da andlise de varifncia encon
tram-se as estimativas da concentragaoc da insulina-lZSI utili
zada como tracador nos tres experimentos e a atividade especi
fica acompanhzados dos respectivos desvios-padrio (incerteza na
estimativa do parimetro), do valor de 't' e da  probabilidade
de "t7.

Como nos trés experimentos utilizou-se o mesmo ra
diotragador, esperava-se gue o5 valares pareados de [P*F (con
centragao da insulina-lzsl} e da atividade especifica tivessem
praticamente o mesme valor.

4.9.1. CARACTERIZACAD DA HETEROGENEIDADE DO LIGANTE Q

0 comportamento nao linear das curvas das figuras
38, 39 e 40 sugere gque o antisero utilizado nesses experimen
tos-deve conter mais de um tipo de sitio de ligagzo. Adotou-se
o medelo contendo um componente Q especifico e saturavel e ou
trz populacdc inespecifica e insaturavel,

Submetendo-se os dados experimentails (B, B/F),
oriundos da curva padrac, &o referido modelo (vide quadro 1,
das tabelas XIII, XIV e XV} mediante ¢ fornecimento das estima
tivas das  respectivas constantes, obtiveram-se os resulta
dos constantes das tabelas XXXI, XXXII e XXX¥IIT. Dos  quadros
da andlise de variiincia dessas tabelas infere-se que ¢ modelo
adotado € satisfatorio pois 2 soma dos guadrados referente ao
residuo, mostrou ser diminuto frente & soma dos quadrados rela
tives ao modelo ou ao do total (nae corrigido).

4.9.2, DETERMINACA(® DAS CONSTANTES Kl' q,_¢ KZEZ-

Kas tabelas XXXI, XXXIT e XXXIII registram-se oS
valores de K, q; e do produto K,q, com  &s res
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rizo calculado a partir dos valores de X

valor experimental extraido dos resultados da curva
de dose ®msposta, tabela XIX (MEDIA Y({OBS)).
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pectivas incertezas definidos pelos erros padrac assinté
ticos,

A seguir registram-se os valores experimentais da
razdg B/F, seus valores calculados teoricamente e 05 respecti

vos residuos.

4.9.3. CURVA DE DOSE-RESPOSTA TEURICA ESTIMADA A PARTIR DE K
ﬂl';E' Kzgz' PARA TESTE DE CONSISTENCIA

1+

As figuras 41, 42 e 43 mostram as curvas padrao
para os trés ensalos, calculadas por expressao teorica  (vide
rodapé, item 2.4) contendo as constantes de ajustes Ki, 4,
quz. Em todas as trés figuras observa-se adequado ajuste en
tTe o5 pontos experimentais ('X' ou '*') e os calculados('+'),

Complementando essas observagdes, verifica-se es
treita semelhanga entre os resultades contides nas figuras 26,
27 e 28, tefercande pertanto a provavel exatiddo dos resulta
dos das constantes K e g obtidas,.

4.9.4, TRACADO GRAFICO DA CURVA DE SCATCHARD - B VERSUS B/F

As figuras 38, 39 e 40 mostram as curvas de Sca
tchard ('Scatchard plot') referentes aos tres experimentos do
radicimunoensaio da insulina. Estas figuras tém a  finalidade
de auxiliar na escolha do modelo analitico 2 adeotar e indicam
o grau de heterogeneidade do ligante Q.

Nestas figuras comparam-se of pontos experimen
tais ['X') e calculados tecricamente {'+') com ¢ obhjetive de
testar a consisténcia do modelo adequado 2z semelhanga do  que
se fez no Item 4.9.3,

ANTI-INSULINA

A tabela XXXIV mostra & entrada de dados para o
programa GARLA. A palavra em destague 'TERM' indica go progra
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ne 26,
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TABELA XAXIV

Entrada de dados para os calculos da analise termodinamica

TERM

TEXTO PARA IDENTIFICACAD
* ANALISE TERMODIMNAMICA *

TEK - TEMPERATURA( C) E K(LITROS/MOL)
4 86.0D+9
20 8d,0D+9
37 29.,8D+9

FIM DA ENTRADA DE DADOS
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ma que os dados a seguir pertencem aoc modulo de ciZlcule especi
fico para calcular os parametros termodinamicos.

A palavra 'T&K' indica ao programa que os  valo
res a seguir correspondem respectivamente aos pares: temperatu
ta de incubagao e constante K, .

0s valores de KI contidos na tabela XXXIV 530
aqueles registrades nas tabelas XXXI, XXXII e XXXIII.

4,10.1. TRACADO GRAFICO DA RELACAC T ' (°X) VERSUS R.log X

A figura 44 mostra trés pontos ('X') corresponden
tes aps pares: temperaturanl VETSUs I,QSlogeKl‘ " Submetendo-se
os trés referidos pontos aoc ajuste pelo método dos minimes qua
drados obteve-se a reta tracada com ¢ simbolo '+',

Nz tabela XXXV encontra-se a anialise de variancia
do ajuste linear e os valores calculados da entropia e  ental
pia da reagao, com seus respectivos desvios-padrao e probabili
dade de 't' para a avaliagio da consisteéncia do ajuste.

4,.10.2. REPERCUSSAQC DA TEMPERATURA DE INCUBACAO SOBRE O TRACA-
DO DA CURVA PADRAD

As figuras 45 e 46 mostram curvas padrdo  tedri
cas, calculadas a partir da variagaoc de K em fungdo da tempera
tura, Na figura 45 as curvas sao projetadas em escala linear
(concentracgdo) versus linear (Y = B/T)}, enquanto na figura 46
projetam-se as curvas em escala logaritmica (concentracio) ver
sus linear (Y = B/T}. Nas figuras 45 e 46 as curvas  tracgadas
com 0 sinal 'E’, representam a curva do ensaio experimental res
lizado 3 temperatura de 4°C.

4,11, ESTUDD DA REPRODUTIBILIDADE. DE PARAMETROS DO RADIOENSAIQ
DA INSULINA
Objetivando verificar a2 viabilidade pratica do

pregrama GARLA para o contrele de qualidade inter-ensaiec,regall
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Figura 45 - Curvas de dose resposta tedricas utilizando-se do
protocoelo definido na figura n? 16, varlando-se a
temperatura de incubagao.

1 ~ Incubagio 3 0°C
2 - Incubagao & 10°C
3 ~ Incubagao a 15°C
4 - Incubagaoc a 209C
5 -~ Incubagaoc a 259C
€ ~ Incubagac & 30°C
7 - Incubagac & 359C
8 - Incubagac & 40°C
E ~ Incubagaoc & 4°C (a mesma do ensaio)
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Figura 46 - Curvas de dose respostas tedricas utilizando-se do

protocole definido na figura l6, variando-se a tem-

peratura de incubkagao,

M oo - on 1 os o B

Incubagac
Incubagao
Incubagio
Incubagaoc
Incubagac
Incubacao
Incubagdo
Incubagao

Incubagao

Br Qe fUr Qor fue (M U fue

[+F}

0°c
l1o%c
1590
209C
250C
goc
350C
40°C

4°C {z mesma do ensaio)}




122,

zaram-s5e numerosas dosagens, ao conjunto das quais aplicou-se
o sistema computacional no que respeita aos diferentes parame

trTos.

As figuras 47, 48, 49, 50 e 51 caracterizam as
dispersdes inter-ensaio peculiares aos diferentes parametros se

lecionados,

Todes esses ensaios foram realizados a temperatu
ra de 4°E, pois estz temperatura de incubagao resultou ser a

mais mdequada (vide figuras 45 e 46).

4,12, DISTRIRUICAQ DO TEMPO GASTO PARA PROCESSAR 0S DADOS NUME-
R1COS “

A tabela XXXV mostra uma estimativa do tempo gas
to pela Unidade Central de Processamento {(CPU) do computadgr
utilizado para as diversas fases de calculos e ¢ Tespectivo
tempeo estimado para digitar os dados numéricos experimentais.
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fazendo uso dos valores médios encontrados na tabela
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5.  DISCUSSAD E  CONCLUSOES

5.1, A UTILIDADE Do PROGRAMA GARLA

A metodelogia dos ensaios radioligantes & multidis
ciplinar e pertanto nela encontram-se profissicnais de diferen
tes matizes de formagdes como bioquimicos, bidlogos, médicos,
fisicos e engenheiros. E por essa cooperacde profissional que
se justifica o avango Tenovador que essa metodologia tem alcan
¢ado, seja no campo dus r&agentes da instrumentagao e da ané

FriB 43 B
lise de dadns[ .

Na andlise da qualidade ou desempenhe dos radioen
saios observa-se a existéncia de dois dominios de avaliagao(fi
gura 52); a saber: o dominio subjetivo ou intuitivo e o  domi
nioc objetive ou paramétrice. Esses dois dominios tentam refle
tir o mesmo universo, ou seja, a validade, qualidade ou desem
penho de ensaio. S3c formas "espelhadas' de avaliacio.

0 dominic subjetive & rico conceituazlmente, difu
3¢ e alicergado em todo o conhecimento de guem o expressa. Um
ensaio que nao satisfaga os ideais do plano subjetive ndo - tem
utilidade. Malgrado a ponderabilidade do planc de avalizgao
subjetivo ele pouco pode contribuir para dar a solugio aos
eventuais problemas gue surjam no radicensaio.

A analise da qualidade do radioensaiec segundo =z
'Otica’ do planc paramétrico & discreta, muito densa em crit@
Ties e parimetros. Exige do radicanalista muita parciménia na
apreciagac dos valores fornecidos. Dele se pode obter Yespos
tas a5 indapagdes técnicas que surjam e fornece ao analista
informacoes especificas que podem conduzir 3 melhora ou a cor
regao de 'defeitos' do radicensaio.

0 analista para alcangar sucesso, maturidade e
consistencia em suas avaliagdes devera procurar conciliar 05

dois deminios.

0 enorme volume de calculos e grafices, praprios
do dominio parametrice, constitui na principal barrteira aos
analistas, em particular daqueles de formacac da area biomedi
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ca. A tItule de exemplo, a tentativa de recalcular todas as in
formagdes numéricas contidas desde a tabela VI a XXXIV do capi
tulo de resultados, sem o guxilio de calculadoras, provavelmen
te se demandaria algumas dezenas de dias. Apds esse tempo a
propagagac de erros certamente comprometeria os resultados fi

nais.
" (hﬂ)
Por razdes semelhantes Norby e col.

ram que aproximadamente 2/3 dos resultados da analise de Scat
chard referidas na literatura pertinente foram calculadas er

descreve

roneamente’

A tecnologia dos computadores estd entre as que
mais evoluiram ne sociedade moderna, Iste se deve & elevada ca
pacidade de compactagac slcangada nos circuitos eletrﬁnicosdpg
sibilitande & construgdo de computadores altamente eficientesa
custos cada vez mais acessiveis, Os computadores atuais 530
capazes de executar os calcules aqui referidos em apenas algu
nas dezenas de segundos ou alpguns minutos,

Mesmo tendo a dispesigac um computader adequado,
0 analista precisa de programas que sao constituides de uma se
qUéncia 16gica de instrugdes ("software"”). Depara-se na litera
tura com inimeras fnrmulagﬁes, algumas vézes oferecidas na for
ma de pacotes S que tem a capacidade de avaliar um
ou cutro aspecto do radioensaio, geralmente voltades a analise
da curva padrdo. Cada um desses 'pacotes’ possui seqllencias
proprias para a entrada dos dadoes, nac havendo necessariamente,

compatibilidade entre eles.

A tendencia de unificagdc parece constituir evolu
gao natural de programas ocutros, do porte dos empregados em ra
dioensaios. A exemplo, no campo da estatistica, diversos tes
tes e calculos de parametTos encontram-se reunidos em codigos
computacionals especifices como no sistema SAS {"Statistical
Analysis System”][zizf], sistema MINITEB{EEJ. Do mesmo modo
na anilise cinfética multicampartimental o sistema SAAM & exem
plo significativo. Esses exemplos correspondem & uma ,pequena

)

amostragem da disponibilidade da programateca do IPEN{ .

0 “software" pode assumir diversas formas. Algu
mas encerram um conjunto de informagoes que permitem ao usua
rio a absorgdo da técnica ou tecnologia, outros ('software' em

r rEA e —

INBETITUTS DE PESQUIMABRE L ics Too43 E HUCLEARLETF

(T
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cédigo objete) possibilitam seu usoc, mas vedam o acessoc a4 tec

4038 -

nolopia empregada na concepgac do mesmﬂ{ }.
Grande parte desses sistemas ou ''pacotes” foram
desenvolvidos no exterior, sac onerosos e quase sempre forneci
dos em cédigo objeto (Cﬂdifiﬁagég de maquina) o que os tornam

- I
verdadelras ''caixas pretas”( .

Dentro deste espirito julgou-se oportune formular
o sistema GARLA, o qual & par de constitulr um todo seqgflencial,
garante a seus usudrios a possibilidade de utiliza-lo, adaptan
do-o a diferentes linguagens e sistemas de computagao, bem co
moe de expandi-lo, alcangando assim posicdo de vanguarda.

A validade da formulagdo do programa GARLA s0 se
Ta alcangada se ele se constituir num instrumento que permita
aos radioanalistas, principalmente aos da area biemédica, aden
trarem no dominio das avaliagGes paramétricas da figura 52. O
atendimento a este objetivo deveri satisfazer o compromissc s

to-beneficio.

A tabela XXXV mostra o tempo gasto pela CPU {Uni
dade Central de Processamento) e da digitagao para ProCessar os
dados de cada tarefa do sistema GARLA.

A entrada dos dados foi projetada com o0 gbjetivo
de ser a mais simples possivel. As tabelas VI, X, XIII e
XXXIV, as quais correspondem z entrada de dados, caracterizam
a simplicidade da introdugdoc dos dados. Cada conjunto de dados
numéricos vem precedidos de uma palavra chave, simples, mnemo
nica e de facil assimilagao por parte dos usuirios.

59, RUER

Trata-se de teste simples e economico, gque guando
satisfeito garante & gualidade das medidas da radicatividade
dos ensalos subseqlientes,

A probabilidade do X% referente i medida da conta
gem de funde acusou valor de 0,735 enquanto para a amostra de
nivel de 20,000 contagens por minuts acusot yvalor de 0,616, am
bos valores situados dentro do intervalo de aceitagdo estatls
ticz (0,05°; Q,95),
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A distribuigao de tempe total dispendide nessa pro
va fol da ordem de B minutos e evidentemente nao comprometeu a
exequilibilidade da mesma.

4

5.5, ANALISE DO PERFIL CROMATOGRAFICO DO SUBSTRATO MARCADO

0 perfil radiccromatografico mostrado na figura

t
- - X (5?3 -
19 e comparavel cem aguele obtide por Souza sugerindo que
a insuling marcada utilizada em nossos ensaios se  encontrava
em condigoes adequadas.

- . - . . 125 -
A-area do pico correspondente a insulina- I in

dene fei de 63% (tabela XI)} A estimativa do rendimento de mar
cagac foi de 69%, dos quais 63% correspondem a percentagem efeg

tivamente utilizZavel.

Na celuna de rtesultades denominada "AREA® da ta
bela XI o valor numérico indicade representa a integral de
area do perfil radiocromatogrifico. Admitindo-se que a eficien
cia de contagem do equipamento seja de 80%, entao z radioatl
vidade total contida no perfil do radiocromatograma & de-1mCi.
Segundo o protocolo experimental do processo de radiomarcagas
(pagina 45) utilizaram-se cince microgramas de insulina porci
na, desta provavelmente 94% encontram-sé no ﬁicn da insulina
indene, istp &, 4,7 microgramas, Esses dados permitem estimar
que a atividade especifica da insulina-lzal e da ordem de 134

uCi/ug.

T : . oL .

0 perfil de imprecisi@o do radioensain de insulina,
aqui usado como modelo, levou em conta ¢ comportamento da cur
va da variancia de Y = B/T e da curva de dose-resposta.

A qualidade do ajuste dos pontos experimenteais da
variancia (Y) versus Y mostrada nas figuras 20, 21 e 22 nao se
mostrou estatisticamente satisfatdria, 13'.r::ut:1l:rarni'fSEJ
modelo adotade (equagao n® 9, item 2.9) € adequadc, entretan

supce que ©

to, o numerc de pontos ensaiades € quase sempre preciric o que
explica a m& qualidade do ajuste,
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0s valores médios resultantes da execugdo de 35
radicensaios dos parametros ‘e’ e 'f' foram respectivamente:

+

e= 0,92 - 0,95 e £f=1,7

+

1.4

0 velor de £ = 1,7, sendo malor que a unidade su
gere que putras ceusas de errc além daquela da flutuagdoes
tatistica das medidas da radiocatividade influenciam na impreci
sdo das medidas Y = B/T.

0 perfil de imprecisao mais provivel para o radio
ensaio da insulinaz é mostrade na figura 51.

Como se observa dessa figura as determinagoes de
concentracio no intervalo de 25uUT/ml a 200pUT/ml sdc afetadas
por erro de aproximadamente 8% a 13%, quando a amostra @& dosa
da no mesmo ensaio (precisio intra-emsaio) e erro de aproxima
damente 36% a 16% quando dosadas em ensaios diferentes (preci
sio0 inter-ensszio).

Na figura 47 dispos-se graficamente o coeficiente
de variagie obtido em cada ensaio, para os niveis de concentra
¢ao de 10uUI/ml, S50pUI/ml e 100uUI/ml. Os valores médios des
sa medida foram respectivamente; 20,6% p 2.4%, B,0% : 3,6% &
10,7% : 12,4%. Esses valores sdc muito proximos dsqueles que
se podem extrair da curva média do perfil de imprecisZo mostra
da na figura 51. Essa concordancia corrobora a validade da uti
lizagao da curva da figura 51, tracada teoricamente a  partir
da associacao dos parametros e, { da curva de variancia de Y
(equagde 9, Item 2.6) e parametros a.b, ¢ e d da curva padrao

(equagac 8, item 2.5.2).

A reprodutibilidade inter-ensaic foi estimada do
sando-se reiteradas vezes trés amostras cujos resultados sio
mostrados na figura 50. A primeira amostra identificads como
"ALTA'" apresentou concentragio com valor médio de 97 I 12 U1/ml
g portanto coeficiente de variagzo de 16%. A segunda amostra
OMEDIA" resultou 59 - 13001 /ml, CV = 22% e a terceira amostra
"BAT¥A'" acusou 2.7 hd 1,8 CV = B2%. Na figura 51 langaram-se es
se5 tesultados ¢ por meio de interpolacip tragou-se a curva re
presentativa do perfil de imprecisio inter-emnsaio. Come se po
de inferir das duas curvas contidas na figura 51, a imprecisao
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inter-ensaio & maior do que a imprecisao intra-ensaioc 0 que ja

- 35
era esperado conforme observagoes de Rodbard (°°) e peor seme
. 67
lhancas com o5 resultades dos experimentos de Schawars ( '),

Shishiba e col. (%),

5.5,. TRACADOS DA CURVA DE DOSE-RESPOSTA (CURVA PADRAOD)

0 modelo matemitico definido pela equagdo n® 8 i
tem 2.5.2 mostrou-se adequado ao ajuste de regressac de todas
a5 curvas dos ensaios efetuades.

As fipuras de n® 27 a 34 mostram a qualidade gfé
fica do ajuste mgdiante a comparagao entre o5 pontos calcula -
dos ("+") e experimentais [("X" ou ™ * ).

As analises de varifincias dos ajustes de regres-
sdc mostradas nas tabelas XXII, XXIII e XXIV ¢confirmam & ade -
quacidade do modelo matematice pois os componentes do "RESIDUO"
na eoluna da '"SOMA DOS QUADRADOS™ e ™QUADRADOS MEPIOS™ dagque
las tabelas mostram-se diminutos frente & contribuigio do "MO-
DELO™ e do "TOTAL NAC CORRIGIDO . Ainda, 0s erros padric as-
sintdticos de cada parametros (Y(ZERD), SLOPE, X({50% NSB) fo

ram aceitaveis.
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5.6, REsy J - oas

Nas tabelas XXV, XXVI e XXVIY encontram-se o5 7Ig
sultados da concentracac de 46 amostras doseadas (43 amestras
séricas verdadeiras + 3 especialmente preparadas com insulina
radicativa) nos tres ensaios (temperatura de 40C, 209¢C e STOC},
indicando-se os respectivos intervalos de confianga ao nivel de

P=0,05 e o coeficiente percentual de variagao,

: A comparagdo entre esses resultados pode ser me
lhor avaliada por meio da figura 34-A. Como se observa dessa
figura os resultades do ensaio com incubagdo a 4°c e 2 20°¢
apresentam adequada correlagac pois a maioria de seus pontos
encontram-se espalhados em torno da reta bissetri:z (Relagao

ideal 4 & 20°C),

A comparagic entre os resultados provenientes da
incubagdo a 4°C ¢ & 37°C j& nio mostra a qualidade de correla
¢ao do caso anterior. Na figura 34-A ¢s pontos expeTrimentais
referentes a8 comparagao dos resultades entre 49 e 37°C acusam
maior dispersac em torno da retaz bissetriz (4 § STUE) e suge
rem que na faixa de concentracac 'baixa' o ensaio incubado 1
379¢ parece superestimar os valores, enquanto para as COncen
tragbes consideradas 'altas' os resultados & 37°C  parecem su
bestimar o5 valores. Finalmente, a comparagao dos resultados
dos ensaios incubados & 20°C e 37°C mostram resultados muito
semelhantes daqueles considerados para 5°C e STGC, embora com
menor evidéncia das consideragbes de 'superestimagdo' dos valo

TES .,

Nos tracades da curva padric do ensaio efetuade 3
37°%C figuras 28, 31 e 34 observa-se gue os pontos experimen
tais identificados com 'X' encontram-se razoavelmente disper
sos, isto €, nao tao aderentes como aqueles dos ensaios Teali
zados & 20°C e a 47C, Esse fato, provavelmente, & o reSpcnsg
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vel pelas rTelativa discrepancia dos resultados acimz conside
rados.

5.7. ESTIMATIVA DA DOSE MiNIMA DEYECTAVEL - DMD

As estimativas da DMD para os tres ensaios foram:
5,4uU/m1(4°C), 4,7p0/m120°C) e 1,3uU/m1(37°C), conforme tabe
las XXV, XIVI e XXVII.

Para o ensaio realizado com 2 temperatura de incu
bagaoc de 4°C a melhor estimativa da DMD € de 9,0 : 4 ,3ul0T/ml ,
conforme controle da figura 47, O intervale de confianca da
DMD ao nivel de P = 0,05 & portanto de 0,4uyUI/ml a 17,6uUI/ml.
A amplitude desse intervalo desestimula gualquer proposite de
mostrar que © ensaio realizado 3 37°C conduza a melhores valo
res da DMD. Mais prudentemente pode-se indicar que o nivel da
DMD mais provavel seja da ordem de 9uUI/ml e que eventual in
fluéncia da temperatura de incubagfo deverd ser esclarecida
com a repetigdao sistemdtica do radioensaio em temperaturas ou
tras além de 4°¢C,

Cerls.se Varios fatores contribuem na formagzo da
pMp ¢ dentre os quais a flutuagdo da medida da radioati
vidade e 0s erros de mliquotagens. Em nossos experimentos o er
ro de pipetagem foi da ordem de 1.9 z 0,5%, conforme resultadeo
indicade na {figura 49, Rodbardiﬁﬁ} estima Que €558 €TTO sejade

aproximadamente 1%.

A constatagdc de nivel de errc, praticamente o do
bro do esperado, podera ter duas explicagoes: I)negligéncia ou
inadeguacidade do repipetador utilizade e II) variacioc da es
pessura dos tubos de ensaico (material de vidro) utilizados.

Julgamos que a segunda causa tenha maior procedén
. =

(*")

cao de frasces de vidro possuindo exatamente a mesma espessu

cia de acordo com observagcoes de Husak e col. , Dois a sele
ra € economicamente invidvel., A utilizacfo de tubos de plasti
¢cos, embors mais aconselhavel, nfo pode ser ensaiada por falta

de disponibilidade.
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5.8, DETERMINACAQ DA ATIVIDADE ESPECIFICA DA INSULINA-"""J

Nas tabelas XXVIII, XXIX e XXX encontram-se os va
lores da atividade especifica calculados pelo método do auto-
-deslocamento para ¢s tTés ensaios realizados 2 dﬂﬂ, 20°C e -a.
379C, a saber: 217 = 9Ci/g, 239 T 12Ci/g e 248 T 14Ci/g,  res
pectivamente.

A atividade especifica média daqueles trés valo
res & de 235 I 16Ci/g. A imprecisdc inter-ensaic nessa deter
minagao foi da ordem de 174, Por outrc lado, a imprecisdo intra
-ensaio média & da ordem de 5%, estimada pela média aritmética

dos trés desvios, 9, 12 e 14, indicados acima.

De acordo com a imprecisao inter-ensaio estima-se
que ¢ intervale de confianga ao nivel de P = 0,05, com dois
graus de liberdade & de 164Ci/fg & 302Ci/g.

Na figura 47 encontram-se¢ resultadeos da atividade
especifica de sete radiomarcagfes. O valor médio daqueles TEe
sultados foi de 196 = 33Ci/g.

Pela combinacac da variancia (desvio padrao ao
quadrade) da estimativa intra-ensain* com a variancia imter-en
saic das sete determinagdes conclui-se que os fatores  aleato
rios que contribuem com a dispersdc dos resultados da ativida
de especifica entre as diferentes radiomarcacdes € da ordem de
18,9%, isto e, seguindo-se o protocolo de yadiomarcagdo  aqui
utilizade espera-se que a atividade especifica tenha coeficien
te de variacac da ordem de 18,9% ou desvio padrgo de 37Ci/g .
Nessas condigdes o intervalo de confianca ac nivel! de P = 0,05
é de 122Ci/g a 270Ci/g. De fato todos os sete resultades da fi

gura 47 se incluem nesse intervalo.

Sepundo o protocolo utilizado na radiomarcacio a
atividade especifica tedrica pode ser estimada aproximadamen
te como sendo 134Ci/pg. A diferenga entre este valar e aquele
enceontrado pele processe do auvtodeslocamento (233Ci/p) se deve
provavelmente a8 propagag@o de erros experimentais preponderan-

* P - L] - - = r
Dispersao intra-marcagao Jlﬁz N 332 - 37Ci/p.
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temente lipada a aliquotagem da massa das insulina e da ativida
de posta a reagir.

Ne estimativa tebrica adota-se como premissa de
que o hormdnio marcado e o nEc marcede estejam semelhantemente
distribuidos no perfil radiocromateografico. Pode-se esperar
que fragao do hormenio ns forma polimerizada ndc tenha o mesmo
rendimente de incorporagse do iodo radicativo e aguela se en
contraria no substrato identificado como 'danificade® no  per
£fil radiccromatografico ¢ esse efeito nao € considerado no cal

&

culo da estimative da atividade de especifica tedrica .

Por outro lado, no cilculo da atividade especifi-
ca, segundo os procedimentos de auto-deslocamento, adota-se a
premissa de que a constante de afinidade do horménio marcado
(K*) e do hormdénic nao marcado (K¢J sejam iguais, isto e, K
k%, Ccaso esta igualdade nao se verifique, entic o método do
auto-deslocamento podera superestimar o valor da atividade es
pecifica.

0 método do auto-deslocamento tem side alvo de
]
consideragao por diversos autores( ) e particularmente em nos

2]‘

5 §
50 meic por Bartolini e_cnlE ) & Mesquita e col. !

Em nossos experimentos as constantes de afinida
des Kl para os treés experimentos realizados [4°C, 29°%c e 3?00]
dcusaram respectivamente;

(86,0%17,9)x10 11 tros/mol, (84,6221, 11 x10° 1itros/mol e (29,8516,3)x20%1i tros/mol)

conforme tesultados tegistrados nas tabelas XXXI, XXXIT e
YXXXIIL.

Esses valores sugerem que a imprecisao intra-en
saio fol da ordem de 30% quando estimadas nas condigoes estabe
lecidas pelo protocolo da figura 16. Multo provavelmente esse
nivel de imprecisac poderis ser teduzido se fossem especialmen



te intercalades maior nimero de pontos experimentais mna curva
padrao pois dessa maneira aumentar-se-ia o nimero de graus de
liberdade do ajuste e consegllente repercussic nos Processos
estatisticos utilizades,

Na figura 49 encontram-se 05 resultados de Kl P2
ra a analise da dispersdo inter-ensaio (temperatura de 4DE),OE
tidos em radicensaios realizados em dias diferentes e eventual
mente com Teagentes repreparados. Nesse estudo ¢ valor medio
de K1 foi de (85 I 13]11()g litros/mol. Desses achados pode-se
concluir que o grau de imprecisdo na determinacio dz constante
de afinidade & da ordem de 15% a 30%.

0 valor médio de K, aqui encontrado & comparivel
com aquele relatado na tabela III oriundo de  Morgan e La
?HS £
)

zarow para a ?emperatura de 5°C, e também dentro das espec
. =
tativas de Ekins .

Aplicando-se as expressoes de Ekinsclh'lﬁ} no cil
cule das concentragoes ideiais de "p " e 'q" conclui-se que
a concentragac da insulina tracadora seria de p' = 4/K =
47 x lﬂhlzmolflitro ou 11,3p0I/ml, A concentragie molar do an

tisore deveria ser da ordem de q = I/K = 35 x lﬂ_lzmolflitrﬂ.

Nas tabelas XXXI, XXXII e XXXIII encontram-se as
concentragoes do antisoro {gq) utilizado nos trés experimentos:
(25,0 ¥ 2,03x 10 1%mo1/24tr0. (19,6 T 1,4)x 10717
(24,7 £ 9,2)x 10712
lﬂ_lzmolflitro. A média do errc daqueles Tesultados sugere que
a imprecisao intra-ensaic nessa determinacao seja da ordem de

3,2 x 107 %001/1itr0 ou 18%.

mel/litro e
mol/litro, cujo valor medic € de 23,1 x

Na figura 49 o valor médic na determinagao intra-
_ensaio foi de (26,2 * 6,1)x 10712
precisao inter-ensalo e da ordem de 20%, portante eguiparavel

mol/litro indicendo que a in

com ¢ erYp intra-ensaio,

Por comparagido com ¢ valor medio experimental de
'q' e aquele esperado teoricamente por critério de optimizacgdo,
conclui-se que a concentracdo utilizada esta razoavelTEn%E prd
1
xima dagquela em que o radicensaip resulta nptimizadag ].
Ds resultades da concentragio da insulina tragado

ra utilizada nos tres experimentes descritos foram respectiva
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mente de (.14,0 z 1,7 yulI/ml, (13,6 : 1,8)pUI/ml e (12,3 hd

1,8}ubI/ml cujo valor medic e 13,3uU0I/ml e se ?Ergﬁima muito
(e

bem daquele calculadc pela expressac de Ekins que & de
11, 3uUl/ml.

5,10, ASPECTDS TEEMODIMAMICOS DA REACAC INSULINA+ANTISORO _AN-
TI-INSULINA

Os resultados experimentais da anZlise termodina
mice elaborada a psrtir dos valores experimentais de Ky
dos das tabelas XXXI, XXXII e XXXIII estdo registradoes na ta
bela XXXIV, figura 44 e tabela XXXV, '

toma

Na reacao ipsulina + anticorpo anti-insulina a va
riagac de entropia foi da ordem de 4,8Kcal/mol e a entalpia de
34,15 cal/mol/%K, A imprecisao nessas estimativas foi conside
ravel como se infere dos erros (desvio padr@o) contidos na ta
bela XXXV, Entretanto, os valores numéricos desses parzmetros
estac proximos daqueles registrades na tabela ITII, especialmen
te a estimativa da entalpia. 34,15 cal/mol/°K encontrado ver
sus 34 cal/mol/°K tabelado.

A imprecisic neste valor fol de tal ordem gue &
coincidéncia encontrada pede ser considerada come merc acaso.
Em avaliacoes que visem especificamente a obtengio de resulta
dos mais precisos devem conter mais pontos experimentais(diver
sas temperaturas),

Aceitando-se come exatos oS5 valores experimentais
aqui obtidos entdo pode-se enquadrar z reagio vertente na clas
sificagao do grupo 'a' do texto 2.4 e esguema da figura 10.

Nas figuras 45 e 46 projetaram-se as curvas de do
se Tesposta (curva padrao) do radicensaio da insulina, a par
tir dos parametros termodinamicos da reagao. Infere-se dessas
figuras que o abzixamento da temperatura de incubagdo resulta
em curva padrao mais sensivel (maior declive}. Em fungaoc  des
sas evidencias julgamns que a temperatura de incubagao esteja
nas proximidades de 4DC, pois normalmente corresponde ao do am
biente de geladeiras convencionais, nae se correndo o risco de
congelar as amostras .



5.11, CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A REPRODUTIBILIDADE DE PARAME-

TROS DO RADIOENSAIO DA [NSULINA
As figuras 47, 49 ¢ 50 mostram a variagio in

ter-ensaic de varios parametros do radicensaio da insulina.Mui
tos desses parametres j& foram apreciados durante o texto dos
ftens anteriores. Q0 que & importante ressaltar € que na carac
terizagdo de um determinado parametro obtém-se vaelores mais
confiaveis quande eles sao apreciades pele valor médic de uma
seqllencia de ensaics do que na avaliagdo de um particular expe
rimento. Por exemplo, & dose minima detectavel (DMD) estimada
pela média de 35 ensaios foi de 9,0 2 4, 3pUI/ml, lf§}€r esse

( )

tanto alguns ensaios iscladamente acusam valoTes excessivamen

compativel com o esperado tecricamente por Ekins .-Entre
te baixos, como por exemplo, o registrado na tabela XXVII. Nes

ses casos provavelmente niec decorre de melhor qualidade do en
¥

e

saio mas da propria imprecisdo estatistica dos pardmetros 'a';

'b', e, 'd', 'e' & '"f' envolvidos ma determinagio da DMD.
Alguns dos parametros estimados ndo tém o compro
misso de se manterem estiveis na avaliacloc inter-ensaio. Os pa
Tametros "Atividade Total' da figura 47, os parametros 'a’,'b’,
‘¢’ e 'd’ da fipura 48 constituem exemplos tipicos gquande com
parados a partir Jde ensaics espacgados no tempo € pravenientes
de um mesmo lote de reagentes. Com o decorrer do tempo o tra
¢ador radicativo € naturalmente diminuide e degradade, podende
vir & aumentar o parametro 'd’ (NSR) e aparentemente diminuir
o parametTo 'a' ou manté-lo constante, quando na realidade &
fracdo integra do tragador (em menor guantidade) se lige cada
vez mais ao antisoro. E também admissivel que ¢ parametro 'a'
cresca no decorrer do tempeo, quando o sistema de separacdo das
fragoes '"B' e 'F' discrimina bem da fracdo 'NSB' e isto nao in
dica que o enszio es5ti melhorando com o envelhecimento dos rea

gentes.

5.12. CONCLUSOES

Finalizando, constatamos que o programa GARLA se
constitui numa importante e confiavel 'sonda' de dados, que de
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vidamente analisados permitem langar come que uma ponte entre

os dois plancs de avaliagao esquematizados na figura 52 e des

crito ne texto 5,1, Esquematicamente podemos concluir que:

1.

A4 utilizacdaoc do programa GARLA aplicade ao
radioimunoensaio da insulina gerou valores
de parametros consoantes com os da literatu

*

Ta pertinente ,

Sua utilizegac & simples e suas informagoes

sao maltiplas.

- O programa GARLA se presta a uma rotina wvol

tada para ¢ controle de qualidade de radioen
53108, :

A caracteristica modular do programa GARLA
permite efetuar diferentes tipos de calcules
e avaliagdes paramétricas utilizande reduzi
do wvocabularie de palavras chaves.

A caracteristica modular de programa permite
facilmente a sua ampliacao.

Por ter sido totalmente desenvolvido em nos
so meélo pode ser facilmente adaptade, & alte
rade por equipe de nossos laboratdries.

* Recentemente,quande ja concluide (Egte trebalho, foi o BPro
A

grama CARLA aplicado por Digmant

radiocensaic de ES—HI

droxivitamina D com resultados perfeitamente de scorda comos
citpdop na literaturs internecional.
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