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RESUMEN. SUMMARY.

Se describen diversos procedimientos utilizadésadioimmunoassay data handling.
para manejar datos de radioinmunoanalisis (RIA)y Several procedures for radioimmunoassay
se presentan las bases del ventajoso y sencillo enfoid) data handling are described and the basis
del Dr. Grafton Chase para el mismo fin. Entre lag Dr. Grafton Chase’s simple approach for the
principales caracteristicas de éste destacan el sistearae purpose is also presented. The main features
interno de control de calidad que contiene, adema@ighis method are that it includes an internal quality
de que no oculta errores experimentales pues cuntrol system, it does not hide experimental
comprime las escalas de la curva de calibracion, alaors since it does not compress the scales of the
vez que permite identificar puntos sospechosos siandard curve, and it enables the identification of
ésta. Se comentan factores importantes del R$fspicious points in the curve. Important factors
relacionados con el manejo de los datos, como satated to RIA data handling are presented such
las diferencias entre el RIA en equilibrio y el RlAas: the differences between equilibrium RIA and
secuencial, el concepto de sensibilidad del analisisskequential RIA, sensibility of the assay, antibody
especificidad del anticuerpo y la conveniencia dgecificity, and the verification of quality in the
verificar la calidad del ensayo utilizando los patronessay using standards or calibrators instead of
Mismos con que se construye la curva de calibracidontrols. Examples with typical data supplied by
en vez de emplear controles. Se presentan ejempttsnufacturers of RIA reagents and with data
con datos tipicos proporcionados por fabricantes dktained in the laboratory are shown. The use of
reactivos y con datos obtenidos en el laboratorior. Chase’s approach in immunoradiometric assay
También se describe la aplicacion del procedimientalso described.
del Dr. Chase al analisis inmunorradiométrico. (Rev Biomed 2002; 13:277-287)
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"No hay nada mas gréafico que una graficalatos, al decaer la radiactividad a la mitad y la curva
para hacer notar algo graficamente”2T%zal reducirse a la cuarta parte. En un intento por
S.A. Rudin(1) compensar el efecto de la desintegracion se introdujo la
INTRODUCCION. normalizaciorB/B,, o sea, la radiactividad de la fraccion

La reduccién de los datos experimentales dmida del trazadoB{) con relacion a la radiactividad
radioinmunoanalisis (RIA) o manejo de datos de Rl&prrespondiente a la concentracion cero del arijjto (
como también se le llama, ha evolucionado mucho a tral#$a normalizacién generalmente se expresa como un
del tiempo ya que cuando Bersony Yalow, inventorgsrcentaje. La figura 1B representa los datos de la figura
del RIA, llevaron a cabo sus primeras investigacionesamterior normalizados de este modo, con lo cual se
este campo todavia no se difundia el uso de computadomawirtieron las tres curvas en una sola. Tedricamente no
por lo que manejaron sus datos manualmente.sdmodificaria la posicion de la gréafica con el decaimiento,
continuacion se pretende hacer un pegquefio homenajesb los reactivos se descomponen y esta normalizacion
Dr. Grafton D. Chase, quien fuera uno de los pionerdsiculta detectar el deterioro que sufren durante su
de laradioquimica, y con este fin se expondran las bamegejecimiento y su manejo, pues la gréafica resultante
de su ventajoso y sencillo enfoque racional para manégembién es muy curva.
datos de RIA. Una de sus principales caracteristicas es Como el intervalo de valores de la concentracion
gue contiene un sistema interno de control de caliddel analito puede ser muy amplio, en algunos casos
basado en diversos parametros. El procedimiento todaetsultaria demasiado largo el papel de graficas requerido
no alcanzaba una amplia difusién cuando fallecio su aytarra representar todos los datos. Quizas por esto se
Y, quizas por costumbre, contindian siendo utilizados otmmmenzé a utilizar papel semilog, ya que la escala
procedimientos que, con el mismo fin, fueron establecidogaritmica comprime el gje correspondiente a esta escala.
previamente (2-6). Lo que no esta claro es por qué, en contra del convenio

En RIA se determina la concentracion de un analégtablecido se suele representar la concentracion, o sea,
en funcién de la radiactividad medida o de una relacitavariable dependiente (y) en el eje X envez del eje Y,
de ésta, pero con frecuencia se desconoce dicha funcimo muestra la figura 2, en la cual se utilizaroniesos
0 no es tomada en cuenta al manejar los dati#os iniciales de las graficas anteriores. Por otro lado,
experimentales. Existe un convenio para representaliai®a la atencion que las concentraciones de los patrones
modo grafico cualquier funcién del tipe f(x), comola hayan sido escogidas por el fabricante casi de acuerdo
utilizada en RIA, que establece situar los valores dectan la serie exponencial de los nimeros 1,2,3,4,5, elevados
variable independient®)(en el ejeX de un sistema de al cuadrado, que son, respectivamente, 1,4,9,16,25,
coordenadas cartesianas y los de la variable dependignigas para que no parezcan tan mal distribuidos en
(Y)eneleje.

El manejo de datos de RIA comenzo6 de modo
empirico con graficas trazadas en papel lineal, |
procedimiento ya no es de uso comun porgue se obtiene
una grafica muy curva, a la cual es dificil aplicarle un
sistema de control de calidad. Ademas, el trazador”
radiactivo se desintegra con el transcurso del tiempo ¥ 13,
curva de calibracion se desplaza hacia el eje de la
concentracion. La figueA muestra este desplazamiento 41
mediante tres curvas patron de tiroxirg)(La curvd, 1;
corresponde a los datos tipicos proporcionados, como
ejemplo, por un fabricante de materiales para RIA (7).
La curvaT¥ es la que se obtendria, con los mismos
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Figura 1.- RIA de T4 representado en papel lineal.
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la cola. En el caso de un perro lineal, el movimiento
251 de la cola esta en razon directa al nimero de huesos,
0 sea, “la dosis”, como le llaman los que saben de
20- estas cosas. La figura 3A representa el efecto de la
dosis mediante la linea punteada. Desde luego, seria
15 aventurado mostrar demasiados huesos alavez aun
perro, pues el animal perderia la cuenta, por
104 “saturacion” y podria obtenerse una curva semejante
alalinea continua. Algo similar le pasa a los contadores
s . o Geiger de radiacion. Afortunadamente, se ha
1 4 10 16 24 establecido de modo experimental, y sin lugar a dudas,
log (ugldL) que la respuesta de la cola es “casi” una funcion
Figura 2.- RIA de T4 en papel semilogaritmico. logaritmica de la dosis de huesos, segun la grafica 3B,
qrue% corresponple aun perro Ioga_ritmic_:o. Este hecho
5 muy conocido en ciencias biolégicas, y se usa

vez mayor, en vez de estar espaciados uniformeme é: uentemente para linealizar curvas de dosis/
yor, € P ., @spuesta". El cuento hace recordar que el RIAno es
como, por ejemplo, 3,6,9,12,15,18... Quizas muchQo

R fenémeno biolégico sino un analisis quimico y que

Ia}b.o.ratonstas desconfiarian de una balanza Cu)fg%uimica es una de las ciencias exactas, aunque al
divisiones fueran 1,4,10,16,24..., pero aceptan, ;E%n

cpm x 1000

una escala logaritmica. Pero cada uno de estos val
excede al inmediato anterior por una cantidad c

: ; racticarla cometamos errores y equivocaciones y
titubear, que las concentraciones de los patrone

. - Sta aceptemos algunas inexactitudes que estén de
T4 tengan estos valores, asi como, también, tal v

. . r%da.
or costumbre, aceptan algunos términos inexactos, . . ,
P X g Otro sistema muy utilizado para graficar curvas

confusos o ambiguos del RIA que se sefialaran nb%?rén de RIA emplea papel logit-log, que muestra la

adelante. . . . )
figura 4, el cual tiene una escala logaritmica en el eje

La compreﬂsmn del ,eje X hace cluex una escala probabilistica en el eje Y, llamada
aparentemente, “se haga mas recta la curva”, PRI segun la cual logity = In y/(1-y). En RIA Y =

debe tenerse en cuenta.gue. en esa espala *g B/B). En este sistema se llama “porcentaje de
representa la congentraqon sino su logaritmo. "Rion del trazador” 0, mas cominmente “por ciento
embargo, al médico le interesa mas conocer a union” a 100(B/B, término que se utiliza de

concentracion exacta de una sustancia importante par. : .
la salud de su paciente que su lo arri)tmo Of'r% nera ambigua, ya que el verdadero porcentaje de
P d g ) i6bn debe de ser calculado con respecto a la

: . - . U
inconveniente de la escala logaritmica es que al utlllzarlgl
se pierde un poco de informacion, pues no permite

representar la concentracion cero, ya que el logaritmo A ' ] B
de cero no esta definido y se considera que es menos " ' ol
infinito. Por esta razén, el primer punto de una grafica £ 5

de este tipo no corresponde al primer patron, sino al; o . F
segundo de la serie, cuya concentracion es la inmediatdé ;Ef

superior a cero.

El Dr. Chase narraba el cuento de las graficas
semilog, aplicadas a un fenédmeno experimental. Decia: . .
"Los huesos hacen felices a los perros, los cuales ° 10 20 logto log20  log 30

.. . huesos huesos
expresan su felicidad por la rapidez con que mueven

104 104

Figura 3.- Curvas de dosis/respuesta.
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Figura 4.- RIA de T4 en papel logit-log. Figura 5.- Un RIA secuencial.
radiactividad total (T) y es igual a 100(B/T). satisfactorios con él pues se produce una curva

Aunque podria parecer que el término RIA estinuosa. Se dice que funciona mejor con RIA en
relacionado con hacer reir, el radioinmunoanalisis rgjuilibrio que con RIA secuencial. Se entiende por
€s un asunto jocoso a pesar de que en él se apligebhen equilibrio aquel en el cual reaccionan juntos
términos y se manejen conceptos de un modo das principales componentes del RIA: anticuerpo,
producen risa a quimicos serios y a otras persoramlito y trazador, hasta que alcanzan el equilibrio
mas, como sucede, por ejemplo, con la dosis, el guimico, en tanto que en el RIA secuencial se efectia
ciento de unién, considerar que es recta una ling@ primera reaccion entre el anticuerpo y el analito y
curva, confundir la variable independiextson la una segunda cuando se agrega el trazador. Por lo tanto,
variable dependientg etc. No cabe duda de que eson diferentes las reacciones quimicas que se efectldan
RIA es indispensable en muchos casos pues aunguesstas dos variantes de RIA (6,8).
sus resultados no siempre sean exactos son utiles. Sin La figura 5 corresponde a los datos de un
embargo, es facil y no consume més tiempo el obtefeoricante de reactivos para RIA secuencial de
resultados mas exactos. gonadotropina coriénica (9). Esta grafica logit-log es

El papel logit-log se utiliza en estadistica panana curva sinuosa y, si se traza una recta por sus puntos
linealizar distribuciones simétricas, como las de curvas pueden ocultar errores al utilizarla como curva de
gaussianas (6), cuya forma recuerda a las puertasijbracion. Pero el manejo de datos no debe ocultar
ventanas ojivales de los edificios de estilo gotico. Patesviaciones de los valores hallados
las curvas patron de RIA no son distribucionesxperimentalmente, para tratar de obtener una linea
simétricas y, sin embargo, con frecuencia se trazarreata, sino contribuir a determinar la concentracion
papel logit-log. A semejanza de la escala logaritmigaal del analito, que es el objetivo del RIA.
la longitud de las divisiones es diferente en cada
intervalo de la escala logit, pero hay un eje de simetébRIA “ideal”.
en el punto que corresponde a 50%, ya que, para Comentaba el Dr. Chase que, en algunas
valores mayores de 50%, aumenta constantementedasiones, se hacen determinadas suposiciones en las
longitud de las divisiones hacia 100% y para valoregencias para simplificar un sistema sin sacrificar
menores de 50%, también crece del mismo modexcesivamente” la exactitud., como en el caso del
pero en sentido contrario, hacia 0%. El sistema logRIA, el cual es un sistema mas complejo que el
log se utiliza con la intencion de hacer mas rectas Establecido en los principios basicos generalmente
curvas de RIA, pero no siempre se obtienen resultadaeptados:
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1. El antigeno no marcadAd) y el antigeno mx + (-b).
marcadoAg*) son quimicamente equivalentes. Si esta hipoétesis es valida, al representar la

2. Hay un exceso dag+Ag* con respecto al concentracion del antigeno en funciormé® debe
anticuerpoAb), pero solo reacciona una moléculae obtenerse una linea recta. Si fuera perfecta la
de antigeno por cada molécula de anticuerpo.  correlacion entre los valores déB y de la

3. El anticuerpo es especifico para el antigen@gncentracion dag, todos los puntos quedarian en
no se efectldan otras reacciones que interfieran cofalinea de regresion. En un andlisis quimico se notara
propiedad que tienen ambos de unirse entre si. mayor desvio o dispersion de los resultados a medida

4. Las reacciones dig y Ag* conAb se que la correlacion sea menos perfecta. Por lo tanto,
efectian totalmente, hasta saturar los sitios de un#rindice de correlacion es un buen indicador de la
deAb. calidad del analisis ya que permite verificar si el valor

Aungue en la practica el RIA se aproxima a estke cada patron, obtenido experimentalmente,
modelo ideal, no hay que olvidar que no se efectia@rresponde a su valor especificado (10). Para
condiciones ideales en el laboratorio, ya que el antigermmprobar este razonamiento, en el cuadro 1 se
marcado y el no marcado no son idénticasuestra una serie hipotética de seis tubos de ensayo.
guimicamente, debido a que el yodo radiactivo qéecada uno se agrega, respectivamente, 0,3,6,9,12 6
se introduce para marcar a la mayoria de los analifids partes de antigeno, que corresponden a los
es un elemento extrafio y, generalmente, no formatrones, y 6 partes de antigeno marcado. La cantidad
parte de las moléculas originales de ellos. Los procesasil de antigend®g+Ag*) es de 6,9,12,15,18 6 21
guimicos a los cuales son sometidos los antigem@stes de antigeno, respectivamente. Se afiaden 3
durante la marcacion también pueden alterar suartes de anticuerpo a cada tubo y se dejan reaccionar
propiedades. Ademas, en muchos casos, el anticudrpsta saturar sus sitios de union. A continuacién, se
no es totalmente especifico para el antigeno. Ealcula la relaciéfi/B, o sea, la cantidad total de
ocasiones se utilizan antisueros que, como se sabgigeno entre la fraccion de éste ligada al anticuerpo
contienen una mezcla de anticuerpos, en vez deywse traza la curva patron correspondiente.

anticuerpo puro, y cada uno de éstos puede presentar Cuadro 1

diverso grado de especificidad con respecto al analito. Una serie hipotética.

Por dltimo, debe tenerse en cuenta que los anticuerpes

son bivalentes, o sea, que cada molécula tiene dosg Ag* Ag+Ag* Ab T/B

sitios de union y que la afinidad de cada uno de elles

es diferente a la del otro. Por lo tanto, en RIA es0 6 6 3 2
comun que se efectien simultdneamente otra8 6 9 3 3
reacciones ademas de la reaccion ideal que se lleveba 6 12 3 4
cabo entre una molécula de antigeno y una de s8 6 15 3 5
anticuerpo especifico. 12 6 18 3 6

De acuerdo con los principios basicos, lal5 6 21 3 7

concentracion total de antigemm-Ag*) esta en
razon directa con el antigeno unidigy), y la La figura 6 ilustra la grafica de la concentracion
radiactividad total del trazaddr)esta relacionada del antigeno no marcado en funcionide, o sea,

del mismo modo con la radiactividad del trazadaguey = f(x). Se puede observar que todos los puntos
ligado B): (Ag+Ag*)/(AgU) = T/B. Al despejar se corresponden a una linea recta, cuyo indice de
obtiene queAg = (AgU)T/B — Ag*, ecuacion de correlacion es uno, lo cual sugiere que la hipotesis es
una recta del tipoy = mx + b, en la québ es el validay que concuerda con los principios basicos del
intercepto en la parte negativa del¢je seay = RIA. Ya que la masa del trazador ideal es cero, la
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pero que no se debe a la reaccion especifica entre el
antigeno y el anticuerpo. Por un lado, existe la creencia
12+ de que puede realizarse una correccion automatica
de la NSB mediante la resta de un valor constante, el
cual se obtiene con tubos de ensayo que contienen
6 todos los componentes de la reaccion, excepto el
< anticuerpo. Sin embargo, se ha demostrado que la
NSB no es constante y que una de las razones de
0 y esto es la diferencia de composicion que tienen el
suero de los patrones y el suero de cada pa(fgnte

el Ademas, en general, la NSB no afecta los resultados,
% e porque es muy pequefia cuando se utilizan los
0 1 2 3 4 5 6 7 materiales para RIA disponibles en la actualidad, pues

B comunmente es del orden de uno por ciento. Por lo
Figura 6.- Un RIA ideal. tanto, no es necesario tomarla en cuenta (7,14-6).

. . Por otro lado, hay una confusion al calcular el por

recta deberia de pasar por el origen. Pero los

. ciento de union, pues con frecuencia se le llama
trazadores reales tienen masa y, como en este caso se

" cuentas netas al resultado de restar las cuentas de la
agregaron 6 partes de antigeno marcado, el c

. : - .~ /NSB a la radiactividad medida de cada uno de los
contiene determinada cantidad de materia, € .
: ubos de patrones o muestras, o de restarselas al
corresponde b, que es el intercepto en el ¥elLa

. : promedio correspondiente a cada pareja de tubos
pendientem de la recta representa el cambigde : ) .
duplicados. Sin embargo, en la metodologia de los

por cada unidad de En este ejemplo, la perldlerltef'razadores radiactivos, como es el caso en RIA, no

es constante en todo el intervalo de valores de L
Jeberia existir ninguna duda acerca de que las cuentas

patrones, como es deseable en un analisis quimico. . . "
etas siempre son las cuentas obtenidas en la medicion

Por definicion, en quimica la pendiente representaga :
un patrén o de una muestra menos las cuentas del

sensibilidad del andlisis, o0 sea, la cantidad de respuestd, - diactivo
por unidad de estimu{t1). En RIA corresponde a )

las unidades de respuesta obtenidas al medir\}a\idacién del modelo de RIA del Dr. Chase
radiactividad por cada unidad de concentracion de? ' )

: 2 Para verificar la validez del razonamiento se
analito. Los Dres. Yalow y Berson también aceptarqn.,. : L o
. : aplicaron los mismos criterios de la hipétesis a los datos
esta definicidiil2), demodo que la pendiente es otrt%

. B . .. tipicos de RIA deT4 de ejemplos anteriores. Se
valioso pardmetro en el control de calidad del analisis,, . ., . :

o e . . calculd la relacioif/B para cada patron y mediante

El significado de sensibilidad ha sido motivo de muy L g

. ) na calculadora se obtuvo un indice de correlacion

amplio, amargo y enconado debate entre dlverscci)so .

. . €0.999 el cual confirma que es correcto el modelo.

investigadores destacados, como la Dra. Yallo

) . . ara corroborar esta validez, se aplicé el mismo
premio Nobel en medicina, y el Dr. Ekins, otr P

: o - O atamiento a los datos obtenidos en el laboratorio
pionero del RIA. Para este ultimo, y sus seguidores, . . .
s S ) A Mmediante un juego de reactivos para RIA delel
la sensibilidad es sindbnimo de “detectabilidad”, o sea . : . .
. : imismo tipo y del mismo fabricante que en el ejemplo

la concentracion minima que se puede medir del analito, . .
(12,13) anterior. El cuadro 2 corresponde a la curva patron

Otro aspecto importante del RIAes el de la unic%ue. se obtuvo, cuyo indice d € correlaqono.996_ .
. . - sugiere que es confiable. Sin embargo, para verificar
inespecifica (NSB), o sea, la fraccion de |

e . : Oa calidad de los resultados se interpolaron los datos
radiactividad total que aparece en la fraccidén uni 13 :
e cada uno de los patrones, como si fueran

15
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problemas, con el fin de determinar experimentalmeititaberse degradado o, también, si pueden ser utilizados
Su concentracion y estimar el error que pudiera termen confianza ain después de aquella fecha, sin pérdida
cada resultado. Las tres columnas de la izquierdadie calidad en los resultados. El efecto del
la tabla contienen los valores esperadésy( envejecimiento de los reactivos se ejemplifica con seis
obtenidos Q) y el porcentaje de errd¥(=100(O— curvas patron en el cuadro 3. Dichas curvas fueron
E)/E) de cada patron, respectivamente. Estédtenidas en fechas sucesivas con el mismo juego de
informacion acerca del error experimental no es tagactivos para RIA dé4. El indice de correlacion
evidente en los sistemas que utilizan escalagmpre fu®.999 El cuadro muestra el nimero de
logaritmicas. Para mejorar la exactitud del analisis, @&s transcurridos cuando se hizo cada una de las
valido desechar los datos de los puntos geuebas y los valores de la pendiente, que es la
concentracion cero y uno, que son los que contiersamsibilidad del anélisis. Esta fue disminuyendo con el
un error experimental mayor pues, ademas, sanscurso del tiempo, desde 2.6 hasta 2.1 unidades
encuentran fuera del intervalo de valores normalés respuesta por unidad de estimulo, lo cual representa
aceptado generalmente y, sin ellos, calcular una nuewa disminucion de la sensibilidad en 25 dias de 20%,
curva de calibracion. El nuevo indice de correlaci@proximadamente.

esr,=0.999 Las dos columnas del lado derecho del Cuadro 3

cuadro contienen los valores obtenidos mediante esta  Envejecimiento de los reactivos.

correccion y el porcentaje de error con respecte-a

los valores esperados. Se puede ver que el nuevo error Dias Pendiente
estimado para los patrones de 4,10,16 y 24 €s
considerablemente menor. 0 2.6
Cuadro 2 6 2.6
Validacion del modelo de RIA con datos del 10 2.5
laboratorio. 14 2.3
18 2.3
E O % O % 25 2.1
0 -0.77 El analisis inmunorradiomeétrico.
1 0.50 -50.00 En el analisis inmunorradiométrico (IRMA), muy
4 4.92 23.00 3.70 -7.50 semejante al RIA, se determina la concentracion de

10 1097 9.70 10.40 4.00 un antigenoAg), mediante un anticuerpo radiactivo
16 16.16 1.00 16.10 0.60 (Ab*) el cual, ademas, es el trazador. Este se utiliza
24 23.22 -3.25  23.80 -0.80 enexceso conrespecto al antigeno y, después de que
reacciona con el total de éste, se separa el anticuerpo
r,=0.996 y=0.999 marcado que quedd libre. Por lo tanto, en IRMA
también se determina la concentracion del analito en
El procedimiento del Dr. Chase proporcionduncion de la radiactividad medida segtmf(x),
ademas, informacion acerca de la calidad de Ipsro esta funcion es diferente a la del RIA, ya que el
reactivos, pues un cambio en la pendiente, cuanddrsezador unido esta en razén directa de la
utiliza el mismo juego de reactivos en fechas diferentesncentracion del antigeno, asi como la radiactividad
0 cuando se comienza a utilizar un nuevo lote, estatial (T) esta relacionada con la fraccion de la
aviso de que cambié la sensibilidad del analisis. Estdiactividad unidaR): Ab*/Ag =T/B . Al despejar,
permite, por ejemplo, saber que los reactivos debsm obtiene quég = (B/T)Ab*. Esta Ultima es la
ser desechados antes de la fecha de caducidad gmoracion de una recta que pasa por el origen:

Vol. 13/No. 4/Octubre-Diciembre, 2002




284

JH Alvarez-Cervera.

mx. Sin embargo, como en el caso del RIA, en la Cuadro 4

practica del IRMA no existen condiciones ideale¥alidacion del modelo de IRMA con datos del
por lo que el patrén de concentracion cero siemdabricante.

produce algunas cuentas (en el IRMA “ideal” ne

produciria ninguna cuenta), las cuales desplazan a la E O %
grafica del origen de los ejes de coordenadas. Segti

la ecuacion, la concentracion del anaifaes igual a 0 -3.45

la radiactividad del trazador unidq (nultiplicada por 10 8.13 -18.70
una constantanf), que es la pendiente de la recta, 20 19.21 -3.95
que, como en RIA, también corresponde a la 40 41.54 3.85
sensibilidad del andlisis. Dado dlies constante en 80 92.39 15.49
todos los tubos de una serie de IRMA, basta con 160 152.18 -4.89

representar a las cuentas del trazador uBiger{ el
ejeX y ala concentracion de los patrones en &f gje
la linea de regresion. El cuadro 5 contiene los

Validacion del modelo de IRMA. resultados encontrados. El indice de correlacion

Para verificar si es valido el razonamiento, $6=0.97§ por ser relativamente bajo, indica que algo
utilizaron datos tipicos de IRMA de hormonao estuvo bien en el analisis, tal vez por un error
estimulante de la tiroides “neonatal’'IH NEO) cometido en el laboratorio. Al observar los resultados
proporcionados por un fabricafig). El indice de se encontré que uno de ellos fue considerablemente
correlacion d@.994comprobo la validez del modelo.menor que el esperado (26.86 en vez de 33.00, o
En el cuadrd se muestran los valores esperadios (sea, un error de —18.61%. Después de desechar aquel
en microunidades internacionales por mililitro) yunto, el nuevo indice de correlacion fiye0.999
obtenidosQ, también en UI/mL) y el error estimadoque corresponde a una mejor curva de calibracion.
(%). Se observa una desviacion en patrones des resultados obtenidos con ellas, que son mas
concentraciones altas. Con frecuencia se encuergdréximos a los esperados, se muestran en la columna
este “efecto de gancho” al medir concentraciones althsla extrema derecha. Esto demuestra que cada dato
de algunas sustancias, lo que se ha explicadodie ser utilizado individualmente, no el promedio de
manera poco convincente atribuyendo dicho fendbmeiog datos obtenidos con tubos duplicados, como se
al “disefio intrinseco” del IRMAL7, 18), lo cual no sefiala en algunos instructivos de trabajo (7,9,14-20).
justifica que sea baja la calidad de los reactivos. P&iaocasiones se obtienen resultados poco confiables
evitar el efecto de gancho se aconseja diluir lgsel intervalo de valores de la concentracion de los
muestras con el patron cero, no con agua destilagatrones es muy amplio, como en el caso del IRMA
Esto concuerda con la afirmacion de que el efectodie inmunoglobulina E (IgE), en el cual las
gancho se debe a la presencia de unidores o ligamieacentraciones de los patrones son
de baja especificidad en la matriz de los patrone$3,10,100,300,600 y 1000 unidades internacionales
de las muestras, los cuales compiten contra gdrmililitro. La figura7 muestra la curva patron que
anticuerpdo). se obtuvo con los datos tipicos del fabricéifig El

Para comprobar una vez mas el razonamienfagice de correlacion de s€@l®43y la gran curvatura,
se manejaron del mismo modo los datos obtenidagcen dudar de la calidad del andlisis. Decia el Dr.
en el laboratorio mediante un juego de reactivos pa@base que, en casos como éste, existe la incertidumbre
IRMA de TSH NEO. Se utilizaron tubos duplicadosentre si el andlisis es realmente “inmuno” o sélo es
de cada patron y los datos individuales que Sadiométrico”, pues no corresponde al modelo
obtuvieron (sin promediarlos) sirvieron para calculggropuesto y validado de IRMA. No cabe duda de
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1000 - .,, Cuadro 5
500 [ IRMA con datos del laboratorio.
il Patrones Resultados
Tan- ."I
o0 $ 0.0 -0.86 -0.55
E 500 I 0.0 0.23 0.43
400 / 6.8 7.62 7.10
spad 6.8 7.84 7.37
I 17.0 18.49 17.07
[ j,s“’ 17.0 17.06 15.79
TR L L 33.0 36.32 33.32
un N 40 GO &0 100 120 140 33.0 26.86 T

cpm x 1000
r,=0.978  1=0.999

Figura7.- IRMA de IgE.

gue es radiométrico, pues debe medirse talibradores de un lote de reactivos con el trazador y
radiactividad, pero no puede asegurarse gekanticuerpo de otro lote diferente (20). Esto ocasiona
corresponda a una reaccion inmunolégica. Cuangoe indebidamente se desconfie, pues se sospecha
experimentalmente se obtienen datos analogos a ésjas, el fabricante ajusta la concentracion “nominal” de
es un arte el encontrar un solo tipo de papel de gréafitas calibradores o patrones para que la curva de
adecuado para obtener una linea recta sin desedadibracion resultante sea una recta. Pero debe
algunos puntosy, a veces, se utilizan dos clasesdefiarse, indudablemente, en la concentracion
papel para tratar de “linealizar” una parte de los datasignada a estas sustancias. Sin embargo, con
en unade ellas y los demas en la otra. Esto no d&keuencia se utilizan “controles” de los analitos para
de ser aceptado, pues equivale a "usar dos pesasiyficar que la calidad de los resultados que se
dos medidas” en el analisis. En estos casos es corolitengan en el laboratorio sean confiables. ¢ Seran mas
gue la parte inferior de la curva, que es la mas confial@gactos los controles que los patrones o calibradores?
se represente en papel lineal y la superior en papel Los términos patrén y calibrador se usan
logit-log o log-log (19). Sin embargo, ni aun con esiadistintamente, pues dichos materiales sirven como
treta se obtiene siempre una linea recta en [amtos de referencia para calcular la concentracion
concentraciones mas altas. Sefialaba el Dr. Chasedgieina sustancia en una muestra problema. Sin
se ha demostrado experimentalmente que si noesgbargo, técnicamente son diferentes. Un patron
toma en cuenta la funcigr= f(x), esposible construir contiene una cantidad “pesada” del analito mientras
una curva de calibracién semejante a ésta, utilizanglee un calibrador contiene una cantidad cuyo valor
polvo de galletas de soda como ligante o unidor,s# ha determinado mediante analisis repetidos. El
cual es mas barato, abundante y de mas fa@bricante prepara tanto los patrones o calibradores

obtencion, en vez de emplear un anticuerpo como los controles a partir de sustancias muy puras,
aceptadas internacionalmente. Los controles son
El uso de controles. tratados en el analisis como si fueran muestras

Algunas personas que efectian pruebas de Rifoblema y la dispersion de los resultados que se
o de IRMA consideran que es sospechosa datengan debe quedar comprendida dentro de los
recomendaciéon de no utilizar los patrones lamites establecidos por el fabricante (21). Aunque,
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por un lado, la idea parece buena, por el otro salta a Cuadro 6

la vista que es innecesario utilizar controles para Resultados obtenidos con controles.
verificar la calidad del RIA o del IRMA. Se vio
anteriormente que al interpolar en la curva de Valores

calibracion los datos obtenidos con cada uno de los  Esperados % Error
patrones se puede determinar experimentalmente su ~ pUIl/mL

concentracion y compararla con el valor esperade-

Ademas, se debe de ser cauteloso con el uso de | 21.4 4.4 +20.56
controles, como se vera a continuacion. [l 427+ 7.7 +18.03
El criterio utilizado frecuentemente en quimica 1l 78.2£12.5 +15.98

clinica para que un sistema analitico “esté bajo
control”, fija limites de confianza de dos desviaciones
estandar alrededor de cada punto de la curva patr@ONCLUSIONES.
Estos limites incluyen, aproximadamente, el 95% de Los ejemplos anteriores muestran que puede
los valores obtenidos al medir repetidamente ueéectuarse correctamente el manejo de datos de RIA
misma muestra. En estas condiciones, en un analistte IRMA de manera gréafica. Sin embargo, es obvio
“controlado”, uno de cada veinte resultados obtenidgae el empleo de una pequefia calculadora
al analizar sucesivamente la misma muestra, o sealektronica es de gran utilidad y con ella, ademas,
5%, puede quedar fuera de estos limites. Penm se requiere utilizar papel de graficas. No cabe
también, de acuerdo con este criterio, uno de catlada de que el manejo de datos mediante una
veinte resultados que reciba el médico, de un mismomputadora ofrece ain mas ventajas, pero no
tipo de estudio, puede estar fuera de dichos limitesatiebe de olvidarse que la computadora en si no
confianza. garantiza la calidad de los resultados ya que ésta
El cuadro 6 muestra, como ejemplo, un gruptepende de la exactitud de la informaciéon que se
de tres controles de concentraciones baja, medikeyproporcione y del “software” que se utilice. Las
alta deTSH NEO, I, Il y Il , respectivamente (17).caracteristicas del enfoque del Dr. Chase para
La columna denominada Valores Esperados contiananejar datos de RIA de IRMA son las
los valores extremos que debe obtener el laboratorisiguientes:
para que se confirme la compatibilidad de sus Utiliza el indice de correlacion de la curva
resultados con los datos clinicos que posea el médjgatrén como indicador de la calidad del analisis.
La columna de laxtrema derecha muestra el por Emplea la pendiente de la curva como otro
ciento de error de los valores maximos y minimos. parametro importante para el control de calidad
acuerdo con estos limites, se considera que krgre un lote de andlisis y otro, pues representa la
resultados son confiables aunque sean hasta 20% sadssibilidad del analisis.
altos o mas bajos que los esperados, con lo cual se Identifica puntos sospechosos en la curva de
desperdician métodos tan sensibles como son el Ridlibracion.
y el IRMA. ¢ Qué se pensaria en otra rama de las Hace innecesario el uso de controles, ya que
ciencias si se aplicara un criterio co@ste? ¢, CoOmo la curva patrén informa acerca de la magnitud del
reaccionariamos si supiéramos que el resultado gueor, al determinar experimentalmente la
nos dieron al analizar una muestra de nosotros mismoscentracion de cada patrén o calibrador, lo cual
tuviera un error de 20%? ¢ Beberiamos un vasoaleorra tiempo, esfuerzo y costo.
agua con 20% de impurezas? ¢Quedariamos Puede sefialar cuando desechar los reactivos
satisfechos si el Banco nos pagara por nuestmar haberse degradado éstos.
ahorros 20% menos de lo acordado?
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