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Finalidade 
 
O Kit RSR Auto-anticorpos para Receptor de Acetilcolina (AChRAb) deve ser utilizado 
apenas por profissionais, e é destinado a determinação quantitativa de auto-
anticorpos para receptores de acetilcolina (AChR) em soro humano. Os auto-
anticorpos para o receptor de acetilcolina (AChRAb) são responsáveis por um 
distúrbio na junção neuromuscular em miastenia gravis  e a dosagem destes 
anticorpos pode ser de valor considerável no diagnostico da doença.  
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Princípio do Ensaio 
 
Formas adultas e fetais de receptor de acetilcolina diferem em uma de suas 
subunidades (a subunidade gama no receptor fetal é substituída pela subunidade 
epsilon no receptor adulto). Além disto, AchRAb  em alguns soros reconhecem a 
forma fetal do receptor e em outros reconhece a forma adulta do receptor. 
Conseqüentemente, uma mistura cuidadosamente balanceada de detergente solúvel 
nas formas fetais e adultas do receptor é a preparação ideal para o ensaio AchRAb.  
Esta mistura de receptores, marcados com [I125

] alfa bungarotoxina (uma toxina de 
veneno de serpente) fornece a base para o Kit RSR AChRAb  . No ensaio os 
receptores marcados são incubados com as amostras, resultando em um complexo 
de receptor marcado e anticorpo receptor imunoprecipitado com anti-IgG humana. 
Os receptores marcados são então incubados com soro que contém auto-anticorpos 
para o receptor de acetilcolina, e o complexo resultante de receptor marcado e 
imunoprecipitado de anticorpo receptor com anti-IgG humana. Após etapas de 
centrifugação e lavagem, o precipitado é contado. 
 
Armazenamento e Preparação das Amostras 
 
O soro deve ser analisado logo após a sua separação, ou deve ser armazenada, de 
preferência em alíquotas a temperatura de -20ºC ou inferior. 5� L são suficientes para 
um ensaio. Repetidos ciclos de congelamento ou aumento da temperatura de 
armazenamento devem ser evitados. Armazenamento incorreto das amostras 
provocará perda da atividade do anticorpo. Não utilize amostras lipêmicas ou 
hemolisadas. Plasma pode ser utilizado desde que EDTA seja empregado como anti-
coagulante. Quando necessário, descongele as amostras a temperatura ambiente e 
homogeneíze suavemente para assegurar a homogeneidade. Centrifugue as 
amostras antes do uso (de preferência por 5 minutos de 10-15.000 em 
microcentrífuga) para remover qualquer material particulado. Não omita esta etapa se 
a amostra estiver turva ou com partículas aparentes. 
 
 
 

Materiais Fornecidos nos kits de 25, 50, e 100 tubo s. 
 

Material Kit 25 Tubos Kit 50 Tubos Kit 100 Tubos 
I125 AChR 1 x 1.3 mL 2 x 1.3 mL 4 x 1.3 mL 
 Controle Negativo 1x100 uL 1x100 uL 1x100 uL 
Controle Positivo 1x100 uL 1x100 uL 1x100 uL 
IgG Anti-Humano 1 x1.5 mL 2 x 1.5 mL 1x 5.5 mL 
Soro Humano Normal 1x1 mL 2x1 mL 1x4 mL 
Solução de Lavagem 1 x 70 mL 2 x 70 mL 2 x 120 mL 
Tampão de Reconstituição 1x 4 mL 2x 4 mL 4x 4 mL 
Enhancer - Precipitação 1x1 mL 2x 1 mL 4x 1 mL 
 
Materiais e equipamentos necessários, porém  não fo rnecidos: 
 
1. Pipetas para 5µL , 50 µL e 1 mL.   
2. Tubos plásticos de 3,0 mL (é recomendada a utilização de tubos com fundo  
arredondado quando se realiza ensaios de precipitação).     
3. Centrífuga refrigerada com capacidade para centrifugar os tubos de plástico a 1500 
x g.   
4. Dispositivo adequado para  aspirar os tubos.   
5. Agitador tipo Vórtex.   
6. Contador  Gama.   
 
Preparação dos Reagentes Fornecidos 
 

I125 Marcado AChR                                                         40kBq/frasco 
Liofilizado                                                                        (na fabricação) 

A 

Reconstituir cada frasco com 1,3 mL de tampão de reconstituição (G) e 
homogeneizar suavemente até a dissolução. Uma vez reconstituído, 
armazenar de 2-8ºC por até 2 semanas. 

B Controle Negativo 
Pronto para uso 

C Controle Positivo (veja a etiqueta para o interva lo de concentração) 
Pronto para uso 

D IgG Anti-humano 
Pronto para uso 

E Soro humano normal 
Pronto para uso 

F Solução de Lavagem 
Pronto para uso 

G Tampão de Reconstituição 
Pronto para uso 

H Enhancer de Precipitação 
Pronto para uso 

 
Procedimento do Ensaio   
Deixe todos os reagentes, exceto o tampão de ensaio, a temperatura ambiente (20-
25ºC) por no mínimo 30 minutos antes do ensaio. É recomendado um dispensador do 
tipo Eppendorf para as etapas 2, 4, 6,7 e 10.  
 
1. Pipete 5 µL das amostras não diluídas e controles do kit (B,C) nos respectivos 
tubos identificados em duplicata.  
 
2.  Pipete 50  µL de I125 AChR (A) 
 
3.  Cubra os tubos adequadamente, homogeneíze os tubos em vórtex, e incube a 

temperatura ambiente por 2 horas.  
   
4.  Pipete 50  µL de anti-IgG humana (D), em cada tubo. 

 
5.  Cubra os tubos adequadamente, homogeneíze os tubos em vórtex, e incube de 2-

8ºC por 2 horas.   (Incubação overnight [17-21 horas de 2-8 ºC] pode ser utilizada se 
necessário). 

 
6.  Pipete 25� L de enhancer de precipitação (H) em cada tubo. 
 
7.  Pipete 1 mL de solução de lavagem (F) em cada tubo e homogeneíze em vórtex. 
 
8.  Centrifugue os tubos por 20 minutos de 2-8ºC a 1500g. 
 
9.  Aspire ou decante o sobrenadante. 
 
10. Pipete 1 mL de solução de lavagem (F) em cada tubo, re-suspenda o precipitado 

utilizando agitador vórtex. 
 
11. Repita a etapa de centrifugação 8. 



 
 

 

 
12. Aspire ou decante o sobrenadante e conte cada tubo por 2 minutos em contador    

gama. 

Cálculo dos Resultados 
   
A radioatividade no precipitado final é proporcional a quantidade de AChR marcado e 
ligado ao AChRAb. Isto pode ser expresso como nanomoles de AChR  ligado por litro 
de soro teste utilizando-se a seguinte equação: 
 
nmoles/litro de  AChR  ligado =  
 
(cpm da amostra teste – cpm controle negativo)  x A   
                      C x K x B x 2.22 
Onde: 
 
A é o fator de decaimento  para I125  no período entre a marcação  do receptor e o dia 
do teste (fator de decaimento A).   
B é a eficiência do contador 
C é o volume de soro usado no teste (µL) 
K é a atividade específica (Ci/mmole) de I125 no momento que foi utilizado para a 
marcação do AChR. 
Valores para A, C e K são fornecidos para cada lote de kit em documento separado da 
bula.   
 
Resultados Típicos (Somente como exemplo, não deve ser utilizado para os 
cálculos dos resultados atuais). 

Contagens Totais 77.120 
Amostra 

Média de contagens por 
minuto no precipitado 

Conc. 
nmol/L 

Controle Negativo do kit (B) 608  
Controle positivo do kit (C) 10680 4.4 

Soro do paciente 1 6502 2.6 
Soro do paciente 2 2202 0.7 
Soro do paciente 3 15555 6.6 

 
Exemplo de cálculo   
 
Se a contagem de cpm da amostra testada = 2756 e contagem de cpm do controle 
negativo = 608 e o teste foi executado utilizando 5µL de amostra, 2  semanas após o 
dia de marcação do receptor usando toxina com uma atividade específica de 216 Ci 
/m mole e eficiência  do contador  de 0.7, então:  
 A = 1.2, B = 0.7, C = 5 e K = 216 
 
Conc. AChRAb =   (2756 -680) x 1,2           = 1.5 nmol/L 
                              5 x 216 x 0,7 x 2,22   
   
Calibradores de Ensaio  
Como alternativa, no caso de não querer utilizar os cálculos descritos acima, pode ser 
ensaiado um conjunto de calibradores (0.25, 1, 4, e 8 nmol/L; disponível sob pedido 
na RSR) e as concentrações de AChRAb podem ser lidas diretamente na curva 
padrão. 
 
Linearidade do Ensaio  
 
A relação entre a concentração de anticorpos receptores de acetilcolina e cpm ligado 
no teste é linear somente acima de um intervalo limite. Para superar este problema, 
soro positivo para o anticorpo pode ser diluído várias vezes com o soro humano 
normal (E) fornecido e ensaiado. As concentrações de anticorpos podem ser então 
calculadas utilizando-se dados de ligação que estão dentro do intervalo linear. O 
intervalo linear para soros de pacientes diversos são frequentemente diferentes, 
porém 0.5 – 5 nmol/L é uma referência útil. Por exemplo, nós podemos considerar 
uma amostra com valor de 9 nmol/L não diluída. Diluições de 3, 9 e 27 vezes 
forneceram resultados de 12, 13 e 13 nmol/L respectivamente (após correção para o 
fator de diluição). Todas as 3 diluições estão,claramente, no intervalo linear por que  
estão concordantes. O resultado para esta amostra é então expresso como a média 
dos 3 valores, ou seja, 12,7 nmol/L.    
 
      CUT OFF de Ensaio 

Cut off nmol/L 
Negativo < 0.2 nmol/L 
Positivo > 0.5 nmol/L 

   
Avaliação Clínica 
 
Especificidade Clinica 
 

113 amostras de doadores de sangue saudáveis foram analisadas no ensaio AChRAb 
RIE. 100% foram identificadas como AChRAb negativas.  
 
Sensibilidade Clínica 
 
Amostras de 53 pacientes diagnosticados para Miastenia Gravis foram ensaiadas com 
o teste AChRAb RIE e todos os 53 pacientes foram identificadas como AChRAb 
positivos. Em um ensaio de larga proporção, K. Ohta et al (autoimmunity 2003 36: 
151-154) encontrou um índice de 82% dos 1740 pacientes com miastenia gravis 
sendo positivos para AChRAb utilizando o kit RSR AChRAb RIE. 
 
Limite mínimo de detecção 
 
O controle negativo do kit AChRAb RIE foi ensaiado 20 vezes e a média e desvio 
padrão foram calculadas. O limite mínimo de detecção com + 2 desvios padrões foi de 
0.02 nmol/L. 
 
 
 Precisão Inter-Ensaio    

Amostra Nmol/L (n=20) CV% 
1 2.2 5 
2 0.5 5.9 

 
Precisão Intra-Ensaio    

Amostra Nmol/L (n=20) CV% 
1 3.3 1.9 
2 1.8 1.7 

 
 
Exatidão Clínica 
 
Nenhuma interferência foi detectada para auto-anticorpos contra Tiróide Peroxidase, 
GAD, 21-OH, dsDNA ou Fator Reumatóide.  
 
Interferências 
 
Nenhuma interferência foi observada quando as amostras foram inoculadas com os 
seguintes materiais: hemoglobina até 5 mg/mL, bilirrubina 20mg/dL ou intralípides até 
30 mg/dL. 
 
Os dados informados nesta instrução de uso, devem ser utilizados apenas como um 
guia. É recomendado que cada laboratório inclua seu próprio painel de amostras 
controles no ensaio. Cada laboratório deve estabelecer seus próprios intervalos de 
normalidade e patológicos para AChRAb. 
 
ADVERTÊNCIAS E PRECAUÇÕES  
·  Cada laboratório deve estabelecer seus próprios intervalos de referência para 

auto-anticorpos Tg, tanto para pacientes normais quanto patológicos. 
·  Os dados contidos nestas instruções devem ser usados apenas como um guia. 
·  Recomenda-se que cada laboratório inclua seu próprio painel de amostras 

controles juntamente com os controles fornecidos no kit. 
·  Este kit é destinado ao uso in vitro por profissionais habilitados. 
·  Siga todas as instruções cuidadosamente. 
·  Armazene todos os reagentes de 2-8°C nas embalagens originais. 
·  Verifique as datas de validade impressas nas etiquetas assim como as 

estabilidades específicas para cada reagente reconstituído. 
   
 CUIDADO: MATERIAL RADIOATIVO 
Consulte as regulamentações de radiação, padrões, e procedimentos aplicáveis para 
a sua facilidade em manusear, armazenar, e descartar materiais radioativos.  
Este material radioativo deve ser recebido, adquirido, e usado somente por médicos, 
laboratórios clínicos ou hospitais e somente deve ser usado para testes de laboratório 
ou clínicos in vitro que não envolvam administração interna ou externa do material, ou 
da radiação dele resultante, para seres humanos e animais. O seu recebimento, 
aquisição, uso e transferência estão sujeitos a regulamentações de cada país. 
Para minimizar os riscos de exposição à radiação, manuseie materiais radioativos 
como recomendado pela regulamentação padrão apropriada e no “Occupational 
Radiation Protection Safety Guide,Safety Standards Series Nº RS-G-
1.1,”1999,publicado pela “International Atomic Energy Agency”. 
 
As seguintes Boas Práticas de Laboratório universais devem ser observadas: 
·  Não comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos na área onde os materiais 

radioativos estiverem sendo manipulados. 
·  Não pipetar com a boca. 
·  Usar aventais e luvas descartáveis quando manipular materiais 

imunodiagnósticos. 



 
 

 

·  Lavar muito bem as mãos após manipular materiais imunodiagnósticos. 
·  Cobrir a superfície de trabalho com papel absorvente descartável. 
·  Limpar todos os respingos muito bem e imediatamente e descontaminar a 

superfície afetada. 
·  Evite a geração de aérosol. 
·  Providencie ventilação adequada. 
·  Manuseie e descarte os reagentes e materiais de acordo com a 

regulamentação aplicável. 
 
AVISO: Material Potencialmente Nocivo à Saúde 
Este kit contém alguns reagentes fabricados com material de fonte humana (ex. soro 
ou plasma) ou usados em conjunto com materiais de fonte humana. O material neste 
kit foi testado por métodos recomendados pela FDA e não se apresentaram reativos 
para anticorpo HIV-1/2, HCV e HBsAg. Nenhum método pode oferecer completa 
garantia de eliminação de riscos potenciais á saúde. Estes reagentes devem ser 
manipulados no Nível de Biosegurança 2, conforme recomendado para qualquer 
amostra de sangue ou soro potencialmente infecciosa no manual do CDC/NIH 
“Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories" (Biosegurança em 
Laboratórios Microbiológicos e Biomédicos), 4ª Edição, Abril 1999.  
 
CUIDADO: Perigo Químico: 
Alguns dos reagentes neste kit contêm azida sódica como conservante em 
concentrações abaixo do limite permitido de <0.1%.Mesmo significativamente diluída 
azida sódica concentrada é um irritante para a pele e membranas mucosas e pode 
reagir com o cobre e chumbo das tubulações e formar azidas metálicas explosivas, 
especialmente se acumulada. Esta substancia esta sob a forma diluída, e por isto, 
pode minimizar os riscos de exposição significativamente, mas não completamente. 
Evite contato com a pele, olhos, e roupas. Em caso de contato com qualquer um 
destes reagentes, lave a área completamente com água e procure orientação médica. 
Descarte todo material não radioativo e os reagentes sem risco de contaminação 
deixando correr uma grande quantidade de água a fim de prevenir a formação de 
produtos químicos perigosos no sistema de tubulação. 
Para maiores informações a respeito de substancias de risco pertencentes a este kit, 
por favor, consulte os componentes específicos nas FISPQs no site 
www.gendiag.com.br ou solicite a informação. 
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