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Resumo

Este trabalho ava]ia‘a aplicabilidade do programa RIAKALK para o
processamneto dos dados de radioimunoensaio (RIE) em NOBSO0S
laboratdrios. O RIAKALK foi desenvolvido em linguagem BASIC do sistema
APPLE e necessitou ser adaptado para o sistema SIM/DOS do nosso
microcomputador, compativel com o IBM/PC. Sua adequaglo foi analisada
no processamento dos dados computacionaimente com aqueles obtidos
manusalmente. O programa provou ser perfeitamente adequado para a
andlise desses dados, SENdo vpnrtanto implantado em NossOs
laborator ios.

#Trabalho apresentado na 42a Reunido Anuyal da “Sociedade Brasileira
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Abstract

This work evaluates the applicability of the RIAKALK program for
the processing of radioimmunoassay (RIA) data at our laboratory. The
RIAKALK was written in Applesoft BASIC and had to be adapted to run on
the IBM—~PC wunder SIM/DOS operating system of our microcomputer. Its
suitability was tested on laboratory data of several hormonal RIAs,
comparing the results processed computationally with those obtained
manunlly. The program proved to be quite suitable for the analysis of

these dataﬁ, being thus implanted at our laboratory.
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INTRODUCXO

0 RIE ¢ um método analitico que emprega quantidades diminutas de
radioatividade e anticorpos especificos para wmedir substiéncias de
import@ncia bioldgica, da ordem de fentomoles. A partir de seu
desenvolvimento no final da década de 50, houve um crescimento
explosivo de sua aplicagdo na drea biowmédica, que é evidenciado pela
realizacic de cerca de cem milhdes de dosagens por ano em todo o
mundo, referentes a hormdnios, drogas, vitaminas, enzimas, virus,
ant igenos tumorais, nucleotideos ciclicos, proteinas séricas e
sub;tincias outras. Até o inicio dos anos 70, as concentragtes das
amostras desconhecidas eram est imadas nos RIEs por leitura direta na
curva dose-resposta, que era construida manualmente (1).

A necessidade de um sistema automat izado para o cdlculo e¢ andlise
da grande quantidade de dados gerados pelos RIEs, coincidiu com o
rdpido desenvolvimento dos computadores, levando a formulacfio de
vdrios programas computacionais para tal finalidade. Em 1968, Rodbard
e cols. (2) ja haviam desenvolvido um wétodo matemdtico para
linearizar = curva dose-resposta, usando uma transformagio log-logito
por meio de computadores. Desde entio, este e outros modelos tém sido
empregados na formulacio de programas computacionais para a andlise
dos dados de RIE em computadores de grande e pequeno porte (3-14).

Emte trabalho avalia a aplicabilidade do programa RIAKALK para o
processamento de dados do RIE nos laboratérios do IPEN-CNEN/SP, no
qual se realiza desde o inicio da década de 70 o desenvolvimento de
diversos ensaios hormonais, mediante a obtencio manual de seus

resultados.



MATERIAIS € MdTODOS

Utilizou—-se um microcomputador com memiria RAM de 75" kilooytes
(modelo I-7000 PCxtII, ltautec Informdtica S.A., Siao Paulo). 0 RIAKALK
foi desenvolvido por Gianella Neto (195) a partir dos programas
descritos por David Rodbard no “National Institute of Health”,
Bethesda, E.U.A., especificamente para RIE:z RIA 801, RIA 004 ¢ OC RIA
(16). Ele emprega o wmodelo matematico de ajustagem log-~lagito de
quatro parimetros, pelo método nfo linear dos minimos quadrados com
reponderacao iterativa, descrito por Newton-Gauss € wodificado por
Marquardt-Levenberg (17). Como foi desenvolvido em linguagem BASIC do
sistema APPLE, o RIAKALK necessitou ser adaptado para o sistema
SIM/D0S do nosso wmicrocomputador.

Neste programa, os dados dos RIEs s80 inicialmente gravados num
arquivo através de uam programa auxiliar, editor, o que permite
reanaliza-los prontamente. A entrada dos dados ¢ realizada numa
sequéncia determinada. Inicialmente s@o introduzidas as informagoes
que identificam cada RIE em particular e a seguir 80 digitadas as

contagens do ensaio. Estas se referem as contagens totais,

desconhecidas. Nio hd limitag¢30 para o nimero de replicatas, porém ele
deve ser constante para o0s padriies e desconhecidos, embora nio
necessar iamente igual entre eles.

A partir desses dados, o RIAKALK calcula os quatro parfimetros dos
RIEs, com seus respectivos desvios padr¥ot ligaclo inespecifica (NSB),
ligagKo da dose zero (Bo), dose efetiva para valor de 50X dm resposta
mdxima (EDgg) € inclinag®o da curva dose-resposta (8L) e estima o erro
médio aquadratico do ajuste (RMB). Ele também constroe a curva

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



imprecis8o, a partir da qual determina a dose minima detective: (DMD)
e« a concentragcio das amostras desconhecidas, com seus respectivos
erros. Se o valor de alguma replicata estiver fora, ou se os pontos
nS0 estiverem distribuidos dentro do intervalo de confianca da curva,
o programa alerta para que os dados sejam conferidos. Portanto, nenhum
dado ¢ descartado a menos que o analista intervenha manualmente.

0 programa também determina as doses efetivas para valores de 10
a 90 A da resposta maxima (B/Bo) com seus erros respectivos. Por
definiglo0 do programa, a DMD é a menor dose estimada a partir de 90%
de B/Bo com um erro maximo estipulado para cada RIE, com base num
controle de qualidade prévio. Nesta adaptagcio do RIAKALK, inclui-se a
estimativa da DMD segundo a definigl0 da dose correspondente ao valor
de Bo subtra/do de 2,5 desvios padric (DP). 0 RIAKALK determina a
concentracio das amostras desconhecidas, assinalando os resultados que
apresentam valores de erro e de coeficiente de variacdo das replicatas
superiores a0os estabelecidos previamente, para cada ensajo on
particular.

A aplicabilidade do RIAKALK foi avaliada no processamento dos
dados dos RIEs de calcitonina (18), gastrina (i°). glucagon (20), 6H
(21), LH (22), Prl1 (23), TSH em fase liquida (24) e magnética (25) e
de T3 e T4 do programa NETRIA (26). Os resultados <fornecidos pelo
programa foram comparados com aqueles obtidos manualimente, mediante o
tragado das curvas dose-resposta em papel semi-log e leitura direta
nas respectivas curvas. Nio foi possivel calcular o valor dos SLs das
curvas tracadas manualmente. Determinaram-se, portanto, as regressies
lineares entre os valores estimados computacionalimente ¢ manualmente,
referentes & NSB, Bo, doses efetivas da curva dose-resposta, OMDs e
concentracfo de amostras de controle de qualidade internc de cada

ensaio (CQ@) pela mplicagio do sistema BAS (27).



RESULTADOS

A Figura 1 exibe o exemplo tipico de uma listagem de saida de
dados de um ensaio analisado pelo RIAKALK, onde sio registrados os
dados do 3ajuste da curva doseresposta € 05 €rros estimados para as
diferentes doses. A curva € o perfil de imprecisiio correspondentes sfo
mostrados na Figura 2. A Tabela 1 compara os valores dos difrentes
RIEs obtidos manualamente € pela aplicacdo do programa. Como pode ser
observado pela andlise desta Tabela, os resultados foram muito
semelhantes quando determinados pelos dois sistemas. Verificou-se uma
correlacBo linear altamente significante entre os valores de cada
paridmetro, pelas respectivas regressoes lineares, cujos resultados

est o apresentados na Tabela I1.



LA B & (So) ® 18U C (EDSe) O (NS nns
1 2743 1.2@ 89.44 31
@ 2747 .41 t.33 .e 234.02 2.19
3 2734 .22 1.33 90.03 202.09 .02
LY 2736.38 1.3 0] .03 2046.16 2.31
-3 2747 .26 1.37 81.19 247 .43 2.1
/- 235.6 -2 .01 13,61
P1. 005 CPm (W 4] RESIOUO PESO REARD nEDIA
ORSERV. ESTINaDO PADRAO RELATIVO XENRO
1. * 2743 2747 .26 -.08 .94
<. L] 2873 2747 .28 1.14 .34
3. ] 2818 e7_28 .64 .24
4, [ ] 2718 2747 .26 -.26 .34
S. 6.2% 2400 2674_91 R .33 o1.05
é. 4.25 2698 2674.91 =19 - 79.9
’. 6.23 20088 2674.91 ~-.8) .33 29.95
Q. 6.25 2330 2674.94 -1.33 .33 19.55 47.39
9. 12.5 2e%2 2548.0 1.13 .34 74.12
1o, 12.5 e’ 2560 Ry b2 -36 34.95
11. 12.3 237 2560 . 89 -4.47 - 36 12.3
12. 12.5 264} 2568 .9 ~1.2 - 36 14.2 34.39
113, 23 2413 2334 .16 73 -8 13
14. 2% 2340 2334.16 -84 -4 10.95
1%. 2% 2293 2334.1¢ -8 8 ?.9%
16. 2% 229% 2334.16 ~. 38 -8 9 10.96
t7. Se 1999 1993.76 1.03 -47 6.6
18. 30 1926 1903.7¢6 .24 -89 6.19
19. 5S¢ 127 1903.7¢ .23 -89 6.13
20. 1] 1933 1903.7¢4 -3 .49 6.2 6.20
21. 100 1642 1332 1.43 .7 4.7
22. 100 1395 1332 .82 -7 4.6%
23. 100 1279 1332 - .69 o7 9.6
4. 100 126% 1332 -.02 V4 4.6 4.64
2s. 200 8OO 827.39 -.49 1.12 S.2
2. 200 72% e27.,3? ~1.49 1.12 $.98
27. 200 710 827.3% -1.93 1.12 3.63
28. 200 8317 827.39 -.17 1.12 9.49 3.39
29. 400 332 S19.39 .26 1.70 7.3
20. 499 488 519.39 - .63 1.78 8.43
n. 400 596 519,39 1.2y 1.78 6.7
2. 400 43S 519.39 2.4 1.78 6.2 7.2
3. NSD 24° 267.43 - .63 3.46
34. N8B 242 267 .43 ~.16 .46
3%3. NS 209 267 .43 Y ) .46
3. HES 253 267.432 -.48 .48
Figura 1. | istagem dos dadous de um RIE de TSH (24) processados pelo

RIAKALK.
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Figsura 2. Curva dose-resposta (h esquerda) e perfil de imprecisfo (ih
direita) do RIE de TSH, construidos pelo RIAKALK. 8fo
indicados a0 longo da curva ajustada os valores observados
(média £ DP) e & interpolagciio para » estimativa de EDgg. No
perfil de imprecis®o é assinalado o erro estipulado para a

estimativa da DMD deste RIE (20%).
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Yabela 1. Comparacfo dos valores dos RIEs determinados pelo aétodo

asanual (acima) ¢ pelo RIAKALK (abaixo). A unicade da concen—

trscBo de cada horminio € indicada entre parénteses.

RIE - o B0 ED50 €000 WO "o ce ce ce v
(96X 3/%0) (IBe-2,5 OP) Alce Nidio Bnime
Calcitenina .60 26,9 715,00 240,00 40,00 0.0 15,00 720,00 45,00 65,00 -
(eg/ul) 6,71 29.85 36,71 235,72 04,41 %546 .82 68,09 350,07 116, 1,89
Sastrina 0.1 49.2¢ 235,00 0,00 14,00 4,00 7.00 100,00 4.0 35,00 —
(snsl/1) 0,4 N5 27,13 N MW15,47 7,68 13,67 07,78 N4 1,9 1,0
Glucape 3,41 34,26 350,00 200,00 64,00 31.90 2,00 240,00 120,00 22,00 —
(pe/ul) 5,11 33,70 548,01 195,47 69,78 38,16 26,9 28,4 117,2 .23 1IN
“ 5.9 “pa a'“ .'“ 3'2. 2.‘. 2.” —— ‘.’ "” we—
(ep/ul) 5.9 1N 28,13 0,85 2,04 1.2 2,77 ——— 7,76 4,08 1,15
LN 7.5 3,59 3.9 0% 0,26 0,44 9,24 7,9 1,35 00 —
(ng/sl) 7,99 M.R 4,27 0% 022 0,0 0,17 6,77 1.9 0,47 0,93
Prl 7,90 24,30 120,00 44,00 16,00 7,00 600 114,00 N, 0 13,40 —
(ng/ul) 8,13 23,16 104,81 42,63 17,4 103 8,00 123,18 7.4 V7.1 1,4
™ 4,04 38,95 210,00 82,00 28,00 12,30 8,40 135,00 4,0 23,00 —
fase lismida 4,04 80,47 223,08 81,19 29,83 16,27 12,38 165.% &,68 5,8 A%
(ulVul)
™ 4,70 20,30 45,00 113,00 25,00 11,00 2,50 190,00 135,00 95,00 —
fose mapoitica 4,71 21,03 409,50 117,90 28,50 12,80 1,10 182,90 132,20 8,9 0.9
(el/al)
" s'“ "1“ "a "” .,“ .y” .y‘. "“ "“ "‘. ———
(aeel/nl) M NMW 68 1,2 LY o8 ., 6% 2,9% oM 1,13
74 2,00 60,70 205,00 72,00 22,00 10,0 1,90 200,00 105,00 77,00 -~
(reol/8l1) 2,9 K,4 20,73 1,2 1,08 10,8 3,03 23,97 117,29 76,% 1,16
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Tabela 1I. Resultados da regressfo linear entre os valores dos RIEs
determinados pelos doils sistemas, do tipo Y = AX onde

Y = RIAKALK € X = manual .

300 CaB e WAk HA00 U $00s Cone 2000 STES Bme S9%0 Seel g S90S B cese SIS ARG Feet FOOS pme es $A04 Liue et Bk FAUS MA MBS WSS Meme WSS S04 SMSS SUES SMSe FeSe 0O) TV M VOO fue S90S SH® FOSS PeD GRS FeSS Sess GO GSR mbe COSS HSS uk domt UBet has 4G MBOS ML GO MBS GESP Cobe et AP Sims e

Parémetro At DP r P
NSB 1,012 + 0,005 00,9999 { 0,004
Bo 1,045 + 0,044 09,9995 { 0,004
EDpeo 9,963 ¥ 0,015 09,9989 ( 0,001
EDso 0,984 + 0,005 09,9998 ( 0,001
EDgo 1,198 + 0,054 | 0,9910 ¢ 0,004

DMD (90% B/Bo) 1,337 &+ 0,060 0,9911 ( 0,001

OMD (Bo ~ 2,5 DP) 1,957 4 0,141 0,9552 { 0,004
Ce Alto 0,890 + 0,005 90,9968 ( 0,004
Cn Médio 0,96% + 0,703 09,9999 ( 0,001

Ce Baixo 1,144 3. 0,057 0,99¢2 ( 0,001
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018CUSSRO

O RIE ¢ uma técnica analitica mais propensa a erros do que os
nétodos usuais empregados em anilises clinicas, requerendo uma andlise
estat istica bem elaborado para assegurar a confiabilidade das
est imat ivas realizadas. Consequentemente, a simples obtengfo dos
resultados pelo tragado manual da curva dose-resposta, além de ser
demorada e trabalhosa, ¢ desprovida de informagbes seguras para o
controle da qualidade dos ensaios. O custo decrescente dos
equipamentos de computacio nos .iltimos anos levou a um maior emprego
dos computadores nos laboratérios de RIE. Atualmente, cada laboratério
tem, ou deveria ter, acesso a programas computacionais que, além de
facilitarem a obtencfo dos resultados, eliminam tanto quanto possivel
0 risco de erro associado com a intervenciio humana.

08 programas para analise de RIE s8o frequentemente redigidos em
lingungem FORTRAN, aque po; ser uma linguagem Jjd padronizada,
possibilita seu ewprego na maioria dos sistemas computacionais.
Entretanto, os programas descritos em linguagem BASIC, como o RIAKALK,
que Aainda nfo dispte de um padrido definido, necessitam ser adaptados
para Os varios sistemas, devido as préprias diferencas existentes
entre os microprocessadores (28). A versfo do RIAKALK PaAra
microcomputadores em 1inguagem BABIC do sistam APPLE foi facilmente
ndaptado para o sistema compativel com o IBM/PC, podendo ser ampliada
ou mlterada, de acordo com a necessidade de cada laboratério. Embora o
modelo wmatemdtico empregado pelo RIAKALK seja complexo ¢ necessite de
uma substancial facilidade computacional, ele apresenta vantagens
sobre os métodos empiricos de wjustager da curva dose-resposta, sendo
um modelo geral, versdtil, fle:ivel e muito adequado para as curvas de

RIE (17),
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A correlaglio altamente significante verificada entre os valores
est imados nos diversos RIEs pelo emprego do RIAKALK ¢ pelo tragado
manual da curva (p ( ©,001), confirmou sua adequagfo para o
processamento e andlise dos dados de RIE em nossos laboratdrios, em

substituicio no método manual.

CONCLUSBES

0O programa RIAKALK, que realiza algumas tediosas e repetitivas
operactes normalmente encontradas no cdlculo dos resultados do RIE, se
mostrou perfeitamente adequado para a analise dos dados dos ensaios
realizados neste laboratdrio. Portanto, ele estd sendo implantado em
substituic8o so método manual, automatizando a obtencfo dos resultados
Ji avaliados estatisticamente. Cipia do RIAKALK em sistema SIM/DOS
para wmicrocompuatdores da linha IBM/PC, encontra-se disponivel no

Centro de Documentac3o Informatica Biomédica da UNICAMP (Disco n? 33).
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