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1 .0 .0  INTRODUCCION

La u tiliz ac ió n  cada vez m ás frecu en te  de l a n á lis is  de sa tu rac ió n  p a ra  e l dosaje  
de m o lécu la s , ya  sea  en investigac ión  b ás ica  com o a s i tam bién  en ap licac iones c lfn icas , 
m u e s tra n  c la ram en te  la necesidad  de m an ten er a l d ía la  in fo rm ación  de l fundam ento 
te ó ric o  de e s to s  m éto d o s.

Aunque la m ay o ría  de los m étodos se re f ie re n  a l rad io inm unoensayo y a  ensayos 
de com petic ión  p ro te ic a , e s te  tipo  de a n á lis is  p re se n ta  m ú ltip les  p osib ilidades p a ra  
cu a lq u ie r m o lécu la  que se q u ie ra  d o sa r  en  cu a lq u ie r m edio, s iem p re  que se en cu en tre  
un rea c tiv o  esp ec ifico  de é s ta  y que se pueda m a rc a r  la m olécu la  con un isótopo rad ia c  
tiv o .

L as co n sid e rac io n es  te ó r ic a s  que se hacen  en e s ta  reco p ilac ió n  s irv en  p a ra  to ­
dos los s is te m a s  de com petic ión  estab lec id o  e n tre , m o lécu las  a d o sa r  (reac tan te ), m o ­
lécu la  a d o sa r  m a rc ad a  con un isótopo rad iac tiv o  y un reac tiv o  especifico»,

Si b ien se pueden co n seg u ir adelan tos im p o rtan tes  en la m odificación  de té c n i­
c a s  de d e te rm in ac ió n  de m o lécu las (horm onas p ro te ic a s  e s te ro id e s , e tc .)  se n ec e s ita  
e l  conocim iento  fís icoqu ím ico  de las re a c c io n e s  p a ra  poder c o n tro la r  los d iv e rso s  p a­
rá m e tro s  que m odifican la sensib ilidad  y rep roducib ilidad  del s is te m a .

Los a u to re s  han querido  con e s ta  reco p ilac ió n  poner al d ía  los conocim ien tos 
a c e rc a  de é s to s  p a rá m e tro s  d escrib ien d o  en la  p r im e ra  p a r te  e l m odelo básico  y su 
estud io  fís icoqu ím ico , en  la  segunda la influencia  de los p a rá m e tro s  invo lucrados en. 
e l s is te m a  y en la  te r c e r a  p a r te  e l estud io  e s ta d ís tic o  y su  ap licac ión  com o m étodo de 
co n tro l de calidad  d e l rad io inm unoensayo .

2 .0 .0  GENERALIDADES

En los ú ltim o s  años se ha d e sa rro lla d o  una nueva técn ica  in  v itro  de v a lo rac ió n  
de horm onas en  líquidos b io lóg icos, basada  en lo que se denom ina g en éricam en te  aná­
l is is  de sa tu ra c ió n , té rm in o  in troducido  por E k ins. í.6j

Se en tiende po r a n á lis is  de sa tu rac ió n  al ensayo  en e l cual e l com puesto  que se 
d e se a  d e te rm in a r  s a tu ra  p ro g re s iv am en te  a un reac tiv o  e sp ec ífico .

E l s is te m a  e s tá  fo rm ado  en tonces por:

A -  E l com puesto  a  d e te rm in a r  que denom inarem os p .

B -  La m ism a  e sp ec ie  qu ím ica  que e l com puesto  a  d e te rm in a r , m arcad o  con un isó to ­
po rad iac tiv o  al que d enom inarem os p* .

C -  Un rea c tiv o  esp ec ífico  p a ra  e l com puesto  a  d e te rm in a r  que llam are m o s  q .



Si e l rea c tiv o  esp ec ífico  e s  un an ticuerpo  e l ensayo  re c ib e  e l nom bre de RADIO- 
INMUNOENSAYO (RIE); m ie n tra s  que s i e s  una p ro te fn a  tra n sp o r ta d o ra  e sp ec ífica  del 
com puesto  a d e te rm in a r , se  denom ina ENSAYO POR COMPETICION PROTEICA.

E squem áticam en te  e l s is te m a  funciona de la  s igu ien te  m anera :

E l com puesto  a d e te rm in a r  p , se  m ezc la  con e l tra z a d o r  p * , que fren te  a l re a c  
tivo  esp ec ífico  q fo rm a rá  dos fra c c io n e s , la  fracc ió n  unida y la  fracc ió n  l ib re .

La fracc ió n  unida com prende a l com puesto  a d e te rm in a r  unido al an ticuerpo  
que s im b o liza re m o s  con PQ y e l com puesto  m arcad o  unido al an ticuerpo  P*Q„

La fracc ió n  lib re  com prende la fracc ió n  del com puesto  a d e te rm in a r  p y del 
com puesto  m arcado  p* que no se han unido a l an ticuerpo  (v e r  g ráfico  de la  fig u ra  1),

Se se p a ra n  las dos fra c c io n e s  y se m ide la rad iac tiv id ad  p re se n te  en cada una 
de e l la s .

La com binación  de la m edida de la  activ idad  de am bas fra c c io n e s  p e rm ite  ob­
te n e r  d is tin to s  índices de re sp u e s ta .

A sí, por e jem p lo , se puede to m a r com o re sp u e s ta  del s is te m a  al cocien te  en ­
tre  la activ idad  en la fracc ión  unida y la  activ idad  de la fracc ió n  lib re  o su in v e rsa .

Se o b se rv a  que a l v a r ia r  g radualm en te  la  cantidad de P, nanten iendo co n stan ­
te p* )' q, se p roduce un p ro g re s iv o  aum ento de la  fo rm ac ión  de PQ, quedando por 
consigu ien te  m ayor cantidad  de P* l ib re .  Esto se trad u c e  en un cam bio en  e l índice de 
re s p u e s ta  del s is te m a .

La concen trac ió n  de un com puesto  en un líquido biológico puede d e te rm in a rse  
conociendo la re sp u e s ta  de l s is te m a , po r in terp o lac ió n  en un g rá fico  que re la c io n e  los 
índ ices  de re s p u e s ta  con d o s is  conocidas de e se  com puesto .

3 . 0 . 0  ESTUDIO MATEMATICO DEL MODELO BASICO

A fin de conocer e l com portam ien to  fis icoqu ím ico  del s is te m a  p ro p u esto , es  
n e c e sa rio  d e fin ir  un m odelo b á s ic o .

E ste  m odelo p e rm ite  h a c e r  e l d e s a r ro llo  m a tem ático  de la  ley g e n e ra l que r i ­
ge a los a n á lis is  po r sa tu ra c ió n .

E l conocim ien to  de e s ta  ley  h a rá  posib le  p re d e c ir  y a n a liz a r  c u rv a s  de d o s is -  
r e s p u e s ta  ob tenidos con e s te  s is te m a .



P a ra  e l m odelo básico  se p o stu la  que:

1 .-  E l antfgeno (o ligando) e s tá  p re se n te  en e l ensayo  en fo rm a  hom ogénea y 
constitu ido  p o r una so la  esp ec ie  qu ím ica  p .

2 . -  E l an ticuerpo  (o p ro tefna  ligante) e s tá  p re se n te  en  una so la  fo rm a  qufm ica 
hom ogénea.

3 . -  A m bos, e l antfgeno y e l an ticu erp o , son un iva len tes; es to  s ig n ifica  que un 
antfgeno puede re a c c io n a r  con una so la  m olécu la  del an ticu erp o , p ero  no pueden o cu ­
r r i r  o tra s  com binaciones.

4 . -  No hay e fec to s  a lo s té r ic o s  ni co o p era tiv o s ; la  reac c ió n  an tfgeno-an ticuerpo  
e s  una re a c c ió n  de segundo o rden  según la c in é tic a  fis ico q u ím ica .

5 . -  El antígeno frío  p , y el antfgeno m arcado  p* tien en  las  m ism a s  p ro p iedades 
fis ico q u ím icas  y e s té r ic a s ,  po r lo tan to  la constan te  de equ ilib rio  p a ra  la re a c c ió n  con 
e l antfgeno frío  e s  la m ism a  que p a ra  e l antígeno m arcad o .

6 . -  E l antfgeno y e l an ticuerpo  reac c io n an  h a s ta  a lcan za r e l eq u ilib rio .

7 . -  La fo rm a  líb re  puede s e r  sep a rad a  cu an tita tivam en te  de la  fo rm a  unida, 
sin  p e r tu rb a r  e l eq u ilib rio .

8 . -  La re la c ió n  e n tre  antfgeno unido a lib re  o la  re la c ió n  antfgeno unido a to ta l 
puede s e r  m edida p e rfe c ta m e n te .

Se puede e s c r ib i r  en tonces que:

K1
P  + Q 
P *  4- Q A

*2

Siendo:
P  = antfgeno frfo  
P* = antfgeno m arcad o  
Q A nticuerpo
PQ = antfgeno frfo  unido a l an ticuerpo  
P *Q  = antfgeno m arcad o  unido a l an ticu erp o .

De (1) y (2)

K = ÍPQl 
1 I p I . I Q I

PQ 
P* Q

(1)
(2)



a) Por e l 5 . -  postulado Kj = = K

b) Llamaremos R = unido B /  libre F, a la relación P*Q /  P*

c) p = |PI + |PQ| donde p = concentración molar total de antígeno frío.

d) p* = |P * | + |P *Q | donde p* = concentración molar total de antigeno marcado.

e) q = | q | + | p q | + | p * q ! donde q=concentración molar total de anticuerpo.

De (1):

l £ a U K . | P |

De (2):

= K . |P*|
IQI

Sumando miembro a miembro:

1M L + J l Í f i ‘' K <|P| + |P * l) (3)

De e): 

q -  |Q |=  (PQl + |P*Q l

Luego reemplazando en (3):

SLT-lQ-l- = K ( | P |  + | P * | )  (4)
[Q I

p L -  -  1 = K ( | P |  + |P * | ) (4’)
|Q I

Si se multiplica y divide por K e l primer miembro:

-  1 = K ( |P | + |P*I ) (5)
K|QI

Como:

K ’ I QI _  |P » | F



-  * ■**- -  1 = K ( |P |  + |P * | ) (6)
R

Pasando  todo al segundo m iem bro :

0 = K ( |P | + |P*I ) -  ~ r ^ -  + 1 (?)R

De c) y d) se  deduce que:

| p * |  =  p *  -  | p * q |

| P |  = p -  Ip q I

R eem plazando en la ecuación  a n te r io r :

0 = K ( p -  | PQ| +  p* -  | P*Q| )  -  — + 1 (8)
R

P o r e):

- |P Q | -  |P * Q | = |Q | -  q

0 = K (p  + p* + | Q 1 -  q ) ~ + 1K

0 = K p + K p* + K |Q | -  K q -  ““ T*" + 1 (9)

Como:

K . | Q | = R

0 = K p + K p* + R -  K q -  -  ^  + 1
R

M ultiplicando m iem b ro  a m iem bro  po r R:

0 = K p R + K p* R + R2 - R  K q - K  q + R

Sacando fac to r  com ún y ordenando los té rm in o s  en  o rden  d ec rec ien te :

0 = R2 + R ( 1 + K p + K p* -  K q ) -  K q (10)

La ecuac ión  (10) e s  la  ecuación  g e n e ra l p a ra  e l m odelo básico  p resen ta d o  por 
E k in s . [ 6 )



3 .1 .0  ANALISIS DE LA ECUACION GENERAL DE EKINS

E s ta  ecuación  re la c io n a  la re s p u e s ta  v a ria b le  R con la  constan te  de equ ilib rio  
K de la re a c c ió n , la can tidad  de tra z a d o r  p* , la  capacidad  to ta l del reac tiv o  e sp e c íf i­
co q y la cantidad  de su s tan c ia  a d e te rm in a r  p p re se n te  en  la m u e s tra .

K : se. e x p re sa  en 1/mol

p* : se e x p re sa  en m o l/l

q : se e x p re sa  en núm ero de m oles de p y p* que puede f i ja r  e l an ticuerpo

Si se conocen K, p* y q se puede p re d e c ir  e l v a lo r de R p a ra  un determ inado  
v .dor de p .

Se puede lle g a r  a o tra  ex p res ió n  m a tem á tica  ú til p a ra  e l radioinm unoensayo 
que re la c io n a  la re sp u e s ta  v a ria b le  R con la cantidad de su stan c ia  B unida a l a n ti­
cuerpo  q.

De la  ecuación  (2):

po r l i t r o .

Como:

R = KlQl

|q I = q -  |PQl -  |P*Q I

Luego:

R = K q -  K ( |PQj  + |P*Q{)

Si se llam a:

B = | P Q | + | P * Q l

R = K q -  K B (11)

| R | _______ i£__3í]-----
1 1  |P*| + |P * Q |

.  ( p  +  p *  ) =  - I L  ( p  +  p *  )
T



Siendo:
B = activ idad  de la  fracc ió n  unida (c /m in )
T = activ idad  co rresp o n d ie n te  a p* (c /m in ) 
p = co n cen trac ió n  m o lar 
p* = co n cen trac ió n  m o lar
|B | = co n cen trac ió n  m o lar del com puesto  m arcado  y sin  m a rc a r  unido a l an ticu erp o .

La ecuación  (11) que se denom ina de S catchard  e s  la ecuación  de una re c ta  cu ­
ya pendiente p e rm ite  conocer la K de eq u ilib rio  del s is te m a  y cuya a b sc isa  en  e l o r i ­
gen  re p re s e n ta  la  capacidad  to ta l de unión del an ticuerpo  q . La pendiente de e s ta  r e c ­
ta  e s  igual a A R/A B = l/m o l y co rresp o n d e  a  la  K de equ ilib rio  del s is te m a .( f ig . 3b)

Cuando R = 0, q = B

4 . 0 . 0  CURVAS DE DOSIS-RESPUESTA

La co n cen trac ió n  de un com puesto  en un liquido biológico puede d e te rm in a rse , 
conociendo la re sp u e s ta  del s is te m a , po r in te rp o lac ió n  en una g rá f ic a  que re la c ió n e  
los índ ices  de re sp u e s ta  con d o s is  conocidas de ese  com puesto .

Si b ien  en e l d e s a r ro llo  m a tem ático  se  definió com o fndice del s is te m a  la  r e ­
lación  B /F , pueden s e r  u sados o tro s  ín d ice s .

O tra s  fo rm as  de e x p re s a r  la re sp u e s ta  d e l s is te m a  son:

a) B /T  : donde B e s  la  activ idad  ap a ren te  m edida en la fracc ió n  unida y T e s  
la  activ idad  to ta l ap a re n te  de la  fra c c ió n  unida y l ib re .

b) F /B  : donde F e s  la  activ idad  en la fracc ió n  lib re  y B e s  la  ac tiv idad  en la 
fra c c ió n  unida.

c) B /B q: c o rre sp o n d e  al coc ien te  en tre  B /T  p a ra  una d o s is  d e te rm in a d a  y e l 
v a lo r  de (B /r )g  que co rre sp o n d e  a la r e s p u e s ta  del s is te m a  en au sen c ia  de com p u es­
to  a  d o s a r .

P o r  lo tan to  p a ra  una d o s is  de p = x , B / B q = (B /T )x /  (B /T )q

d) Logit B / B q: se  define com o la  función log it de B / B q al:

B /B 0
ln  -------- —

1 -  B /B 0

La d o s is  del com puesto  a d o sa r  debe e x p re s a rs e  en m o l/1 . P o d rá  u s a rs e



ug/m l o uU l/m l siem pre que la correspondencia entre m ol, m asa y uUI sea constante.

Por consiguiente las curvas de dosis-respuesta  tienen distintas representacio­
n es. Para su estudio las hemos agrupado en tres grupos.

1. -  Grupo: a este grupo pertenecen las curvas cuya pendiente varia bruscamen 
te , lo que lim ita e l rango útil de trabajo (ver gráfico de la figura 2). Estas curvas son:

a) B /F  = f (p)
b) B/T  = f <p)
c) B /B 0= f (p)

2 . -  Grupo: Si se representan los m ism os índices de respuesta que en e l grupo 
anterior en función del logaritmo de la dosis, se obtienen curvas sigm oides que permi 
ten disminuir la variación brusca de la pendiente del grupo anterior, aumentándose 
a s í  e l rango útil de trabajo(ver gráfico de la figura 3). Estas curvas son:

a) B/T = f (log p)
b) B /B q = f (log p)

3 . -  Grupo: En este grupo hemos incluido aquellas curvas que mediante trans­
form aciones em píricas dan como resultado rectas, lo que facilita la interpolación y 
e l posterior estudio del sistem a (ver gráfico de la figura 4). Estas ourvas son:

a ) t r a n s f o r m a c ió n  io g it  
lo g it  B / B q =  f  (lo g  p)

b) F /B  -  f (p)
Esta curva es  una recta aparente, Ekins demostró que cuando el sistem a es  poco 

sensib le, la pendiente de esta recta es grande, lo cual puede llevar a confusiones. M

c) B /F  = f (B )

siendo:
B = concentración del anticuerpo que está unido.

Esta gráfica constituye la gráfica de Scatchard y es  una recta si p y q se com ­
portan como m oléculas univalentes.

5 . 0 . 0  INFLUENCIA DE LOS PARAMETROS p * , K y q EN LA 
FORMA DE LAS CURVAS DE DOSIS-RESPUESTAS

El operador debe conocer la influencia de los parámetros p * , q y K en la for­
ma de las curvas de dosis respuesta pues, aún trabajando con p* y q que respondan



a los postulados del modelo básico, si la relación en que se encuentran dentro del 
sistem a no e s  la adecuada se obtendrán curvas de dosis-respuesta  deficientes y no 
aptas para una correcta interpolación.

A fin de conocer las distintas formas de curvas por influencia de p * , q y K, 
Rodbard trabajó con la ecuación general de Ekins dando valores arbitrarios a los 
parám etros. [7]

Obtuvo:

1 .-  Curvas de dosis-respuesta  que muestran e l efecto de cambios en la concen
tración de q en presencia de una cantidad infinitesim al de trazador (p*------- 0) para un
valor de K arbitrario igual a 10 (ver gráfico de la figura 5).

2 . -  Curvas de dosis-respuesta  que señalan e l efecto de cambios de K en pre­
sencia de cantidades infinitesim ales de trazador ( p * ------>0), manteniendo q constan
te (ver gráfico de la figura 6).

3 . -  Curvas de dosis-respuesta  que muestran e l efecto de cambios en K en pre 
sencia de una cantidad finita y significativa de trazador p* 4  0, para la misma canti­
dad de q utilizado en 2 . -  (ver gráfico de la figura 7).

4. - Curvas de dosis-respuesta  que muestran e l efecto de la variación del tra­
zador en presencia de una concentración de q recomendada por Ekins (q = 3/K) para 
K = 10 (ver gráfico de la figura 8).

5. -  Experimentalmente Ekins ha demostrado que el error experimental que
se comete es  mínimo cuando (B /F )q e s  igual a 1; es  decir que la respuesta del sistem a  
en ausencia de p, está afectada de menor error cuando cumple con esta condición.

Por lo tanto se puede hallar una expresión matemática que relaciona p * , q y 
K para que R = 1.

Ekins encuentra a partir de la ecuación general:

R2 + R (1 + K p + K p* -  K q ) -  K q = 0 

si R = 1 

p* = 2 ( q -  1/K )

De donde se observa que existen pares de valores p* y q para una misma cons­
tante K que satisface la condición R = 1.

El propio Ekins recomienda y deduce matemáticamente que para obtener la



máxima sensibilidad, para e l modelo básico, p* = 4/K y q = 3/K , bajo éstas condi­
ciones (B /F )q = 1 y (B /T )q = 0 ,5  (ver gráfico de la figura 9).

6. - Curvas de dosis-respuesta  mostrando el efecto de la variación en la con­
centración del trazador y anticuerpo por arriba y por debajo de las recomendadas 
por la ecuación de Ekins para K = 10 (ver gráfico de la figura 10).

7 . -  Curvas de do sis-resp u esta  que parten de R = 1 o (B /r )0 = 0 , 5  para 
K = 10 y p* = 2 ( q -  1/K) (ver gráfico de la figura 11).

6 . 0 . 0  ASPECTOS ESTADISTICOS DEL RADIOINMUNOENSAYO

A fin de controlar la estabilidad, precisión y reproducibilidad del radioinmuno'- 
ensayo y de conocer e l lím ite de confianza de una dosis estimada, e s  necesario hacer 
uso de ciertos parámetros estad ísticos.

Este procedimiento es  fundamental cuando se dosan hormonas que se caracte­
rizan por producir cambios clín icos importantes o significativos, cuando varfa su 
concentración en sangre en valores muy pequeños.

Ejemplo: variaciones diurnas de LH en fase luteal y folicular; variaciones de 
LH en fase folicular, etc .

El estudio estadístico no tiene mayor importancia clínica en e l caso de hormo­
nas cuya concentración plasmática sufre grandes variaciones ante factores externos 
(stress), ejemplo ACTH, hormona de crecim iento, etc .

Desde que la curva de dosis-respuesta  no e s  lineal y la dispersión de la varían 
za no e s  constante, sino que depende de la dosis, la utilización de métodos estad ísti­
cos c lásicos para el radioinmunoensayo no e s  aplicable. DÜ

Los parámetros estadísticos más importantes involucrados en el radioinmuno­
ensayo son:

a) La varianza dentro del ensayo (local y acumulativo)

b) La varianza entre ensayos (local y acumulativo)

a) La varianza dentro del ensayo es  una medida de la "precisión" del ensayo, 
para un lim ite de confianza del 95%, los datos extraídos se expresan con ± 2-DS

Según se observa en e l gráfico de la figura 12, la varianza no es uniforme, 
sino que depende de la dosis, por lo tanto la precisión de la dosis estimada dependerá 
del valor absoluto de la m ism a. Ello hace necesario conocer la precisión de la deter-



m inación  en  cada  punto de la  c u rv a  de d o s is - re s p u e s ta .

b) L a v a r ia n z a  e n tre  en sayos in fo rm a so b re  la  "estab ilid ad  d e l s is te m a ” . La 
im p o rtan c ia  de é s te  p a rá m e tro  ra d ic a  en que ind ica  cuando un ensayo  sa le  " fu e ra  
de c o n tro l” , e s  d e c ir  que los re su lta d o s  ex tra id o s  de e se  ensayo no pueden s e r  com ­
p a ra d o s  con o tro s  re a liz a d o s  a n te r io rm e n te .

6 .1 .0  CALCULO DE LA VARIANZA DENTRO DEL ENSAYO
Y ENTRE ENSAYOS

P a ra  co nocer e s to s  dos p a rá m e tro s  e s ta d ís tic o s  e s  n ece sa rio  f ra c c io n a r  en  
a lícu o ta s  uno o m ás p la sm a s  de d o s is  p ró x im a s , los cu a les  s e rá n  u sados p o r du p lica -

* do en cada  ensayo com o co n tro l.

E l p ro ced im ien to , ap licado  a una s e r ie  de en sayos que dam os com o ejem plo , 
e s  e l s igu ien te:

1 .-  Se confecciona con los d a to s  de la  po tencia  e s tim ad a  de e so s  p la sm a s , 
ex tra id o s  de cada nuevo ensayo , un cu ad ro  de v a lo re s  (ver T ab la  I).

2 . -  A p a r t i r  d e l cuad ro  de v a lo re s  se puede c a lc u la r  un c o n tra s te  p a ra  cada  
p la sm a  co n tro l en  cada  nuevo ensayo:

( X I  -  x 2)2
2

Se obtiene la  T ab la  II (colum na a y b)(ver T ab la  II)

3 . -  Se ca lcu la  e l p rom ed io  de los c o n tra s te s  p a ra  los p la sm a s  d e l su jeto  1 y
2 p a ra  cada ensay o .

E ste  v a lo r  e s  la  v a r ia n z a  local den tro  del ensayo  MS (ver T ab la  II, co lum nas
c y d).

4 . -  Se sum an todos los c o n tra s te s  de l p la sm a  de los su je to s  1 y 2 h a s ta  e l 
ensayo  núm ero  i y se  divide p o r e l núm ero  de c o n tra s te s ;  e s te  v a lo r  e s  la  v a r ia n z a  
acum ula tiva  d en tro  del ensayo  (ver T ab la  II, co lum nas e y f).

La r a íz  cu ad rad a  de la  v a r ia n z a  acum ula tiva  den tro  del ensayo e s  la  d e sv ia ­
ción  s tan d a rd  de la  d is tr ib u c ió n  de lo s  datos e x p e rim en ta le s  de la s  d o s is  de horm ona 
com prend idos e n tre  la  d o s is  del p la sm a  d e l su je to  1 y del su jeto  2.



6 . 2 . 0  APLICACION DE LA VARIANZA DENTRO DEL 
ENSAYO

En e l e jem p lo , desp u és  de los p r im e ro s  d iez  en sayos se  tien e  una v a ria n z a  
acum ula tiva  den tro  de l ensayo  de 1, 34; es to  s ig n ifica  una desv iac ión  s tan d ard  de 1,15.

Los v a lo re s  ex trap o lad o s de su e ro s  de p ac ien te s  com prend idos e n tre  14 
m U l/m l y  20 m U l/m l pueden e x p re s a rs e  con un 95% de confianza com o:

X ± 2 ,3 0  m U l/m l

6 . 3 . 0  CALCULO DE LA VARIANZA ENTRE ENSAYOS

1 .-  A p a r t i r  de la  T ab la  I, se  ca lcu lan  lo s  v a lo re s  T j , p a ra  cada  p lasm a 
c o n tro l.

T j e s  la  sum a de los dos v a lo re s  en co n trad o s p a ra  un p la sm a  co n tro l en  e l 
ensayo  núm ero  i (ver T ab la  n i) .

2 . -  Se c a lcu la  la  sum a de los cu ad rad o s (SS), p a ra  cada p la sm a  en  cada ensayo 
según la  fó rm u la :

E (T i)2 (E T i)2ss = --------------- -------------------
r  rn

siendo:
r  = núm ero  de re p lic a d o s ; en e s te  caso  r  = 2
n = núm ero  de lo s  ensayos que se tom an  en cuen ta; si un ensayo e s  dejado " fu e ra  de 

c o n tro l" , e se  ensayo no se tiene  en  cuen ta  p a ra  e l cá lcu lo  de v a r ia n z a  e n tre  en ­
sayos (ver T ab la  IV, co lum nas 1 y 3).

3 . -  Se ca lcu lan  los g rad o s de lib e rtad  p a ra  n ensayos acep tados com o df = n̂ -1 
(colum nas 2 y 4).

4 . -  Se sum an los v a lo re s  de SS de cada p la sm a  co n tro l en cada ensayo y se 
obtiene un SS com binado (colum na 5).

5 . -  Se divide cada v a lo r  de SS com binado p o r el núm ero  to ta l de g rad o s  de l i ­
b e rtad  que re s u lta n  de su m ar la s  co lum nas 2 y 4.

Se obtiene un v a lo r  de MS (varianza) p a ra  cada ensayo , que en  e s te  caso  e s  
la  v a r ia n z a  acum ulativa  e n tre  en say o s .



6 . 4 . 0  CALCULO DE LA VARIANZA LOCAL
ENTRE ENSAYOS

P a ra  e l cá lcu lo  de la  v a r ia n z a  local e n tre  ensayos se sigue e l s igu ien te  p ro ­
ced im ien to :

1 .-  Se r e s ta  de la s  co lum nas 1 y 3 de la  T ab la  IV dos v a lo re s  consecu tivos de 
SS (ver T ab la  V, co lum nas 8 y 9).

E jem plo p a ra  e l p la sm a  n° 1

^ n  + 1 (local) ~ + 1 

S^3 (local) = ~ SS-2 

3,00  = 3,09 -  0,09

2 . -  Se ca lcu lan  los SS lo ca les  com binados, com o la sum a de los v a lo re s  de 
SSiOCai p a ra  e l p la sm a  1 y 2 (v e r  colum na 10 ).

3 . -  Se divide los v a lo re s  po r 2, que e s  e l g rado  de lib e rtad  p a ra  dos v a lo re s  
de SS y se h a lla  e l v a lo r de MS (varianza) que fig u ra  en la  colum na 12.

E l v a lo r  MS calcu lado  es  la  v a r ia n z a  local e n tre  en say o s .

6 . 5 . 0  APLICACION DE LA VARIANZA ENTRE ENSAYOS

La v a r ia n z a  e n tre  ensayos p rovee un c r i te r io  objetivo p a ra  re c h a z a r  o acep ­
ta r  un ensayo .

La com binación  de la  v a r ia n z a  local e n tre  ensayos y la v a r ia n z a  acum ulativa 
e n tre  en say o s da  un p a rá m e tro  cuyo v a lo r ind ica  cuando e s  n e c e sa rio  re c h a z a r  un 
en sa y o .

E s ta  re la c ió n  se ca lcu la  com o:

F  = V arian za  loea l en tre  entibo e nsayos p a ra  e l e nsayo n _
V arian za  acum ulativa  e n tre  ensayos p a ra  e l ensayo n-1

En c31 e jem plo , d esp u és  de l ensayo n° 10, e s  d e c ir  n = 8 (por h ab er sido re c h a  
zados los ensayos 2 y 5), e l v a lo r  de la  v a r ia n z a  local e n tre  ensayos e s  209,44 (v e r  
T ab la  V, co lum na 12), m ie n tra s  que la  v a r ia n z a  acum ulativa e n t r e  ensayos h a s ta  e l 
ensayo  n° 9, e s  d e c ir  n = 7, e s  de 13,17 ( v e r  T ab la  IV, colum na n° 7).

En la re la c ió n  F = 209, 44/13 = 16 e s  m uy su p e r io r  a los v a lo re s  de F en co n tra -



dos anteriormente.

En e l ejemplo se rechazan ensayos con valores de F mayor que 3, idealmen­
te F debe ser  igual a 1.

Cuando e l operador cuenta con once ensayos estadísticam ente aceptados puede 
ir  desechando los prim eros para los cálculos de varianza para nuevos ensayos y eva­
luar siem pre lós últimos once, [ ll]

En el ejem plo, luego del ensayo n° 16, se desechan los prim eros a medida 
que se tienen datos de nuevos ensayos, es  decir que se  trabaja con n = 11 y por lo 
tanto con un grado de libertad igual a 10 (ver Tabla I V).

7 . 0 . 0  CONTROL DE CALIDAD DEL RADIOINMUNOENSAYO

Los parámetros que se utilizan para e l control son:

1 .-Actividad específica de p*
2 . -Cantidad de trazador
3 . -Número total de cuentas (T)
4 . -Porcentaje de unión no específica (N)
5 . -Pendiente en e l gráfico de dosis-respuesta  Logit B / B q = f (log p)
6 . -Porcentaje correspondiente a la intercepción en e l gráfico indicado en 5 . -
7 . -Valor de (B /D q
8 .-Varianza entre ensayos
9 . -Varianza dentro del ensayo

10.-Prom edios de m uestras corridas en ensayos repetidos (Tabla I).

Los cuatro prim eros parámetros dependen del proceso de marcación y 
(B/T)o depende de las condiciones en que se realiza el ensayo, e s  decir de p * , q 
y K. [9 I

5 . -  Pendiente: La pendiente en el Logit-log sirve para controlar si el compor­
tamiento experim ental responde al tratamiento teórico, en tal caso e l valor de la pen 
diente tendrá que encontrarse entre ciertos lím ites aceptables ( - 2 , 2  a -2,4) .

En e l caso de que la curva experimental no sea lineal para todos los valores 
de dosis ensayados, la curva e s  útil sólo en la porción que es  recta.

6 . -  Intercepción: El 50% de intercepción es  la cantidad de hormona fría (p) 
que hace disminuir el valor inicial de ( B /r ) g  a un 50%.

Por lo tanto e se  punto corresponde a ia dosis de hormona que presenta una 
respuesta del sistem a de B /B 0 = 0, 5 y a un logit B / B q = 0

Este parámetro informa indirectamente sobre ia sensibilidad dei sistem a.



L lam am os sen sib ilid ad  a  la m ín im a d o s is  d e tec ta b le .

Si e l 50% de in te rcep c ió n  e s  bajo c o rre sp o n d e  a  una sensib ilid ad  a l ta .

E l o p e ra d o r debe in te rp o la r  los ín d ices  de re s p u e s ta  de su e ro s  incógnitas 
en  un en to rno  a i v a lo r  B /B q = 0 ,5  debido a  que e s ta  zona p re s e n ta  m enor d isp e rs ió n  
de la re s p u e s ta  d e l s is te m a .

E ste  p a rá m e tro  debe m a n te n e rse  co nstan te  en  su ces iv o s  en say o s; pues su  v a ­
lo r  depende de la  co n cen trac ió n  de p* y q den tro  del s is te m a .

7 . -  ( B /D q: E xperim en ta lm en te  se  com probó que lo s  e r r o r e s  c a su a le s  son 
m e n o re s  cuando B /T  e s  ce rcan o  a 0 , 5 .  P o r  lo tan to  se  aco n se ja  t r a b a ja r  con un v a ­
lo r  in ic ia l de (B /r )o  que se  ap rox im e a  e s te  v a lo r .

8 . -  V arian z a  den tro  del ensayo: Como se ha  v is to , e s te  p a rá m e tro  ind ica  con 
que p re c is ió n  se  e s tá  trab a jan d o ; y la fo rm a  c o r re c ta  en  que deben s e r  e x p re sad o s  los 
re s u lta d o s .

9 . -  V arian za  e n tre  ensayos: P ro v ee  de un c r i te r io  objetivo p a ra  a c e p ta r  o 
d e se c h a r  un ensay o .

L ím ite s  de to le ra n c ia : E s te  lím ite  p a ra  cada p a rá m e tro  e s  un fa c to r  muy im ­
p o rtan te  d e l s is te m a  de c o n tro l y depende d e l p ro p ó sito  de un determ in ad o  ensay o .

Según s i e l in v estig ad o r d e se a  t r a b a ja r  con un lím ite  de confianza d e l 68%,
95% ó 99% e x p re s a rá  su s re su lta d o s  con ± l d s ,  2 ds ,  3 d s .

Los c u a tro  p a rá m e tro s  m ás im p o rtan te s  del s is te m a  de co n tro l son:

1 . -  (B /T )0
2 . -  50% de in te rcep c ió n
3 . -  V a rian z a  den tro  de l ensayo
4 . -  V arian z a  e n tre  ensayos

Cuando uno de é s to s  p a rá m e tro s  sa le  fu e ra  de los l ím ite s  de to le ra n c ia  se  
in specc io n an  lo s  o tro s  a  fin  de in d iv id u a liza r la s  c a u sa s  d e l p ro b lem a .

L os l ím ite s  de to le ra n c ia  pueden s e r  m odificados y e l núm ero  de m u e s tra s  
co n tro l red u c id o s  a  m ed ida que e l o p e rad o r ad q u ie ra  m ás ex p e rie n c ia  so b re  e l com ­
po rtam ien to  de su  s is te m a .

E s  aco n se jab le  co n fecc ionar una c a r ta  c o n tro l re p re se n ta n d o  g rá ficam en te



lo s  v a lo re s  h a llad o s  p a ra  cada  nuevo ensayo  según lo ind ica la  f ig u ra  13)

8 . 0 . 0  METODOLOGIA

Una vez  que se  h a  encon trado  la s  condiciones ó p tim as de p* y q e l  p ro ced i­
m ien to  que se  aco n se ja  seg u ir  p a ra  co n o cer la  p rec isió n , e s tab ilid ad  y rep ro d u c ib i-  
lidad d e l rad io inm unoensayo  e s  e l s igu ien te ;

1 .-  Se e ligen  se is  p iar,m as co n tro l que se  fracc io n an  en a lícu o tas  p a ra  s e r  
inc lu idos en cada  nuevo ensayo  p o r dup licado .

L as  c a r a c te r í s t ic a s  que deben p re s e n ta r  son:

P la sm a  Aj y A 2  d o s is  ba jas
P la sm a  Bi[ y B2  d o s is  in te rm ed ia s
P la sm a  Cj y C ^  d o s is  a lta s

2 . -  Cuando se  r e a l iz a  un ensayo se  aco n se ja  re p re s e n ta r  los índ ices  de r e s ­
p u e s ta  en función de la  d o s is  según la fo rm a:

B /F  = f (p )  y log it B /B 0 = f (log  p )

3 . -  C a lcu la r  en la  re p re se n ta c ió n  logit:

a) la pendiente
b) la  d o s is  de p que c o rre sp o n d e  a  un logit = 0; con e s te  p roced im ien to  se 

conoce y se  c o n tro la  la  sensib ilid ad  del s is te m a .

4 . -  In te rp o la r  en  la  g rá f ic a  de logit los índ ices  de re s p u e s ta  c o rre sp o n d ie n ­
te  a  los p la sm a s  c o n tro l, p a ra  e s t im a r  la  d o s is  que le co rresp o n d e  según e l  en ­
sayo .

5 . -  T a b u la r  la  d o s is  e s tim a d a  p a ra  los p la sm as  del grupo A, B y C , según 
la  T ab la  I.

O b sé rv ese  que e s te  cuad ro  c o rre sp o n d e  a  un solo  rango  de d o s is , de modo 
que e l o p e ra d o r te n d rá  luego de tabulado los v a lo re s ,  t r e s  cu ad ro s  co rre sp o n d ie n te s  
a  la s  t r e s  d o s is  c o n tro l, cad a  una de e l la s  con dos p la sm a s  1 y 2.

6 . -  P a ra  cad a  d o s is  co n tro l c a lc u la r  un c o n tra s te  aplicando:

(X 1 ' X2 ) 2



Se o b ten d rá  un cu ad ro  s im ila r  a l n° 2 p a ra  la s  d o s is  A, B y C .

7 . -  P a ra  cada  rango  de d o s is  se  ca lcu la  la  v a r ia n z a  acum ulativa  d en tro  del 
en say o , la  r a íz  cu ad rad a  de aquella  e s  la  desv iac ión  s tan d ard  p a ra  e so s  ran g o s  de 
d o s is  en say ad o s; e s  d e c ir  de Aj a  A 2  ; de B¡ a B¿ ; üe C¡ a  C 2  .

E s te  p ro ced im ien to  p e rm ite  co n o cer la  p re c is ió n  d e l ensayo  y la  ex p res ió n  
c o r r e c ta  de una d o s is  de una m u e s tra  incógnita e s tim ad a  con e l s is te m a  de ra d io in -  
m unoensayo .

L a e x p re s ió n  del re su lta d o  se h a rá  con la  po tencia  e s tim ad a  d e l p la sm a , 
incógn ita  ± 2 DS del p la sm a  co n tro l que m ás se ac e rq u e .

Luego de d iez  en say o s , o lo s  que e l o p e rad o r co n sid e re  conven ien tes, e s te  
p ro ced im ien to  puede abandonarse  y re d u c ir  e l  s is te m a  de co n tro l a una so la  d o s is  
que se g u irá  analizándose  en  cada nuevo en say o . E ste  p la sm a  co n tro l s irv e  p a ra  s a ­
b e r  si un ensayo  puede a c e p ta rs e  o debe s e r  rech azad o .

8 . -  Con los da to s de la  p o tencia  e s tim a d a  de una de la s  d o s is  co n tro l Bi -  B2  , 
se  confecciona a m edida que se  re a liz a n  nuevos ensayos un cuadro  de v a lo re s  s im i­
la r  a  la  T ab la  III.

9 . -  Se ca lcu la  la sum a de los cu ad rad o s SS com o:

E ( T i ) 2 (E T i ) 2

1 0 .-  Se c a lcu la  la  v a r ia n z a  acum ulativa  e n tre  ensayos (v e r  T ab la  IV).

11.- Se ca lc u la  la  v a r ia n z a  local e n t r e  ensayos (v e r  T ab la  V ).

1 2 .-  Se ap lica  e l cá lcu lo  de F p a ra  a c e p ta r  o re c h a z a r  e l nuevo ensay o .

En caso  de s e r  rechazado  un ensayo , lo s  re su lta d o s  ex tra íd o s  del m ism o no 
se  te n d rá n  en  cuen ta  p a ra  c a lc u la r  la  v a r ia n z a  e n tre  ensayos p a ra  p o s te r io re s  e n s a ­
y o s .

E s te  p ro ced im ien to  p e rm ite  e l co n tro l de la  rep ro d u c ib ilid ad  de l s is te m a  de 
rad io inm unoensayo  y su e s ta b ilid a d .

L as  v e n ta ja s  que se obtienen  a l seg u ir  e s te  p roced im ien to  son:

1 .-  L as  m ed id as  de lo s  e r r o r e s  ex p e rim e n ta le s  son independien tes de las  
c u rv a s  de do s is - r e s p u e s ta  em p lead a , y e s tá n  ex sen to s  de suposic iones de linea lidad , 
n o rm alid ad , e tc .

Los cá lcu lo s  e s tá n  basad o s en v a lo re s  de d o s is  e x tra íd o s  de la s  c u rv a s  en



térm inos de unid ades /m i, m g/m l.

2. -  Las mediciones hechas con plasm as proveen mayor información que las 
realizadas con buffer; de ahí la razón de la utilización de plasma controles.

3. -  Mantener este sistem a de control e s  simple rápido y útil para extraer 
conclusiones cuando el comportamiento del ensayo sale fuera de control.

4. -  Es un método flexible pues e l operador a medida que gana en experiencia 
puede modificar los lím ites de tolerancia y reducir e l número de muestras de plasmas 
control

OtramMBXHXBXBiro

AGRADECIMIENTO: Agradecemos al Doctor Renato Radicella, Gerente de Radioisóto­
pos y Radiaciones de la Comisión Nacional de Energía Atómica , e l asesoram iento téc ­
nico, la revisión y discusión del manuscrito or ig in a l.-

O(ffl¡í0XOXOHmK£K¡DO



REFERENCIAS

[1] ALBANO, J . ,  EKINS, R . P . ,  The A tta inm ent of High Sensitiv ity  and P re c is ió n  
in  R ad io im m unoassay  T echn iques as Exem plified  in  a Sim ple A ssay  of Serum  
Insulin ; In v itro  P ro c e d u re s  w ith R ad io iso topes in  M edicine. IAEA, V ienna 1970, 
S T I/P U B /237 , p . 491

[2] ALBANO, J . , EKINS, R . P . ,  A Sensitive P re c is e  R adio im m unoassay  of Serum  In- 
su lin ; Relying on C harco a l S epara tion  of Bound and F re e  H orm one M oieties; A cta 
E ndocrino lóg ica , 70 (1972), p . 487-509

¡3] BROW NLEE, K. A . , S ta tis tic a l T h eo ry  and M ethodology in  Science and E nginee- 
r in g , W iley, New Y ork, 1961

[4] EKINS, R . P . ,  NEWMAN, G . B . , T he O ptim isation  of P re c is ió n  and Sensitiv ity  
in  the  R adio im m unoassay  M ethod; P ro te in  and Polypeptide H orm one; (P ro c  I n t . 
Sym p. L iegc 1968) 2 (M argoulies M. Ed . )  E x ce rp ta  M edica Foundation, A m s te r-  
dam , ICS 161 (1968) p . 329

[5] EKINS, R . P . ,  NEWMAN, M. A .,  O'RíOROAN J .  H. L . ,  T h eo rica l A sp ec ts  of 
S a tu ra tion  and R adio im m unoassay ; R adio iso topes in M edicine; In v itro  Studies 
(I-layes, R . L . ,  G osw itz, F . A .,  M urphy, B . E . P . Ed . )  USAEC, Oak R idge, 
T en n . (1968) p . 59

[6] EKINS, R . P . , T h e o ric a l A spects  of S a tu ra tion  A nalysis ; In v itro  P ro c e d u re s  with 
R ad io iso topes in M edicine, IAEA, V ienna 1970, S T l/P U B /2 3 7 , p . 325

[7] FELDM AN, M ., RODBARD, D .,  M athem atical T heo ry  of R ad io im m unoassay*Prin ­
c ip ie s  of C om petitive P ro te in  Binding A ssay , C hap ter VII, p . 158 (1971)

[#¡ KENNETH WEAVER,  R adio im m unoassay ; A Sim plified P re c e d u re  fo r  Dose In te r -  
po la tion ; The Jo u rn a l of L ab o ra to ry  and C lin ica l M edicine, St. L ouis, v o l. 77 N*
4, p . 661-664, A p ril 1971

[9] RODBARD, D .,  RAYFORD, J .  A .,  COOPER, ROSS, G . T . ,  S ta tis tic a l Q uality 
C on tro l of R adio im m unoassay ; The Jo u rn a l of C lin ica l Endocrinology and M etabo- 
lism , v o l. 28, N* 10, o c tober 1968, p . 1412-1418

[10] RODBARD, D .,  COOPER, J .  A .,  A Model fo r P re d ic tio n  of Confidence L im its  in 
R ad io im m unoassay  and C om petitive P ro te in  Binding A ssay s; In v itro  P ro c e d u re s  
w ith R ad io iso topes in  M edicine IAEA, V ienna, 1970

[1 1 ] RODBARD, D . , S ta tis tic a l A spects  of R ad io im m unoassays; P r in c ip ie s  of C om pe­
titiv e  P ro te in  Binding A ssa y s , C hap ter VIII, p . 204 ,  (1971)

[12] RODBARD, D .,  RUDER,  M athem atical A nalysis  of K inetics of R adioligand A ssay s;



Improved Sensitivy Ostained by Delayed Addition of Labeled Ligand, J. Clin. 
Endoor. 33; p. 343 (1971)

[láj YALLOW, R. S .,  BERSQN, S. A .,  General Principies of Radioimmunoassay, 
Radioisotopes in Medicine; In vitro Studies (llth A . E. C. Symp. in Med. 8 Oak 
Ridge, Tenn. 1967), 1968, p .7

|Í4j YALOW, R. S . , General Aspects of Radioimmunoassay Procedures; In vitro 
Procedures with Radioisotopes in Medicine, IAEA, Vienna 1970, STI/PUB/237, 
p. 455



FIGURAS

Y

TABLAS



FRACCION 
UNIDA (B)

W W ' REACTIVO
p

H J ESPECÍFICO =  +

FRACCION 
U B R E  (F)

Fig 1

Fig 2
Primer Grupo

DOSIS 9



LO
GI

T 
B

/B

a) B/T= f(log p) b) B/B0 = f(log p)
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F ig 5a- A  m e d i d a  que aumenta q , d i s m i n u y e  la p e n d i e n t e  de 
la curva y a p arece una zona de b a l a  sensibilizar’ 
para bajas dosis. La mejor, en este caso, es la que 
c o r r e s p o n d e  a q=0.3 ya que t iene buena p e n d iente y 
un rango útil de t r a b a j o  mayor que la de q =  0.03 .[7]

8

P i g  5b -Al r e p r e s e n t a r  B/B^ en función de la dosis, p e r m i t e  
la m e j o r  c o m p a r a c i ó n  entre las tres curvas, ya que 
p a r t e n  de la m i s m a  o r d e n a d a  en e 1 origen. [7]
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Fig 6 -Se observa un p l a t e a u  a b a j a s  dosis que en las c o n d i ­
c iones del sistema se m a n t i e n e  hasta cuatro unidades. 
Este efecto no es me iorado en ninguna de ^as represen 
t a c i o n e s  de dosis r e s p u e s t a . [ 7 |
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F i g  7 - P o r  a g r e g a d o  de 4 unidades de p* se o b t i e n e  un efecto
m e j o r a d o r  sobre la forma de las curvas de dosis r e s p u e s  
ta que se señaló en la fig 6. Desde que p* y  p  son idén­
t i c o s  en el m o d e l o  básico, e q u ivale a correr el eje de 
las o r d e n a d a s  de la fig 6, 4 u n i dades hacia la derecha.|^7j
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Fig 8- Se señala el efecto de cambios en el trazador.
Se o b serva que a m e d i d a  que se d i s m inuye el t r a z a ­
dor, aumenta la s e nsibilidad del sistema (pendiente) 
Nó t e s e  en la fig. 8a, el cambio que p r e s e n t a  en el 
v a l o r  de la o r d enada en el origen. [7 ¡
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F i g  9 - S e ñ a l a  el efecto de cambios recíprocos entre q y  p,* 
según el v a l o r  de K, de acuerdo con lo recome n d a d o  
por Ekins.
O b s é r v e s e  que todas las curvas t ienen un v alor ini­
cial de B/T=0.5 .
En la fig. 9e, se observa que la p e n d i e n t e  de todas 
las curvas es igual a -ln 10 o sea -2,3. (7 J
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F i g  10- Señala el efecto de cambios en la relac i ó n  de p* y  
q d entro del sistema.
Se o b s e r v a  que las m e jores condic i o n e s  de t r abajo se 
o b t i e n e n  c u a n d o  la r e l ación entre p* y  q cumple con 
lo r e c o m e n d a d o  por Ekins, es decir p * = 4 / K  y  q=3/K, 
c o n d i c i o n e s  que c o r r e s p o n d e n  a la curva 7. [7.1



Fi g  11 -Se m u e s t r a  una familia de curvas que p a r t e n  de B/T 
inicial igual a 0.5, pues c u mplen con la condición: 
p * - 2 ( q -l/K).
R e s ulta claro que no basta la condición (B/T)o =0.5 
p a r a  suponer que el sistema está en ais c ondiciones 
ó p t i m a s  de trabajo.
La curva 3 corres p o n d e  a las c o ndiciones que p o s t u ­
la Ekins. [7]

DOSIS
F i g  12 -Curva de dosis respuesta típica donde se indica la 

v a r i a n z a  de 10 replicados. O b s é r v e s e  que la v a r i a n ­
za no os u n i f o r m e  en toda la curva. [ll|
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9
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11
12
13
14
15
16
17
18
19

Tabla I

Sujeto 1 Sujeto 2

X 1 x 2 xi x 2

16.5 16.5 23.3 26.5
9.5 9.5 15.2 18.5

16.2 16.2 20.5 23.1
17.2 18.5 20.5 21.8
25.7 23.8 20.8 22.8
19.8 19.8 17.2 17.2
11.9 11.9 17.4 20.2
15.1 15.8 23.1 24.7
15.2 15.2 21.1 22.4
22.4 22.4 34.7 36.3
12.2 14.5 22.4 22.4
10.6 10.6 21.1 19.8
13.9 14.5 25.1 23.4
6.9 7.3 14.8 14.8
9.6 9.6 14.2 16.5

11.2 11.2 16.2 19.8
4.6 4.6 7.5 5.7

20.5 20.5 20.5 21.1
16.5 16.5 23.1 22.4
12.5 14.1 17.2 17.2



1
2

3

4

5

6

7

e
9

10
11
12

13

14

15

16

17

18

19

Tabla II

a b C d e
ControsU Local •w* Acumulativo

1 2 s s d f MS s s d f MS

0 4 . 0 4 4 . 8 5 2 2 . 4 2 4 . 8 4 2 2 . 4 2

0 5 . 4 5 5 . 4 5 2 2 . 7 3 1 0 . 2 9 / ' * 2 . 5 7
0 3 . 3 8 3 . 3 8 2 1 . 69 1 3 . 6 7 6 2 . 2 9

0 . 6 5 0 . 8 5 1 . 7 0 2 0 . 8 5 15.  37 8 1 . 9 2

1 . 81 2 . 0 0 3 . 81 2 1 . 91 1 9 . 1 8 10 1 . 9 2
0 0 0 2 0 1 9 . 1 8 12 1 . 6 0

0 4 . 0 0 4 . 0 0 2 2 . 0 0 2 3 . 1 8 14 1 . 6 6

0 . 2 5 1.  28 1 . 5 3 2 0 . 7 7i 24 . 71 16 1 . 5 4

0 0 . 8 5 0 . 8 5 2 0 . 4 3 2 5 . 5 6 18 1 . 4 2

0 1 . 2 8 1 . 2 8 2 0 . 6 4 2 6 . 8 4 20 1 . 3 4

2 . 6 5 0 2 . 6 5 2 1 . 3 3 2 9 . 4 9 22 1 . 3 4

0 0 . 8 4 0 . 8 4 2 0 . 4 2 3 0 . 3 3 24 1 . 2 6

0 . 1 8 1 . 4 5 1 . 6 3 2 0 . 8 2 3 1 . 9 6 26 1 . 2 3
0 . 0 8 0 0 . 0 8 2 0 . 0 4 3 2 . 0 4 28 1 . 1 4
0 2 . 6 5 2 . 6 5 2 1 . 8 3 3 4 . 6 9 30 1 . 1 6
0 6 . 4 8 6 . 4 8 2 3 . 2 4 4 1 . 1 7 32 1 . 2 9
0 1 . 81 1 . 81 2 0 . 9 1 4 2 . 9 8 34 1 . 2 6
0 0 . 1 8 0 . 1 8 2 0 . 0 9 4 3 . 1 6 36 1 . 2 0

0 0 . 2 5 0 . 2 5 2 0 . 1 3 4 3 . 4 1 38 1 . 1 4

1 . 2 8 0 1 . 2 8 2 0 . 6 4 4 4 . 6 9 40 1 . 1 2

Tabla III

Ensayo
•
L  .

’i tfto le *, TI
n

Sujeto 1 Sujeto 2

1 33.0 49.8 1
2 19.0 33.7 Detcartodo
3 32.4 43.6 2
4 3b.7 4'¿.3 3
6 49.5 &4.0 De&córtodc
6 39.C 34.4 4
7 23.B 37.6 5
8 30.9 47.8 6
9 30.4 43.5 7

10 44.8 71.0 Descortodo
11 26.7 44.8 8
12 21.2 40.8 9

13 28.4 48.5 10
14 14.2 29.6 Descortado
15 1fl.2 30.7 □•scortodo
16 i‘2.4 36.0 11
17 9.2 13.2 Descartado
18 41.0 41.6 12
19 33.0 45 5 13
20 ?G.6 14.4 14



Tabla IV

(1) (2I 13) 141 151 (01 17]
E n s o y o  n ' ____Su Je toJ________________ Su je lo_2_________________ Com b inado________ _

SS d i SS d i S S  d i M S

1 y _ _ — — — — —

2 43.60 1 w.eo 1 108.36 2 64.18

3 r 0.09 1 9 0> 1 9.70 2 4.65

4 y 3.09 2 16.06 2 19 15 4 4.79

B 4 9fi.71 3 143,13 3 244.84 e 40.81

fl 4' 16.14 3 60 07 3 7C 21 6 12.70

7 6’ 67.90 4 69.78 4 139,08 8 17.46

8 6 69 b6 6 ee 10 6 16566 10 15.57

a 7 71.SB 6 80. <6 Ü 1WI.04 12 13.17

10 8 140.41 7 436 60 7 670.91 14 41.21

u A 81/ 09 7 B8.37 7 173.46 14 12.39

12 9 132 91 8 90 28 8 223.09 16 13.94

13 10 134.63 b 1C*> 10 9 239.82 18 13.32

14 11 2M.14 10 1P0.76 10 *41.89 20 22 03

16 11 10W 73 10 177,60 10 367.31 20 18.37

16 11 lf»? 10 129.M 10 291 90 ■ 20 14.60

17 1/ ¿  U. *».! 10 470.91 10 831.44 20 40.67'

16 12 ?H i «S 10 101.51 10 320.9# 20 16 05

19 13 720.92 10 106.37 10 327.29 20 16.36

20 14 209.26 10 133.01 10 432.26 70 17.11

fórmula: SS =
Z T i 2 (Z T i )2

rn

Tabla V

V a r ianza Local Entre Ensayos
(8) 

Sujeto 1
(9) ■ 
2

(10)
Combinado

(11) (12)

SS SS SS df MS

1 1 ' _ _ __ _ _

-2 43.58 64.77 108.35 2 54 .18-
3 2 ' 0. 09 9.61 9.7 0 2 4 .85
4 3 1 3.00 6.45 9.45 2 4.73

-5 4 93.62 132.07 225.68 2 112.85-
6 4 ' 13.05 44 . 01 57.06 2 28. 53
7 5 ' 51 .76 9.70 61.46 2 30.73
8 6 1 .67 16.32 17.99 2 9.00
9 7 2.01 0.36 2. 37 2 1.19

10 8 68. 33 360.04 418.87 2 209.44-
11 9 13.51 1.90 15.41 2 7.71
12 9 47.73 1.91 49. 64 2 24.82
13 10 1.82 14 .91 16.73 2 8.37

-14 11 116.51 85.56 203.07 2 101.04-
-15 11 56.10 72.39 127.49 2 63.75-
16 11 27.73 24.35 5 2.08 2 26.04

-17 12 180.91 375.45 556.36 2 278.16
18 12 63.83 0.05 63.88 2 31.94
19 13 4.06 6.43 10.49 2 5. 25
20 14 4.43 26.67 31.15 2 16.53


