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CULAS k' PEP ARADAS NO IPEN E SUA COMPARAÇÃO COM AS METODOLO

GIAS v.VNVENCIONAIS. 

EMERSON AZEVEDO DE ARAÚJO 

RESUMO 

Neste trabalho, foram fixados dois objetivos princi

pais. 0 primeiro foi a preparação dos reagentes para a exe

cração da técnica de separação em fase magnética, útil tanto 

para o radioimunoensaio como para o mais moderno e eficiente 

ensaio imunorradiométrico. 0 segundo objetivo, de ordem teó-

rico-prático e diretamente ligado ao primeiro, foi a reali

zação de um estudo sobre a precisão desta técnica comparando 

os produtos sintetizados com os produtos importados e com 

duas técnicas tradicionais de separação em fase liquida: o 

segundo anticorpo e polietilenoglicol (PEG). Esta análise 

foi realizada utilizando perfis de precisão construídos de 

acordo com as recomendações de R.P. Ekins. 

Com relação ã primeira meta, podemos afirmar que tan

to o separador magnético preparado com materiais exclusiva

mente nacionais, quanto a partícula sintetizada a partir do 

segundo anticorpo produzido nos laboratórios do IPEN-CNEN/SP 

e de celulose magnetizada adquirida da SCIPAC Limited, Lon

dres, foram de qualidade perfsítamente comparável aos produ

tor -n-portados. As ligações específicas obtidas, geralmente 
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superiores a 30%, juntamente cora ligações inespecíficas ge

ralmente inferiores a 2%, permitiram a realização de ensaios 

exatos, precisos, práticos, econômicos e flexíveis quanto à 

obtenção dos reagentes. 

O estudo relativo ã precisão dos ensaios que utilizam 

as diferentes técnicas descritas, mostrou que as separações 

em fase magnética apresentam maior grau de precisão e maior 

intervalo de determinação, seguidas pela técnica do segundo 

anticorpo. A técnica que utiliza o PEG mostrou uma certa 

irreprodutibilidade dos resultados. Especulou-se que o ele

vado desempenho das partículas preparadas no IPEN, que apre

sentaram constantemente o maior intervalo de determinação, 

seria devido ã qualidade do anticorpo usado no acoplamento 

ou ã utilização de produtos recém-acoplados, üm maior espaço 

de tempo entre o acoplamento e o uso das partículas importa

das, poderia ser responsável por um certo "bias" encontrado 

em sua utilização. 

A comparação da análise de precisão realizada manual

mente com aquela realizada mediante processamento automático 

de dados, demonstrou resultados divergentes e às vezes pouco 

discriminativos. Isto nos levou a recomendar cautela na uti

lização de programas de "software" não previamente conheci

dos e testados em seu aparato estatístico. 
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SEPARATION OF RADIOIMMUNOASSAYS IN MAGNETIC PHASE, WITH 

PARTICLES PREPARED AT THE IPEN AND ITS COMPARISON WITH 

CONVENTIONAL METHODOLOGIES. 

EMERSON AZEVEDO DE ARAÚJO 

ABSTRACT 

In the present work two main objectives were chosen. 

The first was the preparation for the execution of the magnetic 

phase separation technique, useful for the radioimmunoassay 

as well as for the most modern and most efficient 

immunoradiometric assay. The second objective, of a theoretical-

practical kind and directly linked to the first,was the realization 

of a study about the precision of the technique with synthesized 

products compared with imported products and with two liquid 

phase separation techniques: the second antibody and 

polyethyleneglycol (PEG). This analysis was performed with 

the help of precision profiles built according to R.P.Ekins' 

recommendations. 

As for the first aim, we can assert that both the 

magnetic separator that was made of exclusively national 

materials and the particle synthesized from the second 

antibody, produced in the IPEN - CNEN/SP laboratories, and 

from magnetized cellulose purchased from SCIPAC Limited, 

London, were (very much) comparable to the imported products 
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in quality. The specific bindings obtained, generally superior 

to 30*, together with non-specific bindings, generally inferior 

to 2%, has allowed the elaboration of exact assays, precise, 

practical, economical and flexible in obtaining the reactants. 

The study of the precision of the assays that use the 

different techniques described here has shown that the magnetic 

phase separations present the highest degree of precision and 

a higher determination interval, followed by the second 

antibody technique. The technique that uses PEG has shown a 

certain irreproducibility in its results. It was speculated 

that the good performance of the particles prepared ;n the 

IPEN - they constantly present the biggest determination 

interval - was due to the quality of the antibody used during 

the coupling or to the utilization of newly-coupled products. 

A longer time interval between the couolin" and the utilization 

of the imported particles might be responsible for a certain 

bias found in their use. 

The comparison with an analog precision analysis 

performed by means of aut ..natic data processing has shown 

divergent results, sometimes not very discriminative with 

respect to the manual method. This has led us to recommend a 

certain care in the use of software not previously known and 

tested in its statistical facilities. 
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1 - INTRODUÇÃO 

A análise por saturação é o termo genérico proposto 

primeiramente por Ekins em 1960 (26), para designar o tipo 

de análise onde ocorria uma saturação progressiva de um dos 

reativos pela substância que se deseja dosar. O sistema 

mais conhecido relativo a este tipo de análise é o Radio-

imunoensaio (RIE) no qual os reagentes empregados são um 

antígeno (Ag) e o respectivo anticorpo (Ac). Outros tipos 

de análise por saturação empregam vários agentes reativos, 

por exemplo, receptores de membranas, proteínas carreadoras 

e encimas. 

A aplicação desta técnica a estas diferentes subs

tâncias recebeu denominações específicas e hoje encontram-

se bastante difundidas sob a forma de radioimunoensaio, 

radioreceptores, análise radioenzimática, competição pro-

téica, etc, porém o princípio geral é sempre o mesmo, con

forme o esquema da figura 1, a seguir. 

0 radioimunoensaio foi desenvolvido a partir do tra

balho pioneiro publicado em 1960, por Yalow e Berson (84). A 

importância deste método reside, de um lado, em permitir a 

determinação de pequenas quantidades de reagentes, da ordem 

de . até nano e picogramas. Por outro lado a determinação 

qualitativa das substâncias é altamente específica, decor

rente do caráter imunológico da reação. A aplicação desta 
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técnica à dosagem de hormônios protéicos ou p« ; idicos, 

desde o seu desenvolvimento, propiciou novos conr imentos 

sobre a ação desses hormônios e os equilíbrios en% olvidos. 

ANTICORPO 

ESPECIFICO 

Ac 

SUBSTANCIA 

MARCADA 

Ag* 

\ 

V. 

COMPLEXO SUBSTÂNCIA 

MARCADA-ANTICORPO 

Ag* Ac 

SUBSTANCIA 

NAO MARCADA 

Ag V 

COMPLEXO SUBSTANCIA 

NÃO MARCADA-ANTTCORPO 

Ag - Ac 

Figura 1: Princípio de uma reação por competição. 

No RIE o fluido biológico contendo a substância (Ag) 

a ser dosada é incubada com a mesma substância marcada (Ag*), 

as duas tendo igual oportunidade de unirem-se a uma- outra subs

tância ligante (Ac), para formar um complexo estável. A subs

tância ligante (Ac), em defeito com relação à substância que 

pode ser ligada (Ag), permite a obtenção de duas frações: 

uma livre e outra ligada. Estas fiações são separadas e me-
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didas, determinando-se a concentração de (Ag) no fluido bio

lógico original em comparação com quantidades conhecidas. 

Se a competição estabelecida entre Ag e Ab continuar 

até que um equilíbrio de massa seja atingido, o ensaio se

rá chamado de saturação de equilíbrio. Por outro ^ado, se a 

saturação do ligante (Ab) é dividida em duas etapas conse

cutivas (a primeira empregando-se antígeno não marcado e a 

segunda antígeno marcado) com a reação interrompida antes 

do equilíbrio ser alcançado, o ensaio é chamado de análise 

não equilibrada ou saturação seqüencial (85). 

Em termos práticos, a maioria dos radioimunoensaios 

é do tipo saturação de equilíbrio. A análise não equilibra

da é usada com pouca freqüência, sendo especificamente in

dicada quando há uma grande diferença na afinidade dos an-

tígenos marcado e não marcado frente ao ligante, ou quando 

é necessário alcançar uma sensibilidade que não é possível 

obter com outras formas de reação. 

Após um tempo determinado, o complexo (fração liga

da) é separado do antígeno livre (fração livre), o que sem 

dúvida alguma corresponde a um dos aspectos fundamentais da 

técnica de radioimunoanálise (17, 42, 64). 

Os fatores que devem ser levados em consideração pa

ra a escolha de um método de separação são os seguintes (14, 

32, 65). 

- obtenção de uma completa separação, sem influên

cias recíprocas das frações livre e ligada (ou se

ja, sem erros de "misclassificação"); 
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- rapidez e praticidade na separação; 

- aplicação generalizada ao RIE de vários analitos; 

- custo do material. 

Com o propósito de separar as frações livre e ligada 

são empregados vários métodos, sendo os mais conhecidos: 

- Separação baseada em técnicas de adsorção 

As proteínas de baixo peso molecular têm a proprie

dade de adsorverem-se a certos materiais sólidos, possivel

mente, pela interação entre os resíduos de aminoácidos cí

clicos com a superfície de certos materiais (58) , como por 

exemplo, vidro moido, silica (36) talco, Sephadex (78), Se-

pharose (57) e carvão recoberto com Dextran. Este último foi 

um dos reagentes mais empregados, pois adsorve essencial

mente moléculas de baixo peso molecular como as iodotironi-

nas e esteróides (06, 23, 28, 38, 39, 44, 56,63). 

- Precipitação não específica 

A fração ligada pode ser precipitada, usando-se pro

dutos orgânicos como o Polietilenoglicol (PEG) (32) ou sais 

inorgânicos como o Sulfato de "Amônia (15) os quais têm a pro

priedade de subtrair moléculas de Ha0 de hidratação, dimi

nuindo assim, a solubilidade das proteínas. Estes métodos têm 

como principal vantagem a possibilidade de poder estocar e uti

lizar grandes quantidades de um reagente de baixo custo, quimica-

mente controlado, proporcionando uma "continuidade de rea-
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gente", fator de grande praticidade e reprodutibilidade. A-

presentam, porém, freqüentes dificuldades na obtenção de 

baixas ligações inespeclficas. 

- Imunoprecipitação 

Neste método, as frações ligada e livre são separa

das mediante um segundo anticorpo produzido contra a imuno-

globulina da espécie onde foi produzido o 19 Anticorpo, for

mando um complexo que é facilmente separado por centrifuga-

ção (76) . 

0 mesmo 29 Anticorpo pode obviamente ser aplicado em 

todos os ensaios que utilizam um 19 Anticorpo produzido na 

mesma espécie animal que forneceu a gamaglobulina para a 

produção deste antissoro. Este reagente porém necessita ser 

produzido em grande quantidade, pois dificilmente apresenta 

título alto e, portanto, é utilizado pouco diluído, além de 

apresentar características variáveis de ligação que aumen

tam a irreprodutibilidade interlotes. É também um método 

bastante oneroso, pois necessita de um produto que contenha 

gamar,lobulinas de alta avidez, geralmente de alto custo. 

Com a associação de um agente precipitante, como por 

exemplo, o Polietilenoglicol (25), pode-se reduzir a quan

tidade de 29 Ac e o tempo de ensaio com considerável eco

nomia. 

- Separação em fase sólida 

Neste método, tanto o 19 Anticorpo (01, 24, 51, 75, 

80, 81) como o 29 Anticorpo (21, 48) e antígenos (60) podem 
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ser acoplados a suportes como discos, esferas, o próprio 

tubo de ensaio de plástico ou de vidro (11), ou partículas 

como Sephadex, Sephacril e celulose (34), que se separam de 

várias formas. 

Os métodos utilizados para a imobilização na fase 

sólida são: 

a. Adsorção física, que pode ser influenciada pelo 

pH, temperatura, força iônica e o ponto isoelé-

trico das proteínas o inibida por certos reagen-

tes, como por exemplo, o Tween 20. 

b. Ligação química covalente, realizada pela fixação 

da proteína a polímeros ou membranas semipermeã-

veis (10) por meio de enzimas (20, 47) ou utili

zando reagentes químicos, como o Brometo de Cia-

nogênio (04, 07, 79), o Carbonildiimidazol (05, 

12, 13, 37, 50), o Metaperiodato de Sódio (35, 

71, 72, 83), e a associação destes com o Tolueno-

sulfenil (52, 53) e o Ácido Tresilclorídrico 

(54). 

O método de separação em fase sólida, pode também 

ser utilizado nos e isaios imunorradiométricos, onde os an

ticorpos marcados radioisotopicamente estão presentes em 

excesso de reagentes, obtendo-se assim uma maior sensibili

dade dos ensaios (19) e um intervalo muito mais amplo de 

determinação. 

A principal vantagem deste método é a simplicidade 

de separação, pois o complexo Ag - Ac em fase sólida é in-
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s-iuvel, podendo ser sepcrado da fração livre por uma sim-

çL ^ filtração, decantarão, aspiração ou com ussva força cen

trifuga mínima. Caso o anticorpo esteja ligado a partículas 

de Sephacril a separação pode ser feita com uma solução de 

Sacarose. (82). Os imunocomplexos podem ser lavados com fa

cilidade- e eficiência, diminuindo com isto, o valor das li

gações inespecíficas. Porém, podem ocorrer alterações nas 

propriedades de ligação do anticorpo imobilizado, fazendo 

com que o Ac fixado possa apresentar características dife

rente .-. do Ab nativo. 

- Separação em fase sólida magnética 

Este método de reparação foi desenvolvido visando 

v..-na minimização de custo e tempo e evitar o uso da centrí

fuga. Ele tem como característica principal a utilização de 

um campo magnético, que atua de uma maneira muito simples e 

prática como agente separador das frações. 

Em analogia ao acoplamento de proteínas e especifi

camente de anticorpos (34) a suportes já totalmente conhe

cidos, Robinson (68) iniciou o desenvolvimento de suportes 

magnéticos para a imobilização de anticorpos usando reagen-

tes enzimáticos. 

Era agora necessário, a preparação das partículas 

que apresentassem as melhores características. A partir de 

1974, Hersh (40) e Nye (55), estudaram simultânea e inde

pendentemente, partículas de Oxido Ferroso Férrico (Fe,Oi»), 

associadas ao Enzacril, nome comercial de um polímero do 

Fe, 0,,, tendo o Silicone Tetraédrico como suporte, tanto 



8 

para as partículas como para o anticorpo. Foi então desen

volvido um radioimunoensaio em fase magnética para a Digo-

xina e chegou-se a conclusão que estas partículas seriam 

preferidas na rotina dos ensaios por causa da: alta repro-

dutibilidade dos resultados; alta resposta ao campo magné

tico; aplicação em qualquer radioimunoensaio; estabilidade 

em solução aquosa; pequeno custo; facilidade de utilização 

e, finalmente, maior eficiência de adsorção devido ao seu 

pequeno tamanho (100 - 200 °A). 

Utilizando-se dessas partículas Forrest (30) desen

volveu radioimunoensaios de tiroxina e Cortisol, Ithakis-

sios (43) produziu partículas magnéticas a partir do Ferrite 

de Bãrio. Guesdon (33) desenvolveu um enzimaimunoensaio em 

fase magnética. Dawes (18) revestiu carvão mais Fe3 Oi» com 

gel de poliacrilamida e após liofilização e micronização, 

desenvolveu um radioimunoensaio de adsorção para a Digoxina 

e comparando com o método do carvão ativado, observou re

sultados similares. Em 1978 Kamel (45) produziu partículas 

magnéticas utilizando a celulose como suporte para determi

nar a concentração no soro humano do quimioterápico Meto-

trexate (MTX) e também acoplou um 20 Anticorpo ã celulo

se, generalizando ainda mais a técnica e equiparando os re

sultados ao método do 2Q Anticorpo em fase líquida (46). 

Estes trabalhos foram continuados por Pourfarzaneh em 1982 

(61, 62), e, finalmente, Kubal (49) desenvolveu microesferas 

magnéticas utilizando os Cxidos de Manganês e de Ferro com 

Glicose Oxidase como agente adsorvente para o 2o Anticorpo. 

Esta metodologia tem como principais vantagens, a 
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eliminação do processo de centrifugação, a redução do pe

ríodo da segunda incubação, a separação simultânea de um 

maior número de amostras, sem a necessidade de removê-las 

da estante durante o ensaio e a possibilidade de rápidas e 

repetidas lavagens do precipitado, visando menores valores 

de ligações inespeclficas. O custo do equipamento (separa-

dor magnético) é extremamente baixo, não requer assistência 

técnica, como também é baixo, o custo da partícula acoplada 

ao anticorpo, freqüentemente menor que o custo do simples 

29 Anticorpo. 

0 trabalho que segue tem por objetivos a produção de 

partículas magnéticas, a partir do acoplamento de um 29 An

ticorpo ã celulose contendo Oxido Ferroso Férrico (Fe3 Oi,), 

a padronização de um ensaio hTSH em fase magnética e a sua 

comparação à ensaios que utilizam partículas importadas e 

outras metodologias clássicas de separação por fase líqui

da: 29 Anticorpo e PEG. 

A escolha do hTSH neste trabalho, deveu-se ao fato 

do mesmo ser um dos mais solicitados na clínica endocrino-

lógica, sendo por isto um dos radioimunoensãios mais freqüente

mente realizados em laboratórios clínicos. Também há grande 

interesse por parte da Agência Internacional de Energia Atô

mica, que há vários anos vem coordenado um programa dirigi

do à máxima nacionalização dos ensaios desse hormônio, para 

a detecção do hipotiroidismo neonatal na América Latina. 

Na padronização do ensaio foram considerados dois 

aspectos principais. 0 primeiro relaciona-se à economia e 

maior praticídade da separação em fase magnética, especial-
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mente válidas quando o acoplamento é realizado no mesmo la

boratório que executa os ensaios: este aspecto prático-eco-

nõmico será avaliado na discussão. 

0 segundo é, obviamente, aquele ligado a precisão. 

De acordo com a visão de R.P.Ekins (27) não se pode eleger 

uma técnica em relação a outra, ou introduzir qualquer mo

dificação no esquema de um ensaio sem analisar seus efeitos 

sobre o parâmetro precisão, que é o mais característico e 

importante de um ensaio. Por isto, foi realizado um estudo 

para avaliar a influência neste parâmetro testando as dife

rentes técnicas de separação e também as diferentes partí

culas magnéticas. Este aspecto é ao mesmo tempo teórico e 

prático e utilizará o instrumento idealizado por Ekins, o 

Perfil de Precisão (P.P.) (29), que aqui será usado e ana

lisado no seu mecanismo de aplicação bem como, nos seus re

sultados. Duas técnicas diferentes de construção dos P.P. 

serão empregadas neste trabalho: uma mais típica e fácil de 

ser utilizada em laboratórios que realizam exames de roti

na, e outra com maior significãncia estatística, própria de 

um laboratório de pesquisa. A comparação entre as duas permi

tirá, além de uma maior confiabilidade nas conclusões al

cançadas, também uma despretenciosa, porém útil, pesquisa 

de metodologia estatística, ligada à precisão dos radio-

imunoensaios. 
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2 - MATERIAIS 

2.1 - Equipamentos 

- Agitador magnético, modelo 257, marca Fanem, São 

Paulo, Brasil. 

- Agitador mecânico do tipo "Vortex", modelo AT-56, 

marca Phoenix, São Paulo, Brasil. 

- Balança analítica com precisão de 0,001 mg, marca 

Mettler, Zurique, Suiça. 

- Balança semi-analítica com precisão de 0,1 g, mo

delo P 1000 N, marca Mettler, Zurique, Suiça. 

- Bomba peristáltica, modelo 4912 A, marca LKB, Es

tocolmo, Suécia. 

- Centrífuga refrigerada automática, modelo Super 

Speed RC-2B, marca Sorvall, Connecticut, E.ü.A. 

- Centrífuga refrigerada automática, modelo Spin VI, 

marca Incibrás, São Paulo, Brasil. 

- Coluna cromatográfica de vidro (24 x 500 mm), cons

truída no IPEN-CNEN, São Paulo, Brasil. 
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- Contador gama, tipo poço com detector de NaI (TI), 

modelo 4.000, marca Beckman, Fullerton, E.U.A. 

- Contador gama tipo poço com detector de NaI (TI), 

modelo Cobra 5002, marca Packard, Meriden, E.Ü.A. 

- Imãs permanentes de ferrite, produzidos pela TWM -

Produtos Magnéticos Ltda., São Paulo, Brasil. 

- Liofilizador, marca Edwards, São Paulo, Brasil. 

- Microcomputador, modelo XT II, marca Itautec, São 

Paulo, Brasil. 

- pHmetro, modelo B371, marca Micronal, São Pau

lo, Brasil. 

- Pipêtas automáticas de vários volumes, marca Ox

ford, Foster City. E.U.A. 

- Pipêtas automáticas de vários volumes, marca Ep-

pendorf, Hamburgo, Alemanha. 

- Pipêtas tipo Pasteur, fabricadas no IPEN-CNEN, 

São Paulo, Brasil. 

- Repipetador automático, marca Eppendorf, Hamburgo, 

Alemanha. 

- Separador magnético, código R217, marca Scipac, 

Sittingbourne, Inglaterra. 

- Seringas de 10 pi, marca Hamilton, Reno, E.ü.A. 



13 

- Sistema de homogenização por movimento circular 

vertical, marca Leec, Londres, Inglaterra. 

2.2 - Reagentes 

- Acetato de sódio anidro, Merck, Rio de Janeiro, 

Brasil. 

- Ácido etilendiaminotetracético (EDTA), Cario Erba, 

São Paulo, Brasil. 

- Azida sódica P.A., Merck, Rio de Janeiro, Brasil. 

- Azul dextran 2000, Pharmacia Fine Chemicals, Up

psala, Suécia. 

- Bicarbonato de sódio. Cario Erba, São Paulo, Bra

sil. 

- Etanolamina, Sigma Chemical Company, St Louis, 

E.ü.A. 

- Fosfato de sódio monobásico P.A., Cario Erba, São 

Paulo, Brasil. 

- Hidróxido de sódio, Grupo Química, Rio de Janeiro, 

Brasil. 

- Iodeto de potássio P.A., Merck, São Paulo, Brasil. 

- Metabissulfito de sódio P.A., Merck, São Paulo, 

Brasil. 
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- Metaperiodato de sódio P. A., Sigma Chemical Com

pany, S* Louis, E.U.A. 

12 5 

- Na I em hidróxido de sódio 0,1 N, New England 

Nuclear,Boston, E.U.A. 

- Partículas magnéticas, já acopladas ao 20 Anticor

po: 

1. DAMP R, código 22499, Serono Diagnostics, Coin-

sins, Suiça. 

2. T 202, Scipac Limited, Londres, Inglaterra. 

- Partículas magnéticas para acoplamento ao 29 Anti

corpo. 

1. M-100 (Média Densidade, 50% de celulose + 50% 

de oxido de Ferro) , Scipac Limited, Londres, In

glaterra. 

2. M-104 (Baixa Densidade, 75% de celulose + 25% 

de Oxido de Ferro), Scipac Limited, Londres, In

glaterra. 

- Polietilenoglicol 6000(PEG), Atlas, São Paulo, Bra

sil. 

- Sephadex G-100, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, 

Suécia. 

- Tween 20, Merck, São Paulo, Brasil. 
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2.3 - Materiais biológicos 

- lo Anticorpo anti-TSH (coelho), NIADDK (National 

Institute of Arthritis, Diabetes and Digestive and 

Diseases) - anti-hTSH-3 (AFP - C611818), obtido no 

NIADDK, Baltimore, E.U.A., por doação. 

- 20 Anticorpo carneiro-anti-coelho, Radioassay, 

Carlson, E.U.A. 

- 20 Anticorpo carneiro-anti-coelho, IPEN-CNEN/São 

Paulo, Brasil. 

- hTSH empregado para radioiodação, NIADDK - hTSH -

1 - 6 (AFP-87708), obtido do NIADDK, Baltimore, 

E.U.A., por doação. 

- hTSH utilizado como padrão, NIADDK-hTSH-RP-1, ob

tido do NIADDK, Baltimore, E.U.A., por doação. 

- Soroalbumina bovina, fração V, no A4503, Sigma 

Chemical Company, Sfc Louis, E.U.A. 

- Soro normal de cavalo, obtido no IPEN-CNEN/São Pau

lo, Brasil. 

- Soro normal de coelho, obtido no IPEN-CNEN/São Pau

lo, Brasil. 

- Soro eqüino livre de hTSH, Seralab, Sussex, In

glaterra. 
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2.4 - Soluções 

2.4.1 - Solução utilizada na radioiodação do hTSH 

Tampão fosfato de potássio, 0,3 M, pH 7,4. Para 

purificação do marcado na coluna do Sephadex G-

100, foram adicionados 0,1% de Soroalbumina bovi

na (SAB) neste mesmo tampão, variando-se apenas a 

molaridade para 0,05. Para dissolver a Cloramina T 

e o Metabissulfito utilizou-se tampão fosfato de 

sódio 0,05 M, pH 7,4. 

2.4.2 - Solução utilizada na incubação dos radio-

imunoensaios e diluições das partículas 

magnéticas (tampão de ensaio) 

Tampão fosfato de sódio, 0,05 M, pH 7,4, 0,1% So

roalbumina bovina (SAB), 0,1% de Azida sódica, 

0,01% de Tween 20. 

2.4.3 - Soluções utilizadas nas separações dos 

radioimunoensaios 

. Lavagem da fase magnética 

Tampão fosfato de sódio, 0,05 M, pH 7,4. 

. Diluição do 2Q Anticorpo 

Tampão fosfato de sódio, 0,05 M, pH 7,4, 10% de 

EDTA, 1% de Soro normal de coelho. 
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. Diluição do polietilenoglicol 

Tampão fosfato de sódio, 0,05 M, pH 7,4 e para 

a lavagem do precipitado uma solução 0,4 M de 

Cloreto de sódio. 
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3 - MÉTODOS 

3.1 - Marcação do hTSH com 125I e purificação do produto 

marcado obtido 

A radioiodação, ou seja, a ligação covalente de l25I 

ou 131I a um radical de tirosina da cadeia polipeptídica, i 

uma reação -que produz- proteínas marcadas para que possam ser usa

das como traçadores em um sistema de radioimunoensaio (47). 

As marcações do hTSH, foram realizadas em capela de 

exaustão devido a volatidade do 1 2 5 I , através de modifica

ções (31) no método clássico de marcação radioiso tópica pro

posto por Hunter e Greenwood (41) , que utilizam quantidades 

fixas de um agente oxidante (Cloramina T) e de um agente re-

dutor relativamente forte (Metabissulfito de sódio). 

As reações foram realizadas na seguinte ordem: em um 

tubo de fundo cõnico com dimensões de 12 x 75 mm, contendo 

20 ul do tampão fosfato de potássio, 0,3 M, foram adiciona

dos 10 ul de uma solução de hTSH em tampão fosfato de potás

sio, 0,05 M, equivalente a 5 ug do hormônio. Após leve agi

tação, adicionaram-se 800 uCi ou 1,09 x IO18 Bq do 125I se

guido de 12 ul de uma solução de 0,07 mg/ml de Cloramina T 

(equivalentes a 0,8 ug) e após 5 minutos, adicionaram-se 5 ul 

de uma solução de 0,2 mg/ml de metabissulfito de sódio (equi

valente a 1 ug), ambos no mesmo tampão fosfato. Em seguida, 

foram adicionados 200 pi de uma solução com 1 mg/ml de azul 
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dextran em tampão fosfato de potássio, 0,05 H pH 7,4, con

tendo 0,1% de soroalbumina bovina. 

. Purificação do hTSH marcado: 

O hTSH radioiodado foi purificado por cromatogra-

fia de exclusão molecular em gel de Sephadex G-100 média. Pa

ra montar a coluna de 24 x 500 mm, o pó seco foi previamente 

intumescido com tampão fosfato de potássio, 0,05 M pH 7,4 

por 5 horas a 90 C e lavado várias vezes com o mesmo tampão. 

A coluna foi empacotada com a resina e lavada com 3 vezes o 

próprio volume do mesmo tampão contendo 0,1% de soroalbumina 

bovina (SAB). Após a aplicação da mistura de reação ã colu

na, a eluição foi realizada com o mesmo tampão de lavagem da 

coluna, aplicando um fluxo de 12 ml/hora. Foram coletadas 

110 frações de 2 ml cada uma. De cada fração foi retirada uma 

alíquota de 20 ul, colocada em um cone de papel alumínio e 

sua radioatividade determinada em um contador gama (Nuclear 

Chicago). A partir dos dados obtidos, foi feito um cromato-

grama da purificação em cpm versus fração de eluição. Das 

fraçõas correspondentes ao pico do hTSH marcado, reconhecido 

pelo seu coeficiente de distribuição (Kd) característico (67), 

obteve-se um "pool" pliquotado em volumes de 0,5 ml e conge

lado a -20°C. 

. Cálculo da recuperação 

Da mistura de marcação foram retiradas três alíquo

tas de 3 Ml e adicionadas a três tubos de ensaio (tubos 1, 

2 e 3), contende 1000 Ml do tampão utilizado para a eluição 
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da coluna. De cada um dos tubos foram retirados 10 pi e le

vado ao contador gama, juntamente com as ponteiras utiliza

das, o tubo onde foi realizada a marcação e a ponteira uti

lizada para aplicar o marcado ã coluna. 

A porcentagem de recuperação, foi obtida pela se

guinte equação: 

R = -5— x 100 
A 

Onde: 

A = Atividade total aplicada ã coluna. 

T = Atividade total recuperada nas frações. 

A é calculada pela seguinte fórmula; 

S x 1000 x V V - 9 A = x - X 
10 x 3 V 

Onde: 

S = Valor médio (cpm) das alíquotas de 10 pi retiradas dos 

tubos 1, 2 e 3. 

V = Volume da mistura de reação. 

1000 pi = Volume dos tubos 1, 2 e 3. 

3 pi = Volume retirado da mistura de marcação. 

10 pi = Volume das alíquotas dos tubos 1, 2 e 3. 

X = Soma da radioatividade (em cpm) perdidas nas ponteiras e 

tubo cônico utilizados para marcação. 
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T é calculado pela fórmula: 

n 
T = Z f x Y. 

i = i 

Onde: 

Y = Radioatividade (em cpm) presente em 20 Pi de cada fração 

de eluato da coluna, descontada a radiação de fundo. 

n = Número de frações. 

f = Fator de correção, dado pela relação volume da fração/ 

volume da alíquota. 

. Cálculo do rendimento da marcação 

A partir do perfil radiocromatográfico obtido, foi 

levada em consideração para os cálculos do rendimento da 

marcação, a radioatividade total do pico de 1Z5I-hTSH. 

A percentagem do rendimento de marcação %H* é dada 

por: 

%H* = -¥— x 100 
T 

Onde: 

H* » Radioatividade relativa ao hormônio radioiodado. 

. Cálculo do coeficiente de distribuição 

0 cálculo do coeficiente de distribuição (Kd) 
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dado por: 

K d . Ve - Vo 

Vt - Vo 

Onde: 

Ve = Volume de eluição do pico a ser examinado. 

Vo = Volume de exclusão molecular, medido pelo volume de 

eluiçâo do azul dextran. 

Vt = Volume total da fase liquida da coluna, medido pelo vo

lume de eluição do 1 2 5I. 

3.2 - Determinação da ótima diluição do 19 Anticorpo 

A ótima diluição do 19 Anticorpo a ser empregada nos 

ensaios, foi determinada utilizando-se o método de separação 

por imunoprecipitação com um 29 Anticropo (carneiro-anti-

coelho) da Radioassay com diluição de 1:7 e por fase magné

tica, empregando-se a partícula DAMP-R da Serono Diagnostics, 

com uma quantidade previamente determinada de 2 mg por 

tubo. 

Para este fim, incubaram-se em duplicata durante 24 

horas a 4°C, 100 pi de tampão de ensaio, 100 yl de 125I-hTSH 

contendo aproximadamente 10.000 cpm e 100 yl do 19 Anticorpo 

nas seguintes diluições: 1:10.000, 1:100.000, 1:200.000, 

1:400.000, 1:800.000 e 1:1.600.000. Foram também incubados 

dois tubos sem o 19 Anticorpo, com o intuito de determinar a 

ligação inespecifica do ensaio. Os resultados foram plotados 
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em escala semilogarítmica, e observou-se para a separação 

com o 29 Anticorpo, que o valor B/T igual a 50% correspondeu 

ã diluição 1:600.000, que correspondeu a um B/T de 32,5% na 

separação magnética. 

3.3 - Radioimunoensaios 

3.3.1 - Incubação 

Inicialmente, a fase de primeira incubação 

seguia rigidamente ã aconselhada pelo protocolo da Serono 

Diagnostics (74) para a separação em fase magnética, que 

consistia no uso do tampão fosfato de sódio, 0,05 M pH 7,4 

(74) contendo 0,1% de soroalbumina bovina (03), 0,1% de azi-

da sódica (03) e 0,01% de Tween 20 (59), tanto para as di

luições do hormônio marcado e do 19 Anticorpo como nas vá

rias diluições da curva padrão. 

O tempo de incubação foi fixado em 24 horas, 

sempre a uma temperatura de 4 C, porém visando uma diminui

ção das ligações inespecíficas e consequentemente maior sen

sibilidade e precisão do ensaio, foram realizados testes, 

modificando-se a quantidade do antígeno marcado, temperatu

ra, pH e molaridade do tampão fosfato de sódio (77) e o uso 

de soro eqüino livre de hTSH (logo após substituído pelo so

ro eqüino normal) para as diluições da curva padrão e das 

amostras controle,de ligação inespecifica (NSB) e de máxima 

ligação. 

Em um segundo tempo foi utilizado o seguinte 
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protocolo de incubação que, de acordo cem o parâmetro Bo/ZNSB, 

proporcionou melhores resultados: 

- quantidade de marcado: aproximadamente 25.000 cpm. 

- diluição do 19 Anticorpo: 1:600.000. 

- tampão utilizado: fosfato de sódio, 0,05 M, pH 7,4, 0,1% 

de soro albumina bovina, 0,1% de azida 

sódica e 0,01% de Tween 20. 

- duração: 24 horas. 

- temperatura ambiente. 

- adição de soro eqüino livre de hTSH. 

A curva padrão do hTSH, variou geralmente de 

0,49 a 125 pU/ml. 

3.3.2 - Técnica de separação mediante o 29 Anti

corpo em fase liquida 

Para esta técnica de separação, foram adi

cionados 100 yl do 29 Anticorpo já previamente diluídos no 

tampão fosfato de sódio, 0,05 M, pH 7,4, contendo 10% de 

EDTA e 1% de soro normal de coelho, exceto nos tubos para a 

determinação da radioatividade total. Após a agitação em 

"Vortex", iniciou-se a 2? incubação com duração de 90 minu

tos, a temperatura ambiente. Passado este período, adiciona

ram-se 2 ml de água destilada e após uma perfeita homogenei

zação em "Vortex", os tubos foram centrifugados durante 20 
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minutos à 3.000 g a uma temperatura de 4 C. Concluída esta 

etapa, os tubos foram suavemente vertidos seguindo-se a de

terminação de suas radioatividades. 

3.3.3 - Técnica de separação mediante o PEG 6000 

As etapas de separação, seguiram praticamen

te a técnica original (16), usando-se 17% do Polietilenogli-

col em tampão fosfato de sódio, 0,05 M, pH 7,4. 

A cada amostra foram adicionados 500 yl des

ta solução que após homogeneização em "Vortex", foram cen

trifugadas â 3.000 g por 20 minutos a uma temperatura de 4 C. 

Concluída a centrifugação, o sobrenadante foi aspirado e o 

precipitado lavado com 300 ul de uma solução de cloreto de 

sódio, 0,4 M. Após a lavagem, foram adicionadas mais 500 1 

da solução de PEG e novamente os tubos foram centrifugados, 

à 3.000 g, por 30 minutos ã mesma temperatura. Aspirou-se o 

sobrenadante e contou-se a radioatividade do precipitado de 

cada amostra. 

3.3.4 - Técnica de separação em fase magnética 

Nesta técnica, 500 yl de partículas magnéti

cas contendo um 29 Anticorpo contra as gamaglobulinas do 

primeiro, em quantidade (mg/tubo) já determinada, foram adi

cionadas ãs amostras previamente incubadas. Após delicada a-

gitação, iniciou-se o período da 29 incubação com duração de 

25 minutos, agitando-se as amostras após os primeiros 5 mi-
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nutos. Logo após, a estante com as amostras foi introduzida 

por 2 - 3 minutos na base magnética e o sobrenadante foi des

prezado, vertendo-se o separador magnético. Feito isto, ini

ciou-se o processo de lavagem utilizando 1 ml de tampão fos

fato de sódio, 0,05 M, pH 7,4, sem SAB e Tween 20 (59); no

vamente a estante foi introduzida na base do separador mag

nético, repetindo-se o processo para desprezar o sobrenadan

te. Logo após, os tubos foram colocados invertidos sobre uma 

folha de papel absorvente e após 5 minutos, determinou-se a 

radioatividade. 

3.4 - Programa computacional 

Os dados dos ensaios foram obtidos pelo programa 

RIAKALK, que emprega o modelo da ajustagem log-logito de 

quatro parâmetros (ligação total, ligação inespecifica, in

clinação e ponto médio da curva), pelo método não linear dos 

mínimos quadrados com reponderação iterativa, compatibiliza

do ao sistema PC (08) utilizando um microssistema XT II da 

Itautec, São Paulo, Brasil. 

0 programa RIAKí-LK calcula um perfil de precisão 

(coeficiente de variação relativo ã dose), baseado no per

centual de erro de cada ponto da curva padrão ajustada (70). 

Os demais gráficos e análise de regressão linear fo

ram obtidos através de uma planilha de cálculos ASEASY. 



27 

3.5 - Método de preparação do 29 Anticorpo acoplado a 

celulose aagnetizada 

Segundo anticorpos (anti IgG de coelho produzidos 

em carneiro) importados, com diluição pré-estabelecida pelo 

fornecedor (RADIOASSAY) e produzidos no IPEN (09) com con

centração 4 vezes maior que a utilizada no método de separa

ção liquida, foram acoplados a partículas de média densida

de, M-100 da Scipac Limited (celulose e oxido de ferro em 

iguais concentrações) e de baixa densidade M-104 também da 

Scipac Limited (celulose e oxido de ferro a uma concentração 

de 3:1, respectivamente). 

A técnica de acoplamento utilizada foi a do metape-

riodato de sódio, introduzindo algumas modificações no pro

tocolo original da própria Scipac (73, 02). 

0 esquema de acoplamento por nós utilizado foi: 

- Homogeneização da partícula original importada, 

por 30 minutos, a temperatura ambiente, com movi

mentos circulares, a uma velocidade de 30 rpm. 

- Após a homogeneização 10 ml da suspensão dessas 

partículas foram postas em um recipiente de vidro, 

logo após colocado sobre um imã permanente para a 

sedimentação das partículas. 

- Desprezado o sobrenadante por aspiração, realiza

ram-se 2 lavagens do precipitado com água bi-des-

tilada. 
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- Adicionaram-se a 10 ml de água bi-destilada, e 

após homogeneização, colocaram-se 2 g do agente 

oxidante, homogeneizado por movimentos circulares 

(30 rpm) a temperatura ambiente e cs ausência de 

luz por 40 minutos. 

- Lavou-se o precipitado 4 vezes com água bi-desti

lada. 

- Adicionaram-se 10 ml de tampão bicarbonato de só

dio, 0,1 N, pH 8,6 e rolou-se por 20 minutos a 

temperatura ambiente. 

- Aspirou-se o sobrenadante e adicionaram-se 10 ml 

do 29 Anticorpo previamente diluído em tampão fos

fato de sódio, 0,05 M, pH 7,4 contendo 10% de EDTA 

e 1% de soro normal de coelho, rolou-se por 48 ho

ras a 4°C. 

- Aspirou-se o sobrenadante e lavou-se o precipitado 

1 vez com o tampão bicarbonato de sódio. 

- Aspirou-se o sobrenadante e adicionaram-se 10 ml 

de uma solução formada por 45% do tampão bicarbo

nato de sódio, 45% de soro eqüino normal, mais 10% 

de etanolamina. Rolou-se por 2 horas a 4 C, visan

do a saturação dos sítios da celulose que não con

tinham o 29 Anticorpo acoplado. 

- Aspirou-se o sobrenadante e lavou-se 1 vez com 

tampão bicarbonato de sódio. 



29 

- Aspirou-se o sobrenadante e adicionaram-se 10 ml 

de tampão acetato de sódio, 0,1 M, pH 4,0, rolando 

a temperatura ambiente por 30 minutos. 

- Aspirou-se o sobrenadante e lavou-se o precipitado 

1 vez com tampão fosfato de sódio, 0,05 M, pH 7,4. 

- Aspirou-se o sobrenadante e reconstituiu-se o vo

lume original com tampão fosfato de sódio, 0,05 M, 

pH 7,4 contendo 0,1% de azida sódica. 

- Estocou-se o produto final a 4 C. 

No sentido de evitar-se perdas de partículas duran

te o acoplamento, todas as aspirações foram realizadas com 

pipetas tipo Pasteur e a homogeneização realizada com suaves 

agitações. 

O rendimento do acoplamento, ou seja a quantidade 

final do produto obtido em relação ao peso original ãus par

tículas usadas, foi obtido determinando-se a massa das par

tículas, antes e depois do acoplamento, a partir de alíquo

tas de 50 yl, previamente lavadas, para retirar-se os sais 

presentes nos tampões e liofilizadas por um período de apro

ximadamente 16 horas. 

3.6 - Construção de um separador magnético nacional 

A partir do modelo do separador magnético R-217 da 

Scipac Limited (figura 2) que utiliza partículas de Samário 

Cobalto como geradoras do campo magnético, responsável pela 
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sedimentação da fase sólida na separação por fase magnética, 

foi construído um separador com produtos nacionais de fácil 

aquisição e de baixo custo (figura 3). 

Este separador é formado por 5 barras de ferrite 

imantadas, com dimensões de 20 x 20 x 200 mm/ montadas em 

um suporte de madeira. A estante móvel foi produzida com 

duas placas paralelas de acrílico com dimensões de 150 x 

200 mm, contendo ambas 50 perfurações correspondentes, com 

7 mm de diâmetro. 

A fixação dos tubos durante o processo de inversão, 

foi obtida utilizando-se folhas de isopor de 10 mm de es

pessura entre as placas de acrílico, com orifícios de 5 mm 

de diâmetro. 

3.7 - Método de análise dos resultados dos perfis de 

precisão 

3.7.1 - Construção de perfis de precisão obtidos 

com "n" replicatas da curva padrão 

Os conceitos e métodos de obtenção de perfis 

de precisão proposto por Ekins (29), foram aplicados a cur

vas padrão de radioimunoensaio de hTSH obtidas com o método 

de separação em fase magnética, utilizando partículas produ

zidas no IPEN e importadas da Scipac e com os métodos de se

paração em fase líquida do 29 Anticorpo e do Polietilenogli-

col. 

A curva padrão foi composta por 10 pontos 
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Figura 2 : Separador magnét ico importado (SCIPAC, L imi ted , Londres) 

O O © O O O © © © O 
^ © © <3 © © © <3 © © 

© © © © © © © © © © 

Figura 3: Separador magnético produzido no IPEN-CNEN/SP, 
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com 10 replicatas por ponto, visando a obtenção de 100 valo

res, que é considerado o número mínimo necessário para ob

ter uma estatística satisfatória. Os valores dos pontos da 

curva variaram de 0,49 a 250 uü/ml. 

O primeiro passo foi a obtenção da curva que 

relaciona a média das dez respostas (%B/T) de cada ponto com 

a respectiva média dos desvios padrão (o ). Esta etapa ê 

chamada por Ekins construção da Relação Erro-Resposta (RER). 

0 segundo foi a obtenção da curva dose (yU/ 

ml) resposta (%B/T) do ensaio, utilizando a média das 10 re

plicatas. A partir desta foram obtidos os valores da tangen

te e os %B/T relativos às doses 1, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 

100 yü/ml. Com estes valores, determinou-se, utilizando a 

equação da primeira curva (RER), o erro relativo à resposta 

(o_), que dividido pelo respectivo valor da tangente, forne

ceu o valor de erro relativo à dose (c ). O valor do coefi

ciente de variação destas doses foi obtido pela equação: 

%CV = - — x 100 
dose 

Finalmente, foram obtidos os perfis de pre

cisão, plotando-se em escala semilogarítmica o %CV versus as 

respectivas doses. 

3.7.2 - Construção de perfis de precisão obtidos 

mediante duplicatas de "n" desconhecidos 

Para este outro método de obtenção de perfis 
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de precisão, partiu-se novamente da obtenção de 100 valores 

por cada método de separação analisado, assim distribuídos: 

- 9 pontos em duplicata da curva padrão no 

intervalo de 0,49 a 125 üU/nl. 

- 3 soros controle (baixo, médio e alto) em 

duplicata, obtidos pela diluição de um so

ro previamente liofilizado com elevada 

concentração de hTSH. 

- 38 soros desconhecidos em duplicata de ní

veis baixo, médio e alto. 

0 "RER" foi construído analogamente ao caso 

anterior, plotando-se a média das respostas de cada duplica

ta de amostras versus o respectivo desvio padrão e dividindo 

o eixo das abscissas (%B/T) em regiões homogêneas. A equação 

da curva RER foi calculada a partir dos valores médios de 

cada região. 

Na obtenção doe perfis de precisão, segui

ram-se todos os passos da metodologia usada para "n" repli-

catas, descritos no item 3.7.1. 
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4 - RESULTADOS 

4.1 - Controle de qualidade do separador magnético IPEN 

em comparação com o importado 

4.1.1 - Comparação das curvas de radioimunoensaio 

Neste ensaio comparativo entre o separador 

magnético produzido no IPEN e o importado (SCIPAC Limited, 

COD. 217), utilizou-se a partícula magnética DAMP-R da Sero-

no Diagnostics em quantidade de 2 mg por tubo, previamente 

determinada. 

O ensaio em quadruplicata, teve pontos da 

curva variando entre 1,95 e 125 pü/ml de hTSH. 

A análise das curvas (figuras 4 e 5) obtidas 

pelo programa computacional RIAKALK demonstrou a total iden

tidade entre os ensaios, provando a homogeneidade e eficiên

cia do separador produzido (Tabela I). 

As médias das contagens relativas aos valo

res da ligação inespecífica, ligação total e cada ponto da 

curva padrão ( n = 4 replicatas), obtidos com os dois sepa-

radores, foram comparadas pelo teste T de Student, não ha

vendo diferença significativa para um p = 0,05 e 6 graus de 

liberdade (valor teórico de Ts7,s = 2,247), ccno pode ser 

observado na Tabela II. 
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TABELA I 

PARÂMETROS DE QUALIDADE DE ENSAIO, OBTIDOS NAS CURVAS DE RIE, 

COM O SEPARADOR MAGNÉTICO PRODUZIDO NO IPEN E O IMPORTADO 

VALORES 
SEPARADOR 

IPEN 

2,13 

40,27 

42,66 

11,22 

2,95 

1,35 

6,80 . 

SEPARADOR 

IMPORTADO 

2,11 

40,30 

42,74 

11,34 

3,01 

1,38 

6,05 

NSB (%) 

Bo (%) 

ED20 (yU/ml) 

ED50 (ViU/ml) 

ED8o ÍMU/ml) 

DOSE MÍNIMA DETECTADA (DMD) (yU/ml) 

ERRO RELATIVO A DMD (%) 
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Figura 4: Curva padrão obtida com o programa computa

cional RIAKALK, de um ensaio de hTSH, utilizando o se-

parador magnético produzido no IPEN-CNEN/SP. 
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Figura 5: Curva padrão obtida com o programa compu

tacional RIAKALK, de um ensaio de hTSH, utilizando o 

separador magnético importado (SCIPAC). 
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TABELA II 

VALORES CALCULADOS DE T PARA COMPARAÇÃO ENTRE OS DADOS (EM 

CPM), OBTIDOS COM O SEPARADOR MAGNÉTICO 

PRODUZIDO NO IPEN E O IMPORTADO 

SEPARADOR IPEN SEPARADOR IMPORTADO 
VALORES _ T CALCULADO 

X CPM DP X CPM DP 

NSB 130 

Bo 2.542 

1,95 MU/ml 2.257 

3,90 yü/ml 1.953 

7,80 yü/ml 1.575 

15,60 yü/ml 1.146 

31,25 MU/ml 732 

62,50 yU/ml 489 

125,00 vü/ml 337 

8 129 

68 2.546 

58 2.264 

46 1.960 

40 1.574 

30 1.154 

19 740 

13 493 

9 332 

10 0.2373 

69 0.0772 

62 0.1644 

53 0.1849 

42 0.0341 

31 0.3709 

20 0.5761 

14 0.4193 

9 0.8041 
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4.1.2 - Comparação dos perfis de precisão 

Os perfis de precisão de ambos os ensaios 

obtidos com quadruplicata de cada ponto da curva padrão, po

dem ser observados nas figuras 6 e 7, (aceita-se, geralmen

te, um percentual de erro inferior a 10%). 

•/ PUBO • • • • ' • " * 
/• IdllW 

98 

88 

78 

68 

58 

48 

38 

28 

18 

8 

* 

, i 

j " ••-• ,.j ^ .J -| • y 

1,95 7,8 31.25 125 
3.9 15,6 62.5 

» 

Ull/Hl 

Figura 6: Perfil da precisão obtido com o programa 

computacional RIAKALK, de um ensaio de hTSH, utili

zando o separador magnético produzido no IPEN-CNEN/SP 
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Figura 7: Perfil de precisão obtido com o programa 

computacional RIAKALK, de um ensaio de hTSH, utili

zando o separador magnético importado (SCIPAC). 

Podemos observar uma grande semelhança entre 

ambos os perfis, apesar da maior precisão entre as doses com 

concentrações 15,60 e 31,25 U/ml, obtida com o separador 

importado, porém essa pequena diferença pode não ser signi

ficativa devido â limitada estatística considerada. 
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4.2 - Preparação e controle de qualidade das partículas 

magnéticas preparadas no IPEN 

4.2.1 - Padronização da técnica de acoplamento com 

o metaperiodato de sódio 

Nesta etapa do trabalho, foram realizadas 

várias modificações no acoplamento, à partir do protocolo 

original proposto pela SCIPAC. Dois tipos de partículas e de 

29 Anticorpos foram utilizados, além de variações na metodo

logia de incubação, visando a obtenção da melhor qualidade 

de ensaio. A este respeito foram considerados especialmente 

os resultados das ligações inespecificas e específicas obti

dos com cada partícula produzida. 

4.2.1.1 - Resultados do acoplamento com o protoco

lo original 

Neste primeiro acoplamento foram utilizados 

5 ml (250 mg) da partícula M 100 da SCIPAC, de média densidade 

(50% de Fe30<, e 50% de celulose) 1,25 ml do 29 Anticorpo da 

Radioassay em concentração original. 

Os resultados do NSB e Bg relativos a esta 

partícula em comparação com a DAMP-R da Serono, ambas com 

quantidades de 2 mg por tubo, são apresentados na tabela III. 

Observou-se que a- partícula magnética 

produzida no IPEN, provavelmente não teve todos os sítios 

de ligação saturados com a adição de Etanolamina a 

0,3% de acordo com o protocolo de acoplamento proposto pela 
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própria SCIPAC. Com isto a fração marcada (*Ag) se acoplou ã 

celulose, durante o processo de separação do ensaio, produ

zindo o elevado valor do NSB. Também o valor de Ba foi bas

tante inferior àquele obtido pelo DAMP-R, talvez por insufi

ciente acoplamento de 2© Anticorpo. 

TABELA III 

VALORES COMPARATIVOS DE NSB E Ba , ENTRE A PARTÍCULA 

DAMP-R DA SERONO E A IPEN 

VALORES DAMP-R PARTÍCULA IPEN 

NSB (%) 3,7 7,9 

B, (%) 29,1 19,1 

4.2.1.2 - Modificação da concentração dos reagen-

tes utilizados no acoplamento e do tipo 

de partícula 

Neste acoplamento foram utilizados 10 ml 

do 29 Anticorpo com diluição de 1:4 em tampão Fosfato de só

dio, 0,05 M pH 7,4, contendo 10% de EDTA e 1% de soro normal 

de coelho, que representam as condições normalmente usadas 

em nossos RIEs de fase líquida. Partiu-se originalmente de 

10 ml de partículas M 104 da SCIPAC, de baixa densidade (25% 

de Fe,0„ e 75% de celulose) e dobrou-se a quantidade de Me-

taperiodato de sódio aumentando-se eir. 30 vezes a concentra

ção da Etanolamina. 
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Os resultados obtidos com a quantidade 

de partículas igual a 2 mg por tubo são mostrados na tabela 

IV. 

TABELA IV 

VALORES DA LIGAÇÃO INESPECÍFICA E ESPECIFICA, UTI

LIZANDO MAIORES QUANTIDADES 

DE METAPERIODATO DE SÕDIO E ETANOLAMINA 

VALORES PARTÍCULA IPEN 

NSB (%) 18,6 

Bo (%) 35,7 

Observou-se que o percentual da ligação 

especifica aumentou com as modificações introduzidas, pos

sivelmente devido â maior quantidade de Metaperiodato de só--

dio usada. Porém, o percentual de ligação inespecífica apre

sentou-se muito elevado. 

4.2.1.3 - Resultados do protocolo final de acopla-

mento 

Visando a diminuição das ligações inespe-

clficas, utilizou-se soro eqüino normal na etapa de satura

ção dos sítios de ligação da celulose, que não foram total

mente ocupados pelo 29 Anticorpo durante o acoplamento. Este 

soro diluído a 50% em tampão Bicarbonato de sódio, 0,1 M, 
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pH 8,6 contendo 10% de Etanolamina, foi adicionado em volume 

igual ao das partículas magnéticas utilizadas. 

Os resultados deste acoplamento, varian-

do-se as quantidades das partículas por tubo utilizadas no 

ensaio, são mostrados na tabela V. 

TABELA V 

VALORES DE NSB E B0 , OBTIDOS COMO MÉTODO FINAL DE ACOPLAMENTO 

0,25 0,50 1,00 2,00 

1,70 3,60 3,00 3,10 

6,50 11,50 22,20 34,30 

Observou-se com essa modificação, com re

lação aos resultados anteriores, uma diminuição do valor da 

ligação inespecífica, indispensável para uma precisão satis

fatória, juntamente com a obtenção de um valor aceitável de 

ligação especifica, a partir da quantidade de 1,00 mg de 

partícula por tubo. 

4.2.1.4 - Acoplamento com o 29 Anticorpo produzi

do no IPEN 

Nos acoplamentos até então realizados, 

QUANTIDADES EM 

mg POR TUBO 

NSB (%) 

Bo {%) 
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foi usado o 29 Anticorpo da Radioassay. Com a produção no 

IPEN do 29 Anticorpo (carneiro-anti-coelho) , passou-se a uti

lizar este produto em novos acoplamentos. Os testes inicia

ram-se com o cálculo da ótima diluição desse 29 Anticorpo, 

quando usado para a separação do RIE em fase líquida. Os re

sultados são mostrados na tabela VI. 

TABELA VI 

VALORES DE NSB E B0, COM VÁRIAS DILUIÇÕES DO 29 AN

TICORPO IPEN, NA SEPARAÇÃO EM FASE LlQUIDA 

RADIO-
VALORES 29 ANTICORPO IPEN ASSAY 

DILUIÇÕES 1:2,5 1:5,0 1:10,0 1:15,0 1:20,0 1:4,0 

NSB (%) 0,9 2,2 2,6 2,6 1,7 1,2 

B0 (%) 6,0 9,6 16,4 18,3 22,8 23,6 

Estes valores comprovam o maior título do 

29 Anticorpo produzido no IPEN em relação ao similar impor

tado. 

A seguir foram realizados acoplamentos, va-

riando-se a diluição do 29 Anticorpo IPEN adicionando sempre 

em volume igual àquele original das partículas. No ensaio, 

visando-se a diminuição do NSB, foram introduzidas as se

guintes modificações: 

a) incubação a temperatura ambiente; 

b) adição de 100 ul de soro eqüino normal, 



em substituição do tampão ensaio, em 

cada ponto da curva padrão. 

Os resultados obtidos após a introdução,na 

técnica de acoplamento e nos ensaios,das modificações supra

citadas, são mostrados na tabela VII. 

TABELA VII 

VALORES DE NSB E B0, RELATIVOS A PARTÍCULAS MAGNÉTICAS PRE

PARADAS COM 0 29 ANTICORPO IPEN E SUA COMPARAÇÃO COM A PAR

TÍCULA PRODUZIDA COM O 29 AKTICORPO IMPORTADO (QUANTIDADE DE 

PARTÍCULAS = 1 mg POR TUBO) 

29 ANTICORPO 
VALORES 29 ANTICOPPO IPEN RADIOASSAY 

DILUIÇÃO 1:2,0 1:5,0 1:10,0 1:20,0 1:4,0 

NSB (%) 1,6 1,6 0,7 0,6 0,9 

Bo (%) 55,0 52,3 14,4 12,7 36,7 

Com esses dados, estipulou-se que, a di

luição do 29 Anticorpo produzido no IPEN, utilizado no aco

plamento, deveria ser aproximadamente 4 vezes menor (1:5) 

que sua diluição empregada na separação em fase liquida (1:20). 

4.2.1.5 - Acoplamento com a partícula magnética M 100 

A mesma diluiçio do 29 Anticorpo IPEN, foi 

utilizada para o acoplamento com partículas de média densi

dade, (M 100), anteriormente testadas sem resultados positivos. 
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Os v a l o r e s das ligações inespecíficas e especificas e a sua coiriDa-

ração com o nosso acoplamento de referência (29 Ant i co rpo da Ra-

d ioassay e partículas de baixa densidade) são mostrados na tabela VIII, 

TABELA V I I I 

VALORES DE NSB E B0 COM PARTÍCULAS IPEN DE MÉDIA DENSIDADE 

COM O 29 ANTICORPO IPEN E SUA COMPARAÇÃO COM AS DE BAIXA DENSIDA

DE, ACOPLADAS AO 29 ANTICORPO IMPORTADO (QUANTIDADE DE PAR

TÍCULAS = 1 mg POR TUBO) 

29 ANTICORPO IPEN 29 ANTICORPO RADIOASSAY 

VALORES PARTÍCULAS DE MÉDIA PARTÍCULAS DE BAIXA 

DENSIDADE DENSIDADE 

NSB (%) 0,9 1,2 

Bo (%) 33,6 31,5 

Observa-se com estes valores, que foram ob

tidos resultados análogos ou melhores com o 29 Anticorpo 

IPEN, mesmo utilizando partículas com média densidade. Isto 

confirma definitivamente a qualidade do anticorpo IPEN e das 

novas condições de realização do acoplamento e ensaio. 

4.2.1.6 - Variação do tempo de separação 

Neste teste, variou-se o tempo de incubação 

da partícula magnética na etapa de separa;ao do ensaio, para 

observar se esta alteração acarretaria um maior valor de li-



gação específica. Os resultados são mostrados na tabela IX. 

TABELA IX 

VALORES DE NSB E B0 DE UM ENSAIO DE hTSH EM FASE MAGNÉTICA, 

VARIANDO-SE 0 TEMPO DE INCUBAÇÃO DAS PARTÍCULAS E SUA COMPA

RAÇÃO COM UMA SIMILAR IMPORTADA, (QUANTIDADE DE PARTÍCULAS = 

2 mg POR TUBO) 

VALORES PARTÍCULAS IPEN PARTÍCULAS SCIPAC 

TEMPO (min.) 25,0 90,0 25,0 90,0 

NSB {%) 1,3 1,3 0,8 0,6 

Bo (%) 24,6 23,4 25,5 24,8 

Estes dados demonstram que o tempo de 25 mi

nutos é o suficience para que ocorram as ligações entre a 

partícula magnética e a fração ligada ao 19 Anticorpo. 

4.2.2 - Rendimento do acoplamento 

O rendimento do acoplamento, ou seja a quan

tidade (massa) de partículas magnéticas presentes no produto 

final em relação a quantidade inicial usada, foi determinada 

rotineiramente, para detectar perdas que inicialmente, eram 

de até 60%. Com isto descobrimos que a homogeneização das 

partículas com agitador tipo "VORTEX", durante os pro

cessos de lavagem e a asoiração do sobrenadante com 
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bomba de vácuo, eram os principais responsáveis pelas perdas 

existentes (tabela X). Em novos acoplamentos, realizaram-se 

homogeneizações manuais e aspirou-se o sobrenadante com pi

pe tas tipo "PASTEUR", quando foram observadaa, geralmente, perdas de 

aproximadamente 20% sobre a quantidade de material original. 

TABELA X 

RENDIMENTO OBTIDO APÓS OS CUIDADOS 

TÉCNICOS INTRODUZIDOS 

ETAPA DESCRIÇÃO MASSA DE PARTÍCULAS 

(mg) 

RECUPERAÇÃO 

(%) 

13 Material original 288 100 

2? Após rotação de 40 

minutos com o Me-

taperiodato de Só

dio. 

235 81 

3? Após rotação de 48 

horas com o 29 An

ticorpo. 

184 65 

4? Após rotação de 2 

horas com soro e-

quino normal e Et£ 

nolamina. 

194 69 

5? Partícula cronta 214 77 
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4.2.3 - Estabilidade das partículas 

Os dados deste estudo, são apresentados na 

tabela XI. Nela podemos observar que além do período de tem

po relativo ao acoplamento, foi também levado em consideração 

o tempo de marcação do hormônio (hTSH). 

Foi então observado que as partículas IPEN, 

são aparentemente menos estáveis que a partícula impor

tada, pois perderam,- apesar do hormônio recentemente 

marcado, aproximadamente 35 a 40% do valor da ligação es

pecífica em torno de 50 dias após o acoplamento. Porém, a 

conseqüente diminuição do valor da ligação inespecífica, 

manteve ou melhorou o seu desempenho no ensaio. 

As partículas SCIPAC, além de mais estáveis, 

mantém ou melhoram o desempenho, sem a diminuição do valor 

de ligações específicas. 

O marcado de 1 mês reduziu o desempenho de 

todas as partículas indiscriminadamente, IPEN e SCIPAC e, 

finalmente, o uso de uma maior diluição do 29 Anticorpo, no aco

plamento, (1:4 contra 1:2), além de proporcionar maior eco

nomia, conduziu a melhores resultados. 



TABELA XI 

ESTUDO DA ESTABILIDADE DE PARTÍCULAS MAGNÉTICAS ACOPLADAS COM O 29 ANTICORPO E SUA COMPARAÇÃO COM A SIMILAR IMPORTADA 

PERlCOO DE TEMPO PERÍODO DE TEMPO PARTÍCULA IPEN A PARTÍCULA IPEN B PARTÍCULA SCIPAC 

DO A00PLAMENTO DA MARCAÇÃO ( d i l u i ç ã o Ac 1 :4 ) ( d i l u i ç ã o Ac 1 12) 

(DIAS) * (DIAS) B0 » B, INICIAL NSB B0/»ÜSB B0 % B0 INICIAL NSB B o M È S B0 % B„ .INICIAL NSB B«/.Us$ 

0 0 40,1 100,0 1,8 29,9 37,3 100,0 1,8 27,8 37,8 100,0 0,37 62,1 

23 27 21,1 52,6 0,6 27,2 18,6 49,9 1,3 16,3 22,9 60,6 0,38 24,7 

48 1 22,4 55,9 0,5 31,7 24,6 65,9 0,6 31,7 38,5 101,8 0,31 69,1 

(*) PARTÍCULA IPEN 

tn 
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4.3 - Radioimunoensaio de hTSH 

Foram realizados ensaios comparativos, com pontos em 

duplicata, utilizando a metodologia de separação em fase li

quida, com o 29 Anticorpo IPEN (diluição de 1:20) e com o 

polietilenoglicol a 17%, e a separação por fase magnética 

com partículas importadas (DAMP-R da Serono Diagnostics) e 

produzidas no IPEN (quantidades de 2,0 e 1,5 mg por tubo, 

respectivamente). 

Os resultados a partir das curvas padrão e os res

pectivos perfis de precisão (figuras 8 a 15) obtidos pelo 

programa computacional RIAKALK, admitindo-se um percentual 

de erro menor que 10%, serão mostrados na tabela XII. Lem

bramos que o cálculo dos perfis de precisão realizado pelo 

programa RIAKALK não utiliza o esquema estatístico descrito 

por EKINS (29), mas um ajuste baseado no modelo log-logito 

de 4 parâmetros. 

Os valores de ligações inespecíficas claramente in

feriores para os métodos em fase magnética, talvez tenham 

sido responsa' ois pelos maiores intervalos de determinação 

útil dos perfis de precisão. A maior sensibilidade fornecida 

pela partícula IPEN, foi provavelmente causada pela maior 

precisão nas doses baixas apresentada por esta técnica. Uma 

tendência de qualidade inferior, parece estar relacionada â 

técnica de separação com o PEG 6000. Este tipo de análise, 

porém, ao nosso ver, não forneceu conclusões relevantes quan

do ao melhor método de separação usado, especialmente devido 

á baixa estatística utilizada: curvas padrão realizadas em duplicatas. 
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Figura 8: Curva padrão do ensaio de hTSH, utilizando 

o 2c Anticorpo IPEN como método de separação, obtida 

pelo programa computacional RIAKALK. 

(amostras em duplicata). 
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TABELA XII 

PARÂMETROS DE QUALIDADE DAS QUATRO FORMAS DE SEPARAÇÃO, DE

TERMINADOS PELO PROGRAMA COMPUTACIONAL RIAKALK, ANALIZANDO 

CURVAS REALIZADAS COM DUPLICATA DE CADA PONTO 

VALORES 29 AC 
SEPARAÇÕES 

PEG DAMP-R IPEN 

NSB 

Bo 

B . / ' 

(%) 

(%) 

/NSB 

ED2 0 (pü /ml ) 

ED5 0 (pü /ml) 

ED 8 0 (pü /ml) 

Soro controle baixo 
(pü/ml) 

Soro controle médio 
(Pü/ml) 

S o r o controle a l t o 
(Pü/ml) 

Inclinação da 
curva 

Dose mínima 
detectada (yü/ml) 

Erro relativo ã 
DMD (%) 

I n t e r v a l o determina
do no P . P . ( p ü / m l ) 

E r r o mínimo n o s 
P . r . (%) 

4,50 

51,38 

24,22 

33,66 

10,00 

2 , 9 7 

2 , 0 9 

6 ,36 

4 4 , 7 3 

1,14 

3 ,14 

9 , 6 9 

5 , 4 6 

5 0 , 3 6 

2 1 , 5 5 

3 6 , 2 8 

1 0 , 8 3 

3 , 2 3 

2 , 6 8 

6 , 8 8 

4 8 , 0 9 

1,18 

3 ,77 

9 , 8 3 

1,28 

3 1 , 0 3 

2 7 , 4 3 

3 6 , 7 3 

11 ,17 

2 ,46 

2 ,00 

8 ,07 

6 9 , 8 6 

0 , 9 2 

3 ,37 

1,36 

2 8 , 6 4 

2 4 , 5 6 

3 5 , 6 1 

1 0 , 4 1 

2 , 8 8 

2 , 1 6 

7 ,54 

5 4 , 6 1 

1,08 

2 , 2 4 

9 ,90 9 , 8 3 

2,00-130,00 3,45-91,00 3,30-154,00 2,40-173,00 

4,00 6 , 1 0 6,10 3,80 



4.4 — Análise dos perfis de precisão das quatro formas 

de separação 

4.4.1 - Perfis obtidos mediante "n" replicatas da 

curva 

Este primeiro esquema de cálculo dos perfis 

de precisão, foi realizado como aconselhado por EKINS (29). 

Os quatro sistemas diferentes de separação, foram realiza

dos, cada um, com 10 replicatas da curva no intra-ensaio. 

4.4.1.1 - Dados para a obtenção do perfil de preci

são do ensaio separado com a partícula IPEN 

A partícula IPEN utilizada nesta separação 

foi produzida a partir do 29 Anticorpo IPEN, com diluição de 

1:2,5 acoplado à partícula magnética M 100 da SCIPAC, Limi

ted, com uma quantidade de 1,5 mg por tubo. 

Após a obtenção da curva padrão, foi calcula

da a média dos % B/T e o desvio padrão (oR) das replicatas 

de cada ponto da curva (tabela XIII) e construída a curva de 

relação erro-resposta (RER) (figura 16). 

A correlação entre valores médios de B/T e 

os relativos valores médios de oR, calculados em intervalos 

de 5% de B/T, nos forneceu a equação utilizada no cálculo do 

coeficiente de variação de várias doses ao longo da curva. 
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TABELA XIII 

VALORES MÉDIOS DO % B/T E SEUS RESPECTIVOS DESVIOS PADRÃO, 

DAS 10 REPLICATAS DE CADA DOSE DA CURVA PADRÃO DE UM ENSAIO DE 

hTSH, SEPARADO COM A PARTÍCULA MAGNÉTICA IPEN. 

INTERVALOS DE % B/T % B/T a 

0 - 5 1,92 0,16 

5 - 1 0 6,89 0,18 

10 - 15 13,79 0,37 

15 - 20 19,57 0,90 

20 - 25 24,31 0,46 

25 - 30 27,86 0,53 

30 - 35 30, 23 0,52 

A equação da reta calculada foi: 

Y = 0,015 X + 0,177 

r = 0,646 
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Na tabela XIV são mostrados os valores de 

% B/T relativos ã várias doses arbitrariamente escolhidas, 

ao longo da curva padrão. Por cada % B/T, foi calculado pela 

equação RER, o erro relativo a esta resposta (aR) e pela cur

va padrão, o valor da tangente de cada ponto da curva esco

lhido. 0 erro relativo à dose (oD), foi calculado pela razão 

0 K^fc9 e ° coeficiente de variação (CV), pela razão oD/Dose 

vezes 100. 

TABELA XIV 

VALORES TEÓRICOS OBTIDOS PARA A CONSTRUÇÃO DO PERFIL DE PRE

CISÃO (% CV x DOSE), DO ENSAIO DE hTSH, SEPARADO COM A PAR

TÍCULA MAGNÉTICA PRODUZIDA NO IPEN 

DOSE (MU/ml) % B/T o R Tg aD % CV 

1 ,00 

5 , 0 0 

1 0 , 0 0 

2 0 , 0 0 

4 0 , 0 0 

6 0 , 0 0 

8 0 , 0 0 

1 0 0 , 0 0 

2 8 , 5 0 

2 2 , 5 0 

1 8 , 0 0 

1 2 , 0 0 

6,9C 

5 , 2 0 

4 , 5 0 

3 , 5 0 

0 , 6 0 

0 , 5 1 

0 , 4 5 

0 ,36 

0 ,28 

0 ,25 

0 ,24 

0 ,23 

1 ,72 

1 ,08 

0 , 8 2 

0 , 4 5 

C,17 

0 ,033 

0 , 0 2 5 

0 ,014 

0 , 3 5 

0 ,48 

0 , 5 4 

0 , 7 9 

1 ,65 

7 , 7 3 

9 ,78 

1 6 , 3 9 

3 5 , 0 0 

9 , 5 0 

5 , 4 0 

4 , 0 0 

4 , 1 0 

1 2 , 9 0 

1 2 , 2 0 

1 6 , 4 0 
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4.4.1.2 - Dados para a obtenção do perfil de preci

são da separação com a partícula magnética 

importada 

Nas tabelas XV e XVI e figura 17, são 

mostrados os dados obtidos para a construção do perfil de 

precisão de um ensaio de hTSH com partículas importadas (SCI-

PAC, Limited) usadas em Quantidade de 1 ma por tubo. 

TABELA XV 

VALORES MÉDIOS DO % B/T E SEUS RESPECTIVOS DESVIOS PADRÃO, 

DAS 10 REPLICATAS DE CADA DOSE DA CURVA PADRÃO DE UM ENSAIO DE 

hTSH, SEPARADO COM A PARTÍCULA MAGNÉTICA IMPORTADA (SCIPAC, LIMITED) 

INTERVALOS D E % B / T %B/T 0R 

0 - 5 2 , 2 7 0 ,17 

5 - 1 0 5 , 5 5 0 , 2 4 

10 - 15 1 4 , 7 4 1 , 2 3 

20 - 25 2 0 , 6 6 0 , 8 1 

25 - 30 2 6 , 6 0 0 , 7 5 

30 - 35 3 2 , 3 0 0 , 5 0 

A equação da r e t a c a l c u l a d a f o i : 

Y = 0 , 0 1 6 X + 0 , 3 5 9 

r m 0 , 4 7 9 
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TABELA XVI 

VALORES TEÓRICOS PARA A CONSTRUÇÃO DO PERFIL DE PRECISÃO 

(% CV X DOSE) DO ENSAIO DE hTSH SEPARADO COM PARTÍCULAS IM

PORTADAS . 

OSE (uU/ml) 

1,00 

5,00 

10,00 

20,00 

40,00 

60,00 

80,00 

100,00 

% B/T 

32,00 

25,50 

20,00 

12,50 

7,20 

6,00 

5,00 

4,20 

°R 

0,87 

0,77 

0,68 

0,56 

0,47 

0,45 

0,44 

0,43 

Tg 

1,62 

1,37 

1,00 

0,52 

0,13 

0,05 

0,04 

0,026 

°D 

0,54 

0,56 

0,68 

1,07 

3,65 

9,10 

10,97 

16,40 

% CV 

54,00 

11,20 

6,80 

5,40 

9,10 

15,20 

13,70 

16,40 

4.4.1.3 - Dados para a obtenção do perfil de preci

são da separação em fase líquida, usando o 

23 Anticorpo IPEN 

Nas tabelas XVII e XVIII e figura 18, são 

mostrados os dados obtidos para a construção do perfil de 

precisão, utilizando o 20 Anticorpo IPEN com diluição de 

1:10, na separação do ensaio de hTSH em fase líquida. 



TABELA XVII 

VALORES MÉDIOS DE % B/T E SEUS RESPECTIVOS DESVIOS PADRÃO, 

DAS 10 REPLI CATAS DE CADA DOSE DA CURVA DE Ufl EíSAIO DE hTSH, 

SEPARADO COM O 20 ANTICORPO IPEN 

INTERVALOS DE % B/T % B/T 

0 - 5 

5 - 1 0 

10 - 15 

20 - 25 

25 - 30 

35 - 40 

40 - 45 

45 - 50 

50 - 55 

2 , 8 1 

6 , 2 5 

1 4 , 0 6 

2 1 , 6 2 

2 6 , 8 3 

3 7 , 5 4 

4 2 , 8 4 

4 6 , 5 9 

5 0 , 0 9 

0,27 

0,60 

0,50 

0,56 

1,59 

1,22 

1,70 

2,79 

1,10 

A equação da reta calculada foi: 

Y = 0,034 X + 0,197 

r = 0,759 
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20 Anticorpo IPEN. 



71 

TABELA XVIII 

VALORES TEÓRICOS OBTIDOS PARA A CONSTRUÇÃO DO PERFIL DE PRE

CISÃO (% CV x DOSE), DO ENSAIO DE hTSH, UTILIZANDO A 

SEPARAÇÃO COM O 20 ANTICORPO IPEN 

DOSE (MU/ml) 

1 ,00 

5 , 0 0 

1 0 , 0 0 

2 0 , 0 0 

4 0 , 0 0 

6 0 , 0 0 

8 0 , 0 0 

1 0 0 , 0 0 

% B/T 

4 7 , 0 0 

3 5 , 0 0 

16 ,80 

18 ,00 

9 ,00 

6 ,70 

6 ,50 

6 ,00 

°R 

1,79 

1,39 

0 , 7 7 

0 , 8 1 

0 , 5 0 

0 , 4 2 

0 , 4 2 

0 , 4 0 

Tg 

4 , 9 1 

2 , 3 5 

1 ,31 

0 , 6 7 

0 , 2 4 

0 , 0 5 5 

0 , 0 2 6 

0 , 0 2 1 

°D 

0 ,37 

0 , 5 9 

0 ,59 

1,21 

2 , 1 0 

7 , 7 2 

1 6 , 0 8 

1 9 , 1 0 

% C 

3 7 , 0 

4 , 8 

5 ,90 

6 ,70 

5 ,20 

1 2 , 9 0 

2 0 , 1 0 

1 9 , 1 0 

4.4.1.4 - Dados para a obtenção do perfil de preci

são do ensaio separado com o polietileno-

glicol 

Os dados obtidos para a construção do perfil 

de precisão do ensaio de hTSH, utilizando o PEG a 17%, são 

mostrados nas tabelas XIX e XX e figura 19, a seguir. 



72 

TABELA XIX 

VALORES MÉDIOS DO % B/T E SEUS RESPECTIVOS DESVIOS PADRÃO, 

DAS 10 REPLICATAS DE CADA DOSE DA CURVA DE UM ENSAIO DE 

hTSH, SEPARADO COM O PEG A 17% 

INTERVALOS DE % B/T % B/T 

0 - 5 

5 - 1 0 

10 - 15 

15 - 20 

25 - 30 

35 - 40 

40 - 45 

45 - 50 

1,32 

5,36 

10,96 

18,67 

28,23 

37,45 

43,24 

46,74 

0,40 

0,83 

1,07 

0,70 

0,71 

0,69 

0,89 

0,57 

A equação da reta calculada foi: 

Y - 0,0001 X + 0,731 

r = 0,007 
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Figura 19: RER do r — a i o de hTSH em d e c u p l i c a t a , separado com 
o P o l i e t i l e n o g l i c o i . , 
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TABELA XX 

VALORES TEÓRICOS OBTIDOS PARA A CONSTRUÇÃO DO PERFIL DE PRE

CISÃO (% CV x DOSE) DO ENSAIO DE hTSH, UTILIZANDO A SEPARA

ÇÃO COM O PEG A 17%. 

DOSE (UU/ml) % B/T oR Tg oD % CV 

1 ,00 

5 , 0 0 

1 0 , 0 0 

2 0 , 0 0 

4 0 , 0 0 

6 0 , 0 0 

8 0 , 0 0 

1 0 0 , 0 0 

4 7 , 0 0 

3 5 , 0 0 

2 7 , 0 0 

1 7 , 5 0 

6 , 5 0 

5 , 0 0 

4 , 5 0 

3 , 5 0 

0 , 7 4 

0 , 7 3 

0 , 7 3 

0 , 7 3 

0 , 7 3 

0 , 7 3 

0 , 7 3 

0 , 7 3 

4 , 3 3 

1 , 8 3 

0 , 9 0 

0 , 7 8 

0 , 2 4 

0 , 0 4 5 

0 , 0 3 0 

0 , 0 1 6 

0 , 1 7 

0 , 4 0 

0 , 8 2 

0 , 9 4 

3 , 0 5 

1 6 , 2 6 

2 4 , 3 8 

4 5 , 7 1 

1 7 , 0 0 

8 , 0 0 

8 , 2 0 

4 , 7 0 

7 , 6 0 

2 7 , 1 0 

3 0 , 5 0 

4 5 , 7 0 

4.4.1.5 - Perfis de precisão 

Nas figuras 20 a 23, são mostrados as res

pectivas curvas padrão dos quatro ensaios de hTSH, realiza

dos com 10 replicatas de cada ponto da curva e separados me

diante as quatro diferentes técnicas. Nas figuras 24 a 27, 

são apresentados os perfis de precisão calculados manualmen

te, enquanto nas figuras 28 a 31, são apresentados os perfis 

obtidos com o programa computacional RIAKALK e todos os da

dos obtidos são mostrados na tabela XXI . 
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Figura 23: Curva padrão do ensaio de hTSH em decuplicata, se

parado com o Polietilenoglicol. 
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Figura 24: Perfil de precisão calculado manualmente do en

saio de hTSH em decuplicata, separado com a partícula IPEN. 
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Figura 25: Perfil de precisão calculado manualmente,., do en

saio de hTSH em decuplicatas, separado com a partícula im

portada (SCIPAC). 
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Figura 26: Perfil de precisão calculado manualmente, do ensaio 

de hTSH em decuplicata, separado com o 2o Anticorpo IPEN. 
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Figura 27: Perfil de precisão calculado manualmente, do en

saio de hTSH em decuplicata, separado com o Polietilenoglicol. 
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Figura 29: Perfil de precisão, obtido pelo programa 

computacional RIAKALK, de um ensaio de hTSH em decu-

plicata, separado com a partícula importada (SCIPAC) 
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Figura 30: Perfil de precisão, obtido pelo programa 

computacional RIAKALK, de um ensaio de hTSH em decu-

plicata, separado com o 20 Anticorpo IPEN. 
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Figura 31: Perfil de precisão, obtido pelo programa 

computacional RIAKALK, de um ensaio de hTSH em decu-

plicata, separado com o Polietilenoglicol. 



TABELA XXI 

DADOS OBTIDOS DOS ENSAIOS DE hTSH COM DECUPLICATAS DA CURVA PADRÃO E DOS 

PERFIS DE PRECISÃO OBTIDOS MANUALMENTE E COM O PROGRAMA RIAKALK 

MEIOS DE 

SEPARAÇÃO 

P . I P E N 

P . SCIPAC 

NSB 

(%) 

0,65 

0,45 

Bo 

(%) 

31,10 

35,20 

RER 

r 

m b 

0,646 

0,015 0,177 

0,479 

P . P . 

INTERVALO DE 

DETERMINAÇÃO 

(MU/ml) 

5,00-70,00 

5,50-48,00 

MANUAL 

MAXIMA 

PRECISÃO 

(% CV) 

3,60 

5,50 

D.M.D.* 

(WU/ml) 

0,49 

0,70 

P . P . 

INTERVALO DE 

DETERMINAÇÃO 

(WU/ml) 

1,00-300,00 

1,00-300,00 

RIAKALK 

MAXIMA 

PRECISÃO 

(% CV) 

2,00 

2,00 

D.M.D. 

(WU/ml) 

2,33 

2,66 
0,016 0,359 

29 Ac 

PEG 

1,57 53,94 0,759 

0,034 0,197 

0,007 

5,40-50,00 5,20 0,76 1,50-300,00 3,50 

5,39 52,52 Q (yX)1 Q ?31 3,30-41,00 4,80 0,15 1,00-250,00 2,00 

4,36 

2,29 

(*) Cálculo da sensibilidade realizado àe acordo com a definição de Rodbard e cols. (69). 

00 



88 

Observamos, com os dados destes perfis 

de precisão calculado manualnente que a partícula mag

nética IPEN, apresentou o melhor desempenho para as 

altas doses, devido aos valores extremamente baixos de er

ros, na curva RER, relativos às baixas ligações. Isto pode

ria ser explicado pelo baixo valor do NSB. Se assim for, po

rém, não se entende por que a partícula importada (SCIPAC), 

não apresenta o mesmo desempenho. Talvez isto seja devido ao 

diferente anticorpo acoplado às duas partículas ou ao fato 

que a partícula IPEN foi recentemente acoplada. Uma análise 

dos RERs relativos às duas partículas magnéticas, mostra 

praticamente a mesma inclinação para as duas curvas, porém 

uma intercecção bem diferente com o eixo Y. Isto indicaria 

uma tendência generalizada à obtenção de erros menores por 

parte da partícula IPEN, ao longo de toda a curva. 

Por algum mecanismo não bem esclarecido, na 

separação com PEG, o erro não dependeu do valor da dose. No 

RER, as doses altas (B/T baixos) se apresentaram bastante im

precisas, talvez piores que com as outras técnicas. Nas do

ses baixas (B/T alto) os erros se mostraram inferiores a ou

tras técnicas, especialmente ao 2Q Ac, que apresenta o mesmo 

nível de Bo e menor NSB. Isto fez com que.o intervalo de 

precisão desta técnica, tenha se tornado mais amplo para as 

doses baixas com conseqüente maior sensibilidade. Existe a 

dúvida que um P.P. gerado neste tipo de RER sem correlação 

significativa ( r = 0,0071), não seja estatisticamente váli

do. De fato a flutuação dos pontos no mesmo P.P. foi eleva

da. 

A técnica de separação mediante o 2o Ac, po-



de ser considerada como aquela que apresentou o desempenho 

padrão: valores intermediários de intervalo de determinação, 

de precisão máxima e de NSB. Seus parâmetros de qualidade, 

foram comparáveis àqueles relativos ã SCIPAC. 

Já os dados obtidos pelo programa computa

cional, não apresentaram nenhuma diferença significativa en

tre os métodos, excetuando-se a separação com PEG, que apre

sentou um intervalo ligeiramente menor para as altas doses. 

4.4.2 - Perfis de precisão obtidos mediante dupli

catas de "n" desconhecidos 

Este segundo esquema de cálculo dos perfis 

de precisão, foi também realizado de acordo com a metodolo

gia proposta por EKINS (29), utilizando duplicatas da curva 

padrão, de soros controle e de 38 soros desconhecidos, com 

um total de n = 100 dosagens por método de separação, em um 

único intra-ensaio. 

4.4.2.1 - Dados obtidos para a obtenção do perfil de 

precisão da separação com a partícula IPEN 

de "n" desconhecidos 

Nas tabelas XXII e XXIII e figura 32, são mos

trados os dados obtidos para construção deste perfil de pre

cisão. 
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TABELA XXII 

VALORES MÉDIOS DE % B/T E SEUS RESPECTIVOS DESVIOS PADRÃO, 

COM DUPLICATAS DE "n" DESCONHECIDOS DE UM ENSAIO DE hTSH, 

SEPARADO COM A PARTÍCULA MAGNÉTICA IPEN 

INTERVALOS DE%B/T %B/T 
ZiL 

0 - 5 3,IP 0,10 

5 - 1 0 6,37 0,10 

10 - 15 11,37 0,37 

15 - 20 16,81 0,60 

20 - 25 24,45 0,50 

25 - 30 27,00 0,85 

30 - 35 32,55 1,11 

35 - 40 36,91 0,81 

A equação da reta obtida foi: 

Y - 0,027 X + 0,027 

r - 0,911 
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0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 
V. B/T 

30.0 35.0 

Figura 32: RER de um ensaio de hTSH coro duplicatas de "n" desco

nhecidos, separado com a partícula IPEN. 
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TABELA XXIII 

VALORES TEÕRICOS OBTIDOS PARA A CONSTRUÇÃO DO PERFIL DE PRE

CISÃO DO ENSAIO DE hTSH COM "n" DESCONHECIDOS, SEPARADO COM 

A PARTÍCULA MAGNÉTICA IPEN. 

DOSE (UU/ral) % B/T o^ Tg aQ % CV 

1 ,00 

5 , 0 0 

1 0 , 0 0 

2 0 , 0 0 

4 0 , 0 0 

6 0 , 0 0 

8 0 , 0 0 

1 0 0 , 0 0 

3 7 , 4 0 

2 8 , 4 0 

2 2 , 2 0 

1 5 , 2 0 

7 , 8 0 

5 , 3 0 

4 , 1 0 

3 , 2 0 

1 , 0 4 

0 , 7 9 

0 , 6 3 

0 , 4 4 

0 , 2 4 

0 , 1 7 

0 , 1 4 

0 , 1 1 

3 , 2 8 

1 , 5 8 

0 , 9 7 

0 , 5 4 

0 , 2 1 

0 , 0 8 2 

0 , 0 5 2 

0 , 0 3 3 

0 , 3 2 

0 , 5 0 

0 , 6 5 

0 , 8 1 

1 , 1 3 

2 , 0 7 

2 , 6 5 

3 , 4 4 

3 2 , 0 0 

1 0 , 0 0 

6 , 5 0 

4 , 0 0 

2 , 8 0 

3 , 5 0 

3 , 3 0 

3 , 5 0 

4.4.2.2 - Dados para a obtenção do perfil de preci

são com partículas magnéticas importadas 

(SCIPAC, Limited), de um ensaio de hTSH 

com "n" desconhecidos 

Os dados para a construção do perfil de pre

cisão, são mostrados nas tabelas XXIV e XXV e figura 33. 



9 

TABELA XXIV 

VALORES MÉDIOS DE % B/T E SEUS RESPECTIVOS DESVIOS PADRÃO DO 

ENSAIO DE hTSH, COM DUPLICATAS DE "n" DESCONHECIDOS, 

SEPAPADO COM A PA.P.TÍCULA MAGNÉTICA IMPORTADA 

INTERVALOS DE % B/T % B/T °R 

0 - 5 

5 - 1 0 

10 - 15 

15 - 20 

20 - 25 

25 - 30 

30 - 35 

35 - 40 

40 - 45 

3,91 

7,48 

12,76 

17,53 

24,25 

27,97 

32,04 

37,26 

41,75 

0,16 

0,30 

1,33 

0,44 

0,80 

0,62 

1,68 

1,21 

1,10 

A equação da reta calculada foi: 

Y * 0 ,025 X + 0 ,278 

r = 0,646 



y* 
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<t 
O. 
o 
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Figura 33: RER de um ensaio de hTSH coro dup l i ca t a s de "n" desco
nhecidos, separado com a p a r t í c u l a importada (SCIPAC). 



TABELA XXV 

VALORES TEÓRICOS OBTIDOS PARA A CONSTRUÇÃO DO Pr.̂  --- .,., M.. 

'«TE PRE

CISÃO DO ENSAIO DE hTSH, COM "n" DESCONHECIDOS, -yrAS\DO COM 
A PARTÍCULA MAGNÉTICA IMPORTADA. 

DOSE (UU/ml) 

1 ,00 

5 , 0 0 

1 0 , 0 0 

2 0 , 0 0 

4 0 , 0 0 

6 0 , 0 0 

8 0 , 0 0 

1 0 0 , 0 0 

i * B / T 

4 3 , 0 0 

2 9 , 0 0 

2 2 , 0 0 

1 4 , 0 0 

7 , 7 0 

3 , 7 0 

3 , 2 0 

2 , 5 0 

°R 

1 , 3 5 

1 , 0 0 

0 , 8 3 

0 , 6 3 

0 , 4 7 

0 , 3 7 

0 , 3 6 

0 , 3 4 

Tg 

3 , 8 3 

1 , 7 3 

0 , 9 3 

0 , 6 5 

0 , 2 3 

0 , 0 9 

0 , 0 2 6 

0 , 0 1 9 

v \ . 

0 . t* 

O . - í 

0 , ; ; M 

0 , ^ -

2 . 0 4 

4 . U 

13 . i t > 

17.'iO 

—• — 

% CV 

3 5 , 0 0 

1 1 , 6 0 

8 , 9 0 

4 , 8 0 

5 , 1 0 

6 , 9 0 

1 7 , 2 0 

1 7 , 9 0 

4.4.2.3 - Dados para a obtenção do perfil ,j0 

são com o 2Q Anticorpo IPEN, rí„ Um 

de hTSH com "n" desconhecidos 

preci-

cnsaio 

Nas tabelas XXVI *t XXVII e figura 14 . -

pre-
trados os dados obtidos para a construção do perfil de

cisão. 
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TABELA XXVI 

VALORES MÉDIOS DO % B/T E SEUS RESPECTIVOS DESVIOS LADRÃO, 

COM DUPLICATAS DE "n" DESCONHECIDOS, DE UM EN

SAIO DE hTSH, SEPARADO COM O 29 ANTICORPO IPEN 

INTERVALOS DE % B/T % B/T 
_B_ 

0 - 5 

5 - 1 0 

10 - 15 

15 - 20 

20 - 25 

25 - 30 

35 - 40 

40 - 45 

45 - 50 

50 - 55 

55 - 60 

2 , 2 0 

6 , 9 7 

1 3 , 4 6 

1 8 , 7 2 

2 2 , 1 7 

2 5 , 4 3 

3 8 , 1 3 

4 2 , 1 2 

4 7 , 9 9 

5 2 , 3 8 

5 7 , 1 7 

0,51 

0,34 

0,67 

1,30 

0,83 

1,47 

1,19 

1,90 

1,96 

2,50 

0,90 

A equação da reta foi: 

Y = 0,026 X + 0,479 

r = 0,718 
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Figura 34: RER de ura ensaio de hTSH com duplicatas de "n" desco

nhecidos, separado com o 29 Anticorpo IPEN. 



TABELA XXVII 

VALORES TEÓRICOS OBTIDOS PARA A CONSTRUÇÃO DO PERFIL DE PRE

CISÃO DO ENSAIO DE hTSH, COM "n" DESCONHECIDOS, 

SEPARADO COM O 9 ANTICORPO 

DOSE (pU/ml) % B/T a R Tg oD % CV 

1,00 

5,00 

10,00 

20,00 

40,00 

60,00 

80,00 

100,00 

58,00 

45,50 

33,20 

20,50 

9,70 

5,70 

4 ,50 

3,50 

1,99 

1,66 

1,34 

1,01 

0,73 

0,63 

0,60 

0,57 

4,20 

2,60 

1,55 

0,76 

0,34 

0,15 

0,048 

0,035 

0,47 

0,64 

0,87 

1,33 

2,15 

4,18 

12,40 

16,30 

47,00 

12,80 

8,70 

6,70 

5,40 

7,00 

15,50 

16,30 

4.4.2.4 - Dados para a obtenção do perfil de pre

cisão com o Polietilenoglicol 

Estes dados são apresentados nas tabelas 

XXVIII e XXIX e figura 35. 



TABELA XXVIII 

VALORES MÉDIOS DO % B/T E DESVIOS PADRÃO DO ENSAIO DE hTSH, 

COM DUPLICATAS DE "n" DESCONHECIDOS, 

SEPARADO COM O POLIETILENOGLICOL 

INTERVALOS DO % B/T % B/T . D.P. 

0 - 5 3,33 0,83 

5 - 1 0 7,50 0,70 

10 - 15 11,73 1,14 

15 - 20 18,06 1,20 

20 - 25 22,05 1,70 

25 - 30 29,25 3,50 

30 - 35 33,63 1,50 

35 - 40 37,55 2,28 

40 - 45 43,66 2,90 

45 - 50 47,40 2,18 

50 - 55 51,71 2,34 

55 - 60 56,80 3,70 

A equação da reta foi: 

Y m 0,044 X + 0 ,653 

r * 0 ,793 



4.58 

0.00 
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 £0.0 

V. B / T 

Figura 35: RER de um ensaio de hTSH com duplicatas de "n" desco

nhecidos, separado com o Polietilenoglicol. 
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TABELA XXIX 

VALORES TEÓRICOS OBTIDOS PARA A CONSTRUÇÃO DO PERFIL DE PRE

CISÃO DO ENSAIO DE hTSH COM Mn" DESCONHECIDOS, 

SEPARADO COM O PEG 

DOSE (pU/ml) % B/T a R Tg o D % CV 

1,00 

5,00 

10,00 

20,00 

40,00 

60,00 

80,00 

100,00 

51,50 

36,50 

27,00 

16,70 

6,70 

4,00 

1,70 

1,50 

2,27 

2,26 

1,84 

1,34 

0,95 

0,83 

0,73 

0,72 

6,88 

2,65 

1,50 

0 ,80 

0,30 

0,16 

0,06 

0,037 

0,329 

0,853 

1,227 

1,735 

3,159 

5,181 

12,130 

19,43 

32,90 

17,10 

12,30 

8,70 

7,90 

8,60 

15,20 

19,40 

4.4.2.5 - Perfis de precisão 

Nas figuras 36 a 39 são mostradas as respec

tivas curvas padrão e de 40 a 43 os perfis de precisão ..-dos en

saios de iiTSH com duplicatas de "n" desconhecidos culminando com 

os dados teóricos obtidos destas curvas, apresentados na ta

bela XXX. 
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Figura 36: Curva padrão de hTSH de um ensaio com duplicatas 

"n" desconhecidos, separado com a partícula magnética IPEN. 

de 
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Figura 37: Curva padrão de hTSH de um ensaio com duplicatas de 

"n" desconhecidos, separado com a partícula magnética importada. 
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% C.V. 

40 
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20 • 

10 

1 5 10 20 40 60 80 100 yü/ml 

Figura 40: Perfil de precisão calculado manualmente, de um 

ensaio de hTSH, com duplicatas de "n" desconhecidos, sepa

rado com a partícula IPEN. 
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40 60 80 100 Mü/ml 

Figura 41: Perfil de precisão calculado manualmente, de um en

saio de hTSH, com duplicatas de "n" 

com a partícula importada (SCIPAC). 

desconhecidos, separado 
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Figura 42: P e r f i l de prec i são ca lcu lado manualmente, 
ensaio de hTSH, com dupl icatas de "n" desconhecidos, 
rado ei oro o 20 Anticorpo IPEN. 

uU/ml 

de um 
sepa-
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Figura 43: Perfil de precisão calculado manualmente, de um 

ensaio de hTSH, com duplicatas de "n" desconhecidos, separa

do com o Polietilenoglicol. 



TABELA XXX 

DADOS DOS ENSAIOS DE hTSH COM DUPLICATAS DA CURVA PADRÃO E DE "n" 

DESCONHECIDOS, COM PERFIS DE PRECISÃO OBTIDOS MANUALMENTE 

E COM O PROGRAMA RIAKALK 

MEIOS DE NSB B RER 

SEPARAÇÃO (%) (%) r 

m b 

P.P. MANUAL 

INTERVALO DE MAXIMA 

DETERMINAÇÃO PRECISÃO 

(pU/ml) (% CV) 

P . P . RIAKALK 

INTERVALO DE MAXIMA 

DETERMINAÇÃO PRECISÂC-

(uU/ml) (% CV) 

P . IPEN 

P . SCIPAC 

29 Ac 

PEG 

1,21 40,74 

0,43 43,99 

4,31 64,80 

7,10 61,96 

0,911 

0,027 0,027 

0,646 

0,025 0,278 

0,718 

0,026 0,479 

0,793 

0,044 0,653 

5,20 - > 100,0 

7,00 - 74,00 

7,00 - 74,00 

15,00 - 64,00 

3,50 

5,00 

6,00 

8,00 

2,05 - 208,33 

2,27 - 200,00 

3,09 - 125,00 

3,09 - 40,62 

3,57 

3,57 

3,37 

7,14 
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Neste segundo esquema de estudo dos perfis 

de precisão, foi confirmada, com uma correlação muito melhor 

(r = 0,911), a tendência da partícula IPEN a valores de erro 

geralmente mais baixos ao longo de toda a curva. Quando com

parada com a SCIPAC, a partícula IPEN, apresenta a reta da 

relação erro-resposta (RER) com a mesma inclinação, porém 

com um valor menor de intercecção com o eixo Y. Isto permite 

uma excelente precisão, especialmente na região de doses al

tas. 

O 20 Ac e a SCIPAC, reconfirmaram seus de

sempenhos comparáveis, com a maior ligação inespecífica (NSB) 

<?a primeira técnica sendo provavelmente compensada pela li

gação específica (Bo) elevada, o que permite manter erros 

relativamente baixos. 

0 PEG, não manteve o desempenho demonstrado 

anteriormente para as doses baixas, sendo sua precisão e in

tervalo de determinação claramente inferiores àqueles de

monstrados pelas outras técnicas. 

0 processamento automático desta vez discri

minou melhor entre as várias técnicas,apresentando uma pre

cisão claramente maior para as partículas magnéticas e cla

ramente inferior para o PEG. 

4.5 - Erro sistemático (BIAS), devido a técnica de sepa

ração 

As doses obtidas utilizando a separação magnética 

com partículas produzidas no IPEN e aquelas obtidas com as 

outras três formas de separação são apresentadas nas figuras 
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44, 45 e 46 distribuídas em torno de uma reta de identidade. 

A comparação partículas SCIPAC versus partículas IPEN 

forneceu a seguinte regressão linear: 

Inclinação = 0,753 Intercecção = 0,754 

Coeficiente de correlação = 0,998 (P < 0,001). 

Número de amostras = 38. 

Observa-se que as partículas magnéticas produzidas 

no IPEN, tendem a superestimar os valores do hTSH presentes 

nos soros, quando comparados com a SCIPAC. 

163.00 
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Figura 44: Distribuição em torno da reta de identidade dos dados 

obtidos nos radioimunoensaios de hTSH em fase magnética, com par

tículas produzidas no IPEN e importadas. 



113 

A comparação segundo Anticorpo versus 

IPEN forneceu a seguinte regressão linear: 

partículas 

Inclinação = 1,237 Intercecção = - 2,246 

Coeficiente de correlação = 0,991 (P < 0,001). 

Número de amostras = 38. 

Estes dados comprovam que existe correlação entre os 

dois métodos nos níveis mais baixos de concentração do hTSH 

e talvez uma superestimação dos valores de doses mais eleva

das, quando separados com o 2Q Anticorpo. 
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Figura 45: Distribuição em torno da reta de identidade dos dados 

obtidos nos radioimunoensaics de hTSH por fase magnética com par

tículas produzidas no IPEN e por fase líquida utilizando o 20 An

ticorpo produzido no IPEN. 
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A comparação PEG versus partículas IPEN forneceu a 

seguinte regressão linear: 

Inclinação = 0,848 Intercecção = 0,559 

Coeficiente de correlação = 0,971 (P < 0,001). 

Número de amostras = 38. 

Estes dados comprovam uma pequena superestimação dos 

valores de hTSH com a partícula magnética, principalmente 

nos níveis mais baixos, tendendo a aumentar nos valores mais 

elevados. 
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Figura 46: Distribuição em torno da reta de identidade dos dados 

obtidos nos radioimunoensaios de hTSH por fase magnética com par

tículas produzidas no IPEN e por fase líquida com o PEG 6.000. 
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As doses obtidas utilizando a separação magnética ou 

partículas importadas e aquelas obtidas com os dois métodos 

de separação por fase líquida são apresentadas nas figuras 

47 e 48 distribuídas em torno de uma reta de identidade. 

A comparação 20 Anticorpo versus partículas SCIPAC 

forneceu a seguinte regressão linear: 

Inclinação = 1,629 Intercecção = - 3,332 

Coeficiente de correlação = 0,984 (P < 0,001). 

Número de amostras = 38. 

Estes dados demonstraram a superestimação dos valo

res com a separação líquida, tendendo a aumentar nos valores 

mais elevados de hTSH. 
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A comparação PEG versus partículas SCIPAC forneceu a 

seguinte regressão linear: 

Inclinação = 1,130 Intercecção = - 0,298 

Coeficiente de correlação = 0,977 (P < 0,001). 

Numero de amostras = 38. 

Estes dados mostram uma tendência de superestimar os 

valores de hTSH, a partir de concentrações médias com o Po-

lietilenoglicol. 
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Figura 48: Distribuição em torno c!a reta de identidade dos dados 

obtidos nos radioimunoensaios de hTSH por fase magnética com par

tículas importadas e por fase liquida com o PEG 6.000. 
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As doses obtidas utilizando as duas separações em 

fase liquida são apresentadas na figura 49 distribuídas em 

torno de uma reta de identidade. 

A comparação PEG versus 29 Anticorpo forneceu a se

guinte regressão linear: 

Inclinação = 0,661 Intercecção = 2,580 

Coeficiente de correlação = 0,945 (P < 0,001). 

Número de amostras = 38. 

Estes dados indicam um "BIAS" elevado, que parece pro

duzir valores maiores com a técnica do 29 Anticorpo. Ao nos

so ver, porém, a baixa precisão da técnica de separação com 

PEG, deve ter aumentado a flutuação dos resultados especial

mente nas doses altas. 
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Figura 49: Distribuição em torno da reta de identidade dos dados 
obtidos nos radioimunoensaios de hTSH, comparando-se os dois mé
todos de separação em fase líquida. 
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Em conclusão, este estudo sobre o "BIAS", relaciona

do com as várias técnicas de separação, parece indicar uma 

constante tendência negativa, ligada ã utilização da partí

cula importada. Isto acontece de maneira bem evidente, quan

do ê comparada à partícula IPEN e também ao 2o Anticorpo. 

Quando comparada com o PEG, a partícula importada parece in

troduzir um "BIAS" com valores menores. Já o sistema PEG, 

por sua vez, parece ter tendência a um "BIAS" negativo ou 

pelo menos com maior imprecisão. Este resultado poderia in

dicar, em analogia com os resultados obtidos nos P.P., uma 

certa alteração ou diferença, relacionada com o anticorpo 

acoplado ã partícula importada. 

A partícula IPEN e o 29 Ac parecem ser as técnicas 

menos influenciadas pelo "BIAS". Na comparação entre elas e 

também entre o PEG e o 20 Ac, este último apresenta, geral

mente, "BIAS" positivo, ou seja, valores maiores. Lembramos 

que o 20 Ac é o mesmo utilizado no acoplamento da partícula 

IPEN, o que poderia explicar o "BIAS" positivo apresentado 

pela partícula IPEN com relação ã partícula importada. 



5 - DISCUSSÃO 

A realização deste trabalho de tese, tem duas finali

dades principais. A primeira está especialmente relacionada 

ao desenvolvimento do projeto da Agência Internacional de 

Energia Atômica, que visa a padronização de técnicas de ra-

dioensaios, com a produção autônoma dos reagentes necessá

rios para a detecção do hipotiroidismo neonatal na América 

Latina (Projeto Arcai). 

0 laboratório do IPEN-CNEN/SP onde este trabalho foi 

realizado, coordena as atividades deste projeto no Brasil e 

seu campo de maior atuação é especialmente ligado â prepara

ção de padrões internacionais de hTSH e ao estudo e prepara

ção de anticorpos em fase sólida. Vale a pena lembrar que 

até o momento atual a situação do "screening" para hipoti

roidismo neonatal na América Latina é simplesmente desespe-

radora, pois apenas um país (Cuba), realiza esta tarefa de 

maneira plenamente satisfatória. Dois ou três países, in

cluindo o Brasil, provavelmente analisam apenas 10% dos re

cém-nascidos e todos os outros praticamente não desenvolve

ram nenhum esquema de controle. Lembramos também, que em al

gumas regiões (Bolívia, Equador e Peru), existem bolsões de 

elevada incidência de bócio endêmico (até 80% da população), 

sem terem ainda dados efetivos com relação ã incidência do 

hipotiroidismo e conseqüente cretinismo. 
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Com relação a esta primeira finalidade, o trabalho de 

padronização de um sistema de separação em fase sólida, mais 

independentemente possível da importação de reativos de cus

to exorbitante, tornou-se um dos objetivos principais e tal

vez o único que não foi solucionado pelo programa ARCAL. Ain

da de acordo com os últimos levantamentos realizados, a uti

lização de um esquema IRMÃ de hTSH para a detecção do hipo-

tiroidismo neonatal na América Latina, tem o custo do siste

ma de separação em fase sólida, provavelmente maior que 80% 

do custo total dos reagentes. 

Por estas razões a construção de um separador magné

tico nacional, seus testes e controle de qualidade, a esco

lha e padronização de um método químico de acoplamento de 

anticorpos à celulose magnetizada e todos os testes que com

provam a qualidade da partícula obtida, se tornaram funda

mentais ao desenvolvimento do programa. 

A segunda finalidade, que tem aspectos mais teóricos, 

cujo impacto prático a nível intra e interlaboratorial é 

também fundamental, é o estudo da precisão da técnica desen

volvida, pois da mesma forma que há esquemas de ensaios (RIE, 

IRMÃ, etc), que vêm sendo utilizados há mais de 20 anos, há 

técnicas de separação também conhecidas a décadas e utiliza

das mais ou menos arbitrariamente, julgando seu desempenho 

na base de parâmetros de avaliação inediata; ligação especí

fica e inespecífica, inclinação da curva, ED50, determinação 

automática dos perfis de precisão, baseados em estatísticas 

insuficientes. Poucas vezes realizamos ou vimos realizar um 

verdadeiro estudo estatístico significativo de comparação 

entre técnicas de separação diferentes, mediante a constru-
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ção dos perfis de precisão. E é sabido que esta é a única ma

neira válida de avaliar o impacto que a introdução de uma 

modificação técnica tem no desempenho de um ensaio. Assim 

esta segunda finalidade, que só tem validade plena quando é 

realizada com os reativos específicos que foram preparados 

(considerando-se, portanto, as limitações e imperfeições des

tes mesmos reativos), devia ser necessariamente alcançada, 

juntamente com a primeira. 

A construção de um separador magnético nacional foi 

realizada com pleno êxito. Como podemos observar pelos resul

tados apresentados, seu desempenho é absolutamente idêntico 

ao do produto importado. Além dos dados apresentados nesta 

tese, devemos lembrar ã sua utilização com sucesso na reali

zação de um curso internacional no laboratório da TBM (IPSN) , 

quando estes separadores foram utilizados por grupos de alu

nos no radioimunoensaio dos hormônios: hTSH, hGH, hLH, hFSH 

e hPRL. 0 seu custo, baseado na aquisição de todos materiais 

nacionais, de fácil obtenção, foi calculado em US$ 30, por 

exemplar, contra aproximadamente US$ 105, do produto impor

tado. Obviamente mais trabalho deverá ser realizado, no sen

tido de melhorar sua estética e transportabilidade, estes 

aspectos, porém, fogem do presente trabalho e dos recursos 

disponíveis. Sabemos, porém, que o laboratório coordenador do 

Projeto ARCAL chileno, que juntamente com outros, recebeu 

por doação um protótipo deste separador, já o aperfeiçoou, 

chegando a implantar rotineiramente à sua produção. 

A preparação da partícula magnética (2Q Anticorpo 

produzido em nosso laboratório, acoplado à celulose magneti-

zada, adquirida à SCIPAC Limited, Londres, se constituiu na 
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principal realização técnica do presente trabalho. »• 

demos observar na apresentação dos resultados. váriOP ». -
R S tcoitt-

cas e várias partículas foram pesquisadas. Das troa •-£_ 

de acoplamento mais comumente usadas e que utilizam hr 
uro"''<:(.0 

de cianogênio, carbonildiimidazol (CDI) e metaperio<iato 

sódio, estas duas últimas foram testadas e somente npós , i 

gumas modificações introduzidas na técnica do metaperiod.it 

foi possível obtermos resultados satisfatórios. Também foram 

testados vários tipos de partículas de celulose magnetizatia • 

uma com 50* de Fe3Q* (M 100), uma com 25% de Fe30i,(M 104) e 

uma com 12,5% de FeaOi, (N 108), cujos dados não foram apre

sentados. A M 104 foi a partícula que geralmente apresentou 

melhores dados, especialmente com relação aos rendimentos e 

aos valores de ligação inespecífica, sendo também possível a 

utilização da partícula M 100, com resultados e desempenho 

satisfatórios. O valor das ligações específicas alcançou, a 

maioria das vezes, aqueles típicos da partícula importada 

enquanto as ligações inespecíficas, foram geralmente um pou

co maiores. O estudo subsequente sobre a precisão aostrará 

porém, que este fato não teve particular influência negativa. 

Com relação aos rendimentos dos acoplamentc:;, podem/; 

afirmar que, introduzindo-se cuidados especiais nas manualí-

dades, foi possível alcançar valores superiores a 70%, con

tra os valores inferiores a 50« conseguidos inicialmente, me

lhorando, portanto, a economicidade da preparação. 

No que se refere a estabilidade das partículas, pode

mos afirmar que os produtos IPEN, ainda não são tão estáveis 

quanto o produto importado, pois após 50 dias do aor̂ -lamento 

apresentaram perdas de aproximadamente 40% nas ligações es-

http://metaperiod.it


pecíficas. Diminuições paralelas no inespecifico permitiram, 

porém, a manutenção do desempenho da partícula no ensaio. 

Considerando a importância da obtenção de um produto perfei

tamente estável, estamos realizando estudos neste sentido 

sobre as condições de estocagem, as características do 20 

Anticorpo e o tipo de reação de acoplamento usados. 

Uma análise completa da qualidade da partícula magné

tica produzida durante este trabalho, não pede prescindir d-? 

fundamentos de caráter econômico. Se considerarmos como téc

nica de referência a que utiliza o 2o Anticorpo em fase li

quida, observamos que o custo deste reagente de separação é 

da ordem de US$ 0.11 por tubo. Adquirindo a celulose magne-

tizada (SCIPAC) e acoplando o antissoro produzido em nosso 

laboratório, chegamos a um custo de US$ 0.025 por tubo, sem 

considerar o fato que esta técnica permite excluir o custo 

de aquisição e manutenção de centrífugas refrigeradas. Se 

considerarmos ainda,o custo de ÜS$ 0.09 por tubo, relativo 

ao emprego da partícula magnética importada já acoplada ao 

anticorpo, a partícula por nós sintetizada, ainda é conside

ravelmente mais econômica, além do fato de evitar constantes 

importações de produtos com validade limitada. 

Lembramos enfim, que o domínio da tecnologia de aco-

plamento, permitiu à preparação de outros tipos de produtos, 

entre os quais o 10 Anticorpo, policlonal, anti hTSH acopla

do à fase magnética e utilizado no IRMÃ deste hormônio. Os 

dados obtidos com este tipo de anticorpo por pesquisadores 

do IPEN, só foram possíveis graças aos conhecimentos adqui

ridos com este primeiro estudo. 

Na preparação desta partícula magnética não deve ser 
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subestimada a importância do 29 Anticorpo produzido no IPEN 

e cuja qualidade, obviamente, é um fator indispensável para 

o bom funcionamento da fase sólida. Um estudo realizado no 

presente trabalho, mostrou que seu título é consideravelmen

te superior ao titulo do produto importado da Radioassay. De 

fato,esta qualidade do 29 Anticorpo IPEN pode ter sido res

ponsável pelo desempenho aparentemente melhor da partícula 

IPEN junto ã partícula importada. 

A construção e análise dos perfis de precisão, rela

tivos às quatro formas de separação, foi desenvolvida em 

quatro níveis diferentes. 0 primeiro nível foi aquele apre

sentado na tabela XII o qual utilizou duplicatas da curva 

padrão e, portanto, uma estatística sumariamente limitada 

com o programa de computação RIAKALK. 0 segundo e terceiro 

níveis, foram as técnicas manuais de construção dos perfis, 

realizados em perfeito acordo com as recomendações de R.P. 

Ekins, com signif icãncia estatística adequada, utilizando em um 

caso decuplicatas de cada um dos 10 pontos da curva padrão 

(n = 100) e no outro caso duplicatas da curva padrão, dos 

soros controle (baixo, médio e alto) e de soros desconheci

dos (n = 100). O quarto nível foi a repetição do cálculo dos 

mesmos perfis, agora utilizando o programa RIAKALK, nos mes

mos dados estatísticos (n * 100). 

Uma primeira consideração, que pode ser feita, anali

sando todos estes dados, é que o processamento automático dos 

dados (Programa de Computação RIAKALK), produz resultados 

bem diferentes do processamento manual. No caso do processa

mento automático de curvas em duplicatas (tabela XII), por

tanto, com estatística muito limitada, a precisão de todos 
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os diferentes esquemas de ensaio, é bem superior ã precisão 

calculada manualmente. Existe pouca discriminação entre as 

técnicas, ou seja, a precisão do 29 Anticorpo é praticamente 

a mesma obtida com o Polietilenoglicol, enquanto que as duas 

técnicas magnéticas, mais precisas para doses altas, não pa

recem apresentar grandes diferenças. As duas têm um desempe

nho melhor com relação às técnicas não magnéticas e entre as 

duas o produto IPEN, demonstra ser um pouco melhor. Passando 

ao processamento automático dos dados, com estatística mais 

rica, no caso das decuplicatas da curva padrão há um elevado 

achatamento dos resultados. Todas as técnicas apresentam uma 

enorme precisão: praticamente no intervalo de 1 a 300 PU/ml 

e não há discriminação entre os vários métodos de separação. 

Isto nos sugere muita cautela. 

O primeiro resultado com estatística limitada pode 

até parecer real e apresenta uma certa discriminação. Pode

mos especular que a maior precisão obtida é real e depende 

do ajuste realizado pelo programa e que obviamente não é fei

to nas técnicas manuais? Mas aqui surge outro questionamento: 

maior riqueza estatística no processamento automático, deve 

necessariamente levar a uma maior precisão e ao achatamento 

dos resultados relativos as diferentes técnicas? Não nos pa

rece. Maior riqueza estatística deveria ao nosso ver, evi

denciar melhor, qual é a técnica mais precisa. Estes resul

tados que sugerem um coeficiente de variação menor que 10% 

até doses de 300 uU/ml, para um PIE de hTSH, nos parecem 

francamente irreais, especialmente quando constatamos que o 

intervalo é o mesmo para as quatro formas de separação. 

A nossa cautela na utilização dos dados obtidos pelo 
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processamento automático de dados, após estas considerações, 

é portanto, ainda maior e sugerimos a mesma cautela a todos 

aqueles que usam "software" fechados, a maioria das vezes, 

sem saber como é montada a estatística. A mesma cautela, re

comendada com relação à precisão, deve ser utilizada no cál

culo da sensibilidade. Podemos de fato observar uma sensibi

lidade calculada manualmente pelo método descrito por Rodbard 

(69), que é 4 a 6 vezes maior que aquela calculada pelo pro

grama computacional e onde, aparentemente, não é realizado 

nenhum teste de significância, mas somente escolhida aquela 

dose, que permita uma precisão cujo valor é fixado pelo per

fil assim construído. 

Nossa análise da precisão, comparando as quatro for--

mas de separação, será portanto, baseada especialmente na 

construção manual dos referidos perfis em parte confirmada 

pelo processamento automático dos dados somente no caso da 

utilização de duplicatas de "n" desconhecidos. Como já foi 

mencionado em alguns comentários, realizados no capítulo an

terior, houve algum resultado diferente nos dois esquemas de 

análise baseados em decuplicatas da curva padrão ou em du

plicatas de "n" desconhecidos. Nos dois esquemas porém, a 

partícula IPEN apresentou os maiores intervalos e a maior 

precisão, enquanto que a partícula importada e o 2o Anticor

po apresentaram dados quase idênticos. A técnica de separa

ção que utiliza o PEG e que nos dois casos apresentou a pior 

precisão para as doses altas, teve resultados contraditórios 

para as doses baixas. No primeiro esquema sua precisão foi a 

melhor entre todas as técnicas, enquanto que no segundo, foi 

a pior. Podemos arriscar alguma explicação? Com os dados 
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disponíveis é muito arriscado, porém vale a pena tentar. 

Claramente, por alguma razão, a análise baseada nas 

duplicatas de "n" desconhecidos, deu resultados mais confiá

veis, especialmente se considerarmos os RER relativos. Os 

coeficientes de correlação destas relações erro-resposta, fo

ram claramente melhores neste segundo caso. A técnica mais 

suspeita (o PEG), no primeiro caso não apresentou pratica

mente correlação nenhuma. Além disto, por dados interlabora-

toriais e da literatura, como também, considerando o valor 

de sua ligação inespecífica, é sabido que a técnica de sepa

ração com o PEG é uma das mais imprecisas. Existe porém, a 

pequena probabilidade, que no primeiro esquema, a precipita

ção com o PEG, tenha funcionado com alta reprodutibilidade, 

devido a sua melhor controlabilidade e altos valores de con

tagem . 

Mas a preocupação maior de nossa análise, não é tan

to a precisão da técnica de separação por PEG, mas da técnica 

em fase magnética, que utilizou a partícula IPEN. Porque uma 

precisão claramente maior do que aquela da análoga partícula 

importada, considerando que tanto as ligações específicas 

quanto as inespecíficas são em favor da partícula importa

da? Porque o estudo realizado com relação ao "BIAS" , parece 

indicar um desempenho mais duvidoso da partícula importada? 

Existem duas possibilidades: a natureza do anticorpo acopla

do do IPEN (melhor título e avidez), ou o menor tempo decor

rido, entre o acoplamento e o ensaio da partícula IPEN. Exis

te também, a possibilidade de ordem psicológica e que fre

qüentemente é muito difícil de ser evitada e identificada: 

o fato que o experimentador, que é também o sintetizador da 
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partícula, dedique maiores cuidados ao seu reagente. De qual

quer forma os dados não são tão diferentes, que possam gerar 

grandes dúvidas na utilização prática destas técnicas. 

A técnica de separação em fase magnética, além de ser 

mais econômica e de eliminar a centrifugação, certamente não 

proporciona precisão inferior as outras duas técnicas tradi

cionais: muito provavelmente, permite uma precisão e um in

tervalo de determinação maiores. Considerando que até o pro

dutor (SCIPAC), declara uma validade limitada para as suas 

partículas, é recomendável usar produtos recêm-acoplados e 

que, obviamente, satisfaçam os valores de ligações específi

cas e inespecíficas, que não sejam, respectivamente inferio

res a 30% e superiores a i a 2 %. 

A qualidade do anticorpo a ser acoplado é de extrema 

importância e deve ser testada como foi neste trabalho, me

diante ensaio tradicional em fase líquida. 
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6 - CONCLUSÃO 

Em conclusão, as duas finalidades principais propos

tas neste trabalho, foram cumpridas. 

Foi padronizada uma técnica de preparação de reagen-

tes de extremo interesse para a separação de radioimunoen-

saios e ensaios imunorradiométricos em fase sólida, que re

presenta maior economia, independência e praticidade. 

A análise dos perfis de precisão das técnicas de se

paração empregadas, calculados manualmente, se mostrou ex

tremamente útil e de grande validade. Não se recomenda, por

tanto, a utilização em trabalhos de pesquisa, do processa

mento automático de dados, que não tenha sido previamente 

revalidado, mediante análises manuais. 
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