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QUANTIFICACAO DO FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A

INSULINA | (IGF-I) EM PLASMA BOVINO POR ELISA

RESUMO - Esse estudo teve como objetivo a padronizacdo de um ensaio
imunoenziméatico (ELISA) para a determinagédo das concentracdes plasmaticas
de IGF-I total, utilizando o sistema de amplificacdo biotina-estreptavidina
peroxidase em um ensaio competitivo. O IGF-I foi extraido da IGFBP, utilizando
o tampéao glicina acidificado seguido de neutralizacdo do pH com hidréxido de
soédio. As microplacas foram sensibilizadas com anti IgG de coelho, e as
dosagens realizadas utilizando duas abordagens, um método sem competicdo
(incubagéo prévia das amostras com o anticorpo anti-h-IGF-I) e outro com
competicdo (adicdo simultanea de IGF-I biotilinado e amostra). Os melhores
resultados foram obtidos utilizando o método competitivo, com a sensibilizacédo
da placa com 0,25 ug/poco de IgG anti-coelho, o anticorpo especifico na diluicdo
1:250.000 e 0,06 ng/poco de IGF-I biotinilado. O ensaio in house apresentou, um
limite inferior de deteccdo de 50 ng/mL, uma correlagédo de 0.945 entre doses
quando comparado a uma metodologia comercial. Além disso, apds 33 ensaios
(1114 amostras) a metodologia apresentou uma boa precisao, com coeficientes
de variagcao inter-ensaio de 12,94% (345,8 ng/mL) para os controles alto e
20,71% (131,6 ng/mL) para o baixo. Dessa forma, conclui-se que a metodologia
imunoenzimatica para quantificagdo de IGF-l total utilizando o sistema de

amplificagéo biotina-estreptavidina peroxidase em um ensaio competitivo esta



estabelecida e apresenta-se como uma ferramenta util para estudos que visem

0 monitoramento das concentracdes de IGF-I.

Palavras chave: Método, Hormonio, Validacdo, Imunoensaio



MEASUREMENT OF INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR I (IGF-I) IN BOVINE
PLASM BY ELISA

SUMMARY - This study aimed to standardize an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) to determine plasma concentrations of total IGF-I using the
amplification biotin-streptavidin peroxidase system in a competitive assay. The
IGF-I was extracted from IGFBPs using the acidified glycine buffer followed by
the pH neutralization with sodium hydroxide. The microplates were coated with
anti-rabbit 1gG, thereafter the measurements were carried out using two
approaches, one without competition (prior incubation of samples with the anti-h-
IGF-I antibody) and another with competition (simultaneous addition of IGF-I and
biotinylated sample). The best results were obtained using the competitive
method, with the following combination of reagents: microplates were coated with
0.25 pg/well of anti-rabbit IgG, the specific antibody at a dilution of 1:250.000 and
0.06 ng/well of biotinylated IGF-I. The in house methodology showed sensitivity
of detection limit of 50 ng/ml, a correlation between doses of 0.945 when
compared to a commercial method. In addition, after 33 assays (quantification of
1114 samples) the proposed methodology presented a good precision, with inter-
assay variation coefficients of 12.94% and 20.71% for the high and low controls,
respectively. Finally, we concluded that ELISA method for the quantification of
total IGF-1 using the system biotin-streptavidin-peroxidase amplification in a
competitive assay is established and is presented as a useful tool for studies

aimed at monitoring the IGF-1 concentrations.

Keywords: Methods , Hormone, Validation, Immunoassay
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1 INTRODUCAO

O IGF-I, ou somatomedina C, € um peptideo com peso molecular de
aproximadamente 7,6 kDa composto por 70 aminoacidos pertencente a
superfamilia da insulina, devido a sua relacdo estrutural com a proé-insulina
(ANDOH, 2005). E um potente mitégeno sintetizado, por diversos 6rgaos,
principalmente pelo figado em resposta ao GH produzido pela hipofise (YAKAR
et al., 1999) e que atua como mediador metabdlico relacionado com o inicio da
puberdade em novilhas (RADCLIFF et al., 2004; BELTRAN, 2007).

A atividade estimulatéria sobre os processos reprodutivos desempenhada
pelo IGF-1 ocorre de duas maneiras, uma por acao local nos ovarios estimulando
o crescimento folicular que deriva em maior producdo de estradiol com
consequente liberagéo de picos de LH (SIMPSON et al., 1991), e outra por agéo
direta no hipotadlamo induzindo a liberacdo de kisspeptina que € um importante
neurotransmissor estimulatério da secrecdo de GnRH (HINEY et al., 2010).

O peso e a condicao corporal, durante o periodo pré-puberal, sdo fatores
determinantes para a primeira ovulacdo (GARCIA et al., 2002) e apresentam
correlacdo de 0,88 a 0,92 com as concentragdes circulantes de IGF-I (LACAU-
MENGIDO et al., 2000). Além da associacdo com 0S processos reprodutivos a
concentracao periférica de IGF-1 pode também ser utilizada como um parametro
indicador do status nutricional (KETELSLEGERS et al., 1995).

Contudo, mesmo perante a reconhecida importancia fisiolégica desse
horménio sobre os aspectos produtivos e reprodutivos, as metodologias
disponiveis no mercado em sua grande maioria ndo sdo desenvolvidos para a
espécie bovina e apresentam um elevado custo, limitando assim o estudo desse

horménio em pesquisas desenvolvidas com elevado numero de animais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Puberdade e seu controle neuroenddcrino

A puberdade em fémeas, mais especificamente, € caracterizada pela
primeira ovulagéo seguida da formacdo de um corpo liteo capaz de se manter
durante um ciclo estral completo (KINDER et al., 1987), além de manifestar todas
as etapas envolvidas no comportamento sexual (HAFEZ; HAFEZ, 2004).
Segundo Moran et al. (1989), a primeira ovulacdo em média ocorre entre 6 e 24
meses de idade dependendo da genética e dos fatores ambientais em que se
encontram os animais. Racas da espécie Bos indicus, como a Nelore, sdo mais
tardias e em média iniciam a atividade reprodutiva aos 24 meses (ROBINSON,
1977).

Duas hipbéteses sdo propostas para explicar 0s mecanismos
neuroendocrinos envolvidos na maturacdo sexual, sendo estas denominadas
gonadostatica (HOHLWEG e DOHRN apud KNOBIL; NEILL, 1994) e central
(DONAVAN; VAN DER WERFF, 1956). Em roedores, ovelhas e bovinos, dentre
outras espécies, 0 controle da maturagdo sexual segue 0S preceitos
estabelecidos pela hip6tese gonadostatica; jA para equinos e primatas, por
exemplo, o inicio da puberdade ocorre através da liberacdo de fatores de
crescimento e neurotransmissores secretados pelos neurénios e células da glia.

A hipotese gonadostatica consiste na redugdo da sensibilidade
hipotalamica aos esteroides gonadais, principalmente ao estradiol-178 (E-2),
durante o periodo pré-pubere (HOHLWEG; DOHRN apud KNOBIL; NEILL, 1994)
devido a diminuicdo do numero de receptores de E2 no hipotalamo (DAY et al.,
1987).

Em trabalho realizado por Walker et al. (2013) que avaliou o perfil de
expressao génica no hipotadlamo de ratos do nascimento até a maturacao sexual,
observou-se que a reducao na expressao dos receptores de E2 na regido pré-
optica (PO) e o aumento na area medial basal do hipotalamo (MBH) coincidem
com o inicio da atividade pubere dos animais. Os autores propdem que a queda

da expresséo na area PO é importante para cessar a retroalimentacao negativa
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do E2 e a elevagdo na area MBH faz com que esse esteroide passe a exercer
acdo estimulatéria no hipotdlamo para a liberacdo dos picos pré-ovulatorios de
LH.

No entanto, a acdo dos estrOgenos sobre os neurdnios que secretam
GnRH ainda permanece desconhecida (MAYER et al., 2010). Estudos utilizando
imunohistoquimica, com dupla marcacao, para neurdnios secretores de GnRH e
ER em hipotalamos de mamiferos de diversas espécies demonstraram a
existéncia de um grande numero de ER no hipotalamo, porém nao foi
evidenciada a presenca nos neurdnios secretores de GnRH. Em func¢ao disso,
acredita-se que a influéncia dos estrégenos ocorre por vias aferentes sensiveis
ao E2 (GARCIA-SEGURA; MCCARTHY, 2004; SHIVERS et al.,1983), como por
exemplo as vias de liberacao de kisspeptina, neuroquinina B, glutamato e acido
gama-aminobutirico (GOODMAN et al., 2007; PETERSEN et al., 2003).

Além do controle exercido pelos estrogenos sobre o inicio da atividade
puberal, existe também a importante participacdo de hormdnios metabdlicos no
processo regulatério da secrecdo de GnRH, podendo-se citar entre eles o IGF-I
(HINEY et al., 2010).

2.2 Fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-1) e Participacao
nos processos reprodutivos

O IGF-1 é um peptideo formado por 70 aminoacidos, com peso molecular
de 7649 Da, apresenta homologia com a proé-insulina em virtude dessa
semelhanca recebeu o nome de fator de crescimento semelhante a insulina
(RINDERKNECHT; HUMBEL, 1977).

Esse peptideo € um potente mitdgeno sintetizado e secretado no figado
em resposta ao GH produzido pelo hipotalamo (YAKAR et al., 1999), havendo
evidéncias indicando-o0 como importante mediador metabélico envolvido no inicio
da puberdade em novilhas.

Em pesquisa realizada por Beltran (2007), foram observadas maiores
concentracbes de IGF-1 em animais que alcancaram a primeira prenhez antes

dos 16 meses, comparado com novilhas ndo prenhes antes dos 16 meses, além
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de ser encontrada uma correlacdo positiva entre a concentragdo plasmatica de
IGF-1 e o peso corporal, sugerindo que esse hormoénio é importante na
determinacao da precocidade sexual.

A atividade estimulatoria sobre 0s processos reprodutivos desempenhada
pelo IGF-I ocorre de duas maneiras, uma por acao local nos ovarios e outra por
acao direta sobre o sistema nervoso central.

Em experimento onde novilhas de corte pré-puberes foram imunizadas
contra o fator de liberacdo do horménio de crescimento, foi observada uma
reducdo na concentracdo sérica de IGF-I e retardo da puberdade, provavelmente
devido a reducdo do crescimento folicular, visto que uma reducdo da
concentracdo de IGF-I sanguinea prejudica a habilidade dos ovarios de produzir
concentracfes pré-ovulatorias de estradiol, o0 que consequentemente diminui o
estimulo para liberacéo de LH (SIMPSON et al., 1991)

Além disso, segundo Hiney et al., (2010), o IGF-I atua como indutor da
expressdo do gene Kiss-1 no hipotadlamo mais especificamente no nucleo
anteroventral periventricular (AVPV) em ratas, sendo a kisspeptina um

importante neurotransmissor estimulatorio da secrecdo de GnRH.

2.3 Imunoensaios

2.3.1 Breve histérico

A maior evolucdo no campo da dosagem hormonal sem duvidas foi o
radioimunoensaio (RIA). Rosalyn Yalow, quando recebeu o prémio Nobel em
1977, disse que a descoberta ndo foi resultado de uma pesquisa especifica para
esses fins, mas sim uma consequéncia de seus estudos realizados em parceria
com Solomon Berson (YALOW, 1992).

No inicio da década de 1950, Yalow e Berson estavam testando a
hipotese de que a diabetes poderia ndo ser apenas provocada pela deficiéncia
da secrecao de insulina, mas também por sua degradagédo anormal (BERSON;
YALOW, 1956). O modelo de estudo adotado por eles incluia a administracéo

intravenosa na insulina marcada com 1*3lem individuos n&o diabéticos e tratados
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com insulina (diabéticos e pacientes esquizofrénicos tratados com insulina). Em
trabalho publicado em 1956, Yalow and Berson observaram que a insulina
radioativa era eliminada mais lentamente em individuos que haviam recebido
injecdes prévias de insulina comparado com o0s que nunca haviam recebido.

A partir disso, os pesquisadores formularam a hipGtese de que o retardo
na eliminacdo da insulina marcada com o isétopo nos individuos previamente
tratados com insulina era consequéncia da ligagdo com anticorpos formados
apos a exposicao anterior ao horménio. Isso deu origem ao conceito base do
RIA, pois uma das conclusbes apresentadas pelos autores foi que a
concentracdo de insulina-1*3! que permanecia ligada, considerando uma
guantidade fixa de anticorpo, era uma funcdo quantitativa da insulina presente
no organismo.

Alguns anos apoOs essa primeira hipétese, em 1959, foi publicado o
primeiro trabalho apresentando uma metodologia para quantificagéo de insulina
em humanos (YALOW; BERSON, 1959), moldando assim as praticas utilizadas
na endocrinologia moderna (LEPAGE, et al, 2006).

A partir dessa descoberta, muitos laboratérios ao redor do mundo
comecaram a adotar essa metodologia de quantificacdo, no entanto ainda existia
preocupacdo com a seguranca dos pesquisadores devido a exposicdo a
radiacdo, e o descarte do material radioativo, além dos custos da construcao de
estruturas seguras para o desenvolvimento desse tipo de ensaio.

As preocupacfes com a seguranca eram decorrentes do uso do isétopo
radioativo do iodo, o iodo 131 (1'®!) um emissor de radiagdo B e y, 0 Unico
disponivel na época. Todavia, essas preocupacdes foram reduzidas quando
fabricantes como a Amersham iniciaram a comercializacdo do is6topo do iodo
125 (1125), emissor apenas de radiagdo y fraca, que apresentava alta
especificidade e pureza quando comparada com ao 13! (LEQUIN, 2005), além
de apresentar meia vida de 60 dias, 7,5 vezes maior que a do 1131 (8 dias).

Até esse momento, a marcacao com isotopos radioativos era considerada
a Unica forma de marcacdo de antigenos e anticorpos conservando a sua

integridade estrutural e funcdo, devido insercdo de uma pequena molécula a
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estrutura proteica. Contudo, no inicio dos anos 1960, iniciaram-se os estudos
para a conjugac¢ao de antigenos e anticorpos com enzimas, ainda visto com certo
ceticismo pelos pesquisadores, pois era inconcebivel a ideia da conjugacédo de
grandes moléculas com antigenos e anticorpos e estes ainda manterem sua
capacidade imunogénica (LEQUIN, 2005).

Entre os anos de 1966 e 1969, foram publicados os primeiros estudos
com acoplamento entre antigenos ou anticorpos com enzimas, como a fosfatase
alcalina, utilizando-se o método do glutaraldeido, com o propdsito inicial de
desenvolver de ferramentas para localizacdo de compostos em estudos
histopatolégicos e histoquimicos.

Em 1971, essas metodologias foram modificadas e entdo surgiram os
primeiros estudos visando mensuracdo quantitativa de compostos por técnicas
imunoenzimaticas (ELISA), sendo estes desenvolvidos por Engvall e Perimann
(1971) para a quantificagéo de IgG em soro de coelhos utilizando a fosfatase
alcalina e por van Weemen e Schuurs (1971) para a quantificacdo de
gonadotrofina coribnica humana em urina utilizando a enzima extraida de raiz

forte (“horseradish peroxidase”, HRP).

2.3.2 Principios béasicos

Os imunoensaios sdo métodos bioanaliticos em que a quantificacdo do
analito depende da reacdo entre um antigeno (analito) e um anticorpo e podem
ser divididos em duas categorias principais, 0S ensaios com ou sem competicao.

Os métodos competitivos sdo baseados em uma reacdo de competicao
pela ligacdo entre uma quantidade fixa do antigeno marcado (is6topo radioativo,
sonda fluorescente, biotina ou enzima) e a quantidade variavel do antigeno néo
marcado presente na amostra, por um limitado nimero de sitios de ligagdo com
um anticorpo de alta afinidade contra o analito de interesse (VOLLER et al.,
1978).

A interacao entre o antigeno marcado/ndo marcado com o anticorpo dao
origem a um imunocomplexo que posteriormente é separado da facao livre por

técnicas fisicas ou quimicas. Os resultados obtidos ap6s a mensuracédo do sinal
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emitido (radioatividade, intensidade de fluorescéncia ou densidade Optica apos
conversdo de um substrato cromdgeno) sdo comparados aos obtidos com uma
curva padréo, que pode ser utilizada para determinar a quantidade de analito na
amostra (DARWISH, 2006).

A curva padrao, elaborada com diferentes concentragbes conhecidas do
antigeno ndo marcado, gera um sinal que possui relacdo com a concentragcao e
apos aplicacdo de métodos matematicos € obtida uma funcéo capaz de calcular
a quantidade do analito presente nas amostras (HARVEY, 2000).

A quantificacdo de compostos de interesse por métodos ndao competitivos,
como o ELISA tipo sanduiche, sdo baseados na utilizagdo de dois anticorpos
especificos contra o antigeno estudado, sendo um deles policlonal (geralmente
utilizado como anticorpo de captura) e outro monoclonal (com elevada
especificidade para um determinado epitopo do analito) conjugado a uma
enzima, como por exemplo a HRP. Nesse sistema 0 antigeno presente na
amostra se liga ao anticorpo adsorvido a microplaca e posteriormente €
adicionado o anticorpo ligado a enzima (PORSTMANN; KIESSIG, 1992).

Assim como nos métodos com competicdo, a fragcao livre € descartada,
um substrato especifico para a enzima é adicionado e os resultados obtidos,
ap0s a mensuracdo da densidade Optica ou fluorescéncia resultante da

conversao do substrato pela enzima, comparados a uma curva padrao.

2.3.3 Captacédo em fase sélida

A separacdo da fracdo ligada da fracdo livre pode ser realizada pela
adicdo de um anticorpo secundario em fase liquida ou solida. Em fase liquida o
anticorpo encontra-se em uma solucao, esse por sua vez liga-se ao complexo
antigeno-anticorpo que é separado por centrifugacdo (POWER et al., 1989;
LAURENT; LINDBERG, 2002). Todavia, esse processo pode resultar em grande
variagéo, principalmente quando os volumes utilizados séo reduzidos, sendo um
exemplo disso o uso de microplacas.

Nesse contexto, um dos grandes avancos nos imunoensaios foi o

desenvolvimento de superficies plasticas modificadas fisicamente, tornando-as
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capazes de adsorver proteinas ou outras macromoléculas em sua superficie,
eliminando a necessidade de centrifugacdes, e consequentemente aumento da
estabilidade nos processos de lavagens, sendo esse sistema denominado
captacdo em fase sélida (BUTLER, 2000).

Nesse sistema, uma superficie plastica como polietileno, poliestireno ou
membranas sintéticas sdo modificadas fisicamente, criando assim sitios de
ligacdo hidrofilicos e/ou hidrofébicos adquirindo a capacidade de adsorver
proteinas (antigenos ou anticorpos) ou outras macromoléculas imobilizando-as
em sua superficie e causando apenas pequenas modificacdes em sua atividade
imunogénica (CANTARERO et al., 1980).

Em ensaios imunoenzimaticos o uso de microplacas de poliestireno
irradiado tornou-se a primeira opcdo, uma vez que esse polimero possui as
caracteristicas desejaveis para esse perfil de ensaio. Apresenta superficie mais
plana quando observado em microscopia de forga atdmica, favorecendo a
formacdo de camadas mais homogéneas de moléculas adsorvidas em sua
superficie; é translucido, permitindo assim passagem de luz para a mensuracao
da densidade 6ptica (D.O.) e, além disso, a irradiacéo induz a formacéo de sitios
de ligacdes hidrofilicas e hidrofobicas, o que permite a adsorcdo de uma

amplitude maior de macromoléculas (BUTLER et al., 1997).

2.3.4 Estreptavidina, biotina, interacdo e o uso na amplificag&o de sinal

A estreptavidina, uma proteina tetramérica com aproximadamente 60
kDa, é secretada pela bactéria Streptomyces avidinii e foi descoberta no inicio
dos anos 1960 quando filtrados derivados da fermentacdo do Streptomycetes
foram estudados para avaliacdo da atividade antibidtica. Os resultados desse
estudo levaram a conclusdo de que o mecanismo de acdo da inibicdo do
crescimento bacteriano estava associado a presenca de uma proteina que se
ligava fortemente a biotina, vitamina B8, impedindo sua participagdo como

cofator em reagdes enzimaticas (CHAIET, 1963).
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Os tetrdmeros componentes da estreptavidina possuem estrutura idéntica
entre si, e cada um pode se ligar a uma molécula de biotina, fazendo com que

essa proteina possa complexar-se com até 4 moléculas de biotina (Figura 1).

FIGURA 1- Estrutura tridimensional da estreptavidina. Cada um dos tetrdmeros esta
representado de uma cor e as estruturas em preto indicam os quatro pontos
de interacdo com a biotina (FREITAG et al., 1997).

A estrutura da biotina, também conhecida como vitamina B7, B8 ou
vitamina H teve sua estrutura apresentada pela primeira vez em 1942 e a
primeira sintese quimica foi realizada em 1944. A estrutura quimica dessa
vitamina consiste de dois anéis fundidos, uma cadeia lateral alifatica do acido
valérico com um grupo carboxilico no final com peso molecular de 244 g/mol
(Figura 2).



29

HN NH
H H
OH
S l/\/\n/

FIGURA 2- Estrutura quimica da biotina.

A interagcdo entre essas moléculas é extremamente especifica, e além
disso consiste em uma das interacfes mais fortes descritas na natureza, com
uma constante de afinidade de 10> M* (GREEN, 1990; STAYTON et al., 1999).
Em virtude dessa caracteristica, a interacdo ndo covalente formada entre a
avidina/estraptavidina e a biotina apresentou-se como uma ferramenta Gtil para
aplicacao em diversas areas, inclusive como um sistema de amplificacao de sinal
em imunoensaios (DIAMANDIS; CHRISTOPOULOS, 1991).

Baseando-se na premissa de que em sistemas de quantificacdo por
imunoensaio, a determinacdo das concentra¢des do analito é dependente do
monitoramento da radiacdo, cor, fluorescéncia ou luminescéncia emitidas
(emissao de sinal), torna-se evidente que a intensidade do sinal esta diretamente
relacionada a qualidade e a sensibilidade do ensaio e dependendo das
caracteristicas do analito de interesse, esse fator pode tornar-se limitante para
estabelecimento de um método analitico.

Em casos em que o antigeno de interesse esteja presente em baixas
concentracdes, faz-se necessario o uso de métodos de amplificacdo de sinal,
dentre eles o uso de marcadores indiretos como o sistema biotina-
estreptavidina/avidina (BATES, 1987).

A biotina, por ser uma molécula com baixo peso molecular, pode ser
introduzida em macromoléculas biologicamente ativas sem causar prejuizo

estrutural ou na atividade, sendo para isso utilizados analogos com modificacdes
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na cadeia original dessa vitamina que favorecem a conjugacéo (biotinilagao). Um
dos anélogos largamente utilizados €é o éster derivado do acido N-
hidroxisuccinimidico, Figura 3 (BECKER et al., 1971; HEITZMANN; RICHARDS,
1974; BAYER; WILCHEK, 1990), sendo a principal vantagem no uso desse
composto a reacdo espontanea com aminas primarias das lisinas, geralmente

dando origem a proteinas poli-biotiniladas (HSU et al., 1981).
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FIGURA 3- Estrutura quimica do derivado sintético da biotina o éster do &cido
biotinamidohexanoico N-hidroxisuccinimidico (biotina-NHS-éster).

Em ensaios de competicdo, que visam quantificar analitos presentes em
baixas concentracfes, o antigeno poli-biotinilado consiste na chave para a
amplificacdo do sinal emitido. Ao ligar-se ao anticorpo, o antigeno poli-biotinilado
favorece a ligagdo de um igual numero de moléculas de estreptavidina,
geralmente conjugadas a 3-6 moléculas de enzima como por exemplo a HRP,
ampliando o sinal em até 100 vezes (DIAMANDIS, et al., 1988;
PAPANASTASIOU-DIAMANDI et al., 1989) quando comparado ao ELISA do tipo
sanduiche (Figura 4).
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FIGURA 4- Representagdo esquemaética do principio de amplificagédo de sinal utilizando
a interagdo biotina-estreptavidina. A estrutura em amarelo representa uma
proteina, as aminas primarias presentes nas lisinas foram ligadas a biotina, e
essa por sua vez interage com a estreptavidina ligada a 3 ou mais moléculas
de HRP, ampliando a capacidade de oxidacdo do substrato.

Esse sistema de amplificacéo de sinal, além de apresentar-se como uma
alternativa para aumentar a sensibilidade dos imunoensaios, pode ser uma
forma de reducao de custos, visto que em ensaios mais sensiveis € possivel
optimizar o uso dos anticorpos especificos, geralmente o item de custo mais

elevado.
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3 HIPOTESE

A quantificacdo de IGF-I total na espécie bovina pode ser realizada por
meio de um ensaio de competicéo utilizando o sistema de amplificacédo de sinal

biotina-estreptavidina peroxidase.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Validar um ensaio imunoenzimatico para a quantificacdo de IGF-I total em

plasma de bovino.

4.2 Objetivo especifico

Validagdo do ensaio imunoenziméatico para quantificacdo de IGF-I total,
utilizando o sistema de amplificacdo de sinal biotina-estreptavidina peroxidase
em um ensaio competitivo, sendo para isso considerados 0s seguintes
parametros:

1. Exatidao;

Preciséo;
Sensibilidade e limite de quantificacéo inferior;

Linearidade;

o bk~ 0N

Aplicacdo em grande escala.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Preparacao do IGF-I conjugado com biotina

Para a conjugacdo, a biotina utilizada foi o éster do acido
biotinamidohexandico N-hidroxisuccinimidico (Biotinamidohexanoic acid N-
hydroxysuccinimide ester, Sigma-Aldrich — B2643) e o horménio foi o h-IGF-|
(Sigma-Aldrich- 13769). Inicialmente, foi preparada uma solucédo de biotina 1
mg/mL em dimetilsulféxido (DMSO) e 25 ug de IGF-1 foram solubilizados em 200
pL de PBS (50 mM NaPOa4 e NaCl 150 mM) pH= 7,4. Em seguida, em um frasco
protegido da luz, 29,6 pL da solugéo de biotina foram misturados com 200 uL da
solucédo contendo o hormonio, sendo respeitada a razao de 20 mol de biotina
para cada mol de hormdnio (20:1; mol/mol) e entéo foi realizada uma incubacéo
por 3 horas a temperatura ambiente sob agitagéo constante.

Ao final da incubacéo, a conjugacéo foi interrompida com 20 pL de NH4Cl
1M por 30 min a temperatura ambiente, posteriormente, ao conjugado foram
adicionados 2 mL de PBS acrescido de BSA 1%.

A biotina livre e 0 excesso de sais foram removidos por filtragéo, utilizando
uma coluna de centrifugacéo (Vivaspin 2, GE Healthcare, cat 28-9322-40) com
filtro de 3 kDa. Foram realizadas 3 centrifugacdes a 3000 x g por 50 minutos a
4°C (Eppendorf, modelo 5802R), e a cada centrifugacao, o volume do filtrado no
interior da coluna era reposto pela adicdo do mesmo volume de PBS (50 mM
NaPO4 e NaCl 150 mM) pH= 7,4. Por fim, ao hormaonio biotinilado foi adicionado
glicerol na proporc¢éo 1:1 (v/v), e este aliquotado e estocado a -20°C.

Para posterior utilizacdo nos ensaios, 0 antigeno conjugado teve sua
concentragéo estimada levando-se em consideracdo a massa de IGF-| utilizada
(25 pg) e o volume final obtido (2,9 mL), sendo a concentracdo estimada de 8,62

png/mL (Figura 5).
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Biotina IGF-I
1 mg/mL (2 mM) 25 pg em 200 pL
65,37 nmol 3,26 nmol

20 pL
NH.Cl 1M

N

3 horas 30 min
Temp. Ambiente Temp. Ambiente

2 mL ﬁo
PBS-BSA 1%
L» aO IGF-l-biotinilado
Adigao de

Coluna3kpa  Clicerol
3 Lavagens
Centrifugagoes
3.000g 50 min

FIGURA 5- Fluxograma do processo de biotinilagdo do IGF-I.

5.2 Extracéo para quantificacao de IGF-I total

O método adotado para extracao (desligamento do IGF-I da IGFBP) das
amostras foi mesmo descrito por Lalman et al. (2000). Em tubos de polipropileno,
12x75 mm, foram adicionados 460 pL de tampéao de ensaio, composto por 120
mM de NaCl, 20 mM Na2HPO4, 10 mM de EDTA, 0,05% de Tween 20, 0,02% de
sulfato de protamina e gelatina 1%, pH= 7,3, 10 yL de amostra e 400 pL de

tampdo glicina 1M pH=3,2. Os tubos foram tampados, o conteudo
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homogeneizado em vértex multitubos (VWR, modelo VX-2500) e entdo
incubados por 48 horas a 37°C. Apoés esse periodo de incubacdo em meio &cido,
o pH foi neutralizado pela adicdo de 130 puL de NaOH 0,5N.

5.3 Preparo das placas (sensibilizagdo e bloqueio)

Para sensibilizagdo das microplacas, com 96 pocos (Nunc, Maxisorp,
Thermo Scientific, cat. 80040LE0910), foi utilizada 1gG de cabra contra IgG de
coelho (Sigma-Aldrich- R2004). A cada poco foram adicionados 100 uL de
tampao carbonato 0,0522 M, pH= 9,6 contendo anti-IgG de coelho (em diferentes
concentracdes). Apds incubacgdo “overnight” a 4°C, as placas foram lavadas com
300 pL/poco de solucédo de Tween 80 0,05% por 2 vezes, utilizando lavadora de
microplacas Thermo Scientific (nUmero de referéncia 5165000).

Posteriormente, foram realizados dois bloqueios dos sitios de ligacao
remanescentes nos poc¢os, com a adicdo de 300 pL/poco de PBS-BSA 1%,
pH=7,2. A cada bloqueio as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 50

min e submetidas a duas lavagens com solucao de Tween 80 0,05%.

5.4 Procedimentos adotados para estabelecimento do ensaio
5.4.1 Testes de ligacéao

Previamente ao estabelecimento da curva padrdo e quantificacdo de
amostras, foram realizadas avaliagbes para encontrar a melhor combinagéo
entre a concentracéo do anticorpo especifico e o anticorpo de captura bem como
a avaliacdo da funcionalidade do IGF-I apGs a biotinilacao e estabelecer a melhor
concentracao para utilizacdo nos ensaios.

Foram testados dois protocolos experimentais. (i) sensibilizacdo das
microplacas com diferentes concentracdes de anti- IgG de coelho (0,25, 0,5, 0,75
e 1 pg lgG/pogo), seguida da adicdo de diferentes diluicbes de anticorpo
policlonal anti-h-IGF-I (Hormone & Pituitary Program, Harbor-UCLA Medical
Centre, Carson, CA, USA, #AFP4892898) preparadas em tampado de ensaio,
seguida pela adicao de diferentes concentracdes de IGF-I conjugado a biotina
(0,06, 0,08, 0,16, 0,32 ng/100 pL/poco) diluido em tampéo de ensaio, sendo
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entdo realizada uma incubacéo a 4°C por 4 horas (Figura 6A); (ii) sensibilizac&o
das microplacas com diferentes concentra¢gdes de anti- IgG de coelho (0,25, 0,5,
0,75 e 1 ug IgG/poco), seguida pela adicdo simultanea de diferentes diluicbes de
anticorpo anti-hIGF-I e de IGF-I conjugado a biotina (0,04, 0,06, 0,08, 0,16
ng/100 pL/pogo) e uma incubacao de 24 horas a 4°C (Figura 6B).

ApOs a incubagdo com o antigeno marcado, em ambos os sistemas
citados, foram realizadas duas lavagens com Tween 80 0,05%, com posterior
adicao de 2.5 mU de peroxidase/100 uL/poco (Streptavidin-POD conjugate 500
U/mL, Roche). As microplacas foram entédo protegidas da luz e incubadas por 30
minutos a 4°C. Ao término da incubacdo as placas foram submetidas a 3
lavagens com Tween 80 0,05%, e entdo foram adicionados 100 uL/poco de
substrato composto por 2 mM 3,3’,5,5’-Tetrametilbenzidina (TMB), 100 mM de
acido citrico, 10,63 mM de peréxido de ureia, 126,8 mM de Na2HPO4 e 4% de
DMSO.

As microplacas foram entédo incubadas a 37°C, protegidas da luz, por 40
minutos e a reacdo de oxidacdo do substrato pela enzima foi interrompida pela
adicdo de 30 pL/pocgo de acido sulfurico 2M. A determinacéo da densidade Optica
foi imediatamente realizada, em leitor de microplacas (Sunrise, Tecan, ref.

16039400), utilizando o comprimento de onda de 450 nm.

24 horas
4°C

Y B IGF-I ‘f Estreptavidina-
| Ac. de Captura Ac. Especifico Blotmllado Peroxidase

FIGURA 6- Fluxograma dos testes de ligagéo. (A) Incubacéo 4 h a 4°C; (B) Incubacéo
de 24 h a 4°C.
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5.4.2 Estabelecimento da curva padréo

Apbés a estimativa das concentragbes do anticorpo especifico, do
anticorpo de captura bem como do antigeno conjugado a biotina, iniciou-se o
ajuste da curva padrao.

As concentracdes iniciais tinham amplitude entre 2,34 ng/mL a 1000
ng/mL, faixa que de acordo com os resultados apresentados por Cooke et al.,
(2013) e Buratini et al. (2000) abrangem as variacdes fisiologicas da
concentracdo de IGF-I no soro de bovinos. As solucBes padrdo possuiam
concentracdes equivalentes as citadas acima, porém para sua elaboracéo foi a
considerado do fator de diluicdo de 100 vezes (consequéncia da adicao de
reagentes no processo de extracdo das amostras). Com a inclusdo desse fator
foi eliminada a necessidade de correcdo posterior apos a quantificacdo das

amostras (Tabela 1).

Tabela 1- Concentracao real dos padrdes utilizados na curva padréo e o correspondente
em ng/mL considerando o mesmo fator de diluigdo das amostras

Concentracdo Real dos Padrées Concentragdo correspondente no plasma

(ng/mL) (ng/mL)
0,0234 2,34
0,0468 4,68
0,0937 9,37
0,1875 18,75

0,375 37,5
0,75 75
15 150
3 300
6 600
10 1000

Foram realizados testes com diferentes volumes da curva padrao (20, 40,
60 e 80 pL/pocgo), com o intuito de identificar o mais adequado para o ensaio.
Para isso, os dados foram plotados em graficos, sendo que no eixo X foram

inseridas as concentracfes dos padrdes convertidas em logaritmo de base 10 e
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no eixo Y foram inseridos os valores das densidades oOpticas e entao foi aplicada
a regressao logistica de 4 parametros.

Os critérios adotados para escolha do volume foram: indice de correlagcéo
entre a densidade 6ptica obtida e as doses = 0,9 assim como os valores de IC50
(concentragdo efetiva do antigeno que provoca a reducao de 50% da variacéo

total da densidade 6ptica).

5.4.3 Ensaio para quantificacdo de IGF-I

Foram testados dois protocolos experimentais, sendo a principal variacdo
entre os dois a existéncia ou ndo de uma pré-incubacao entre as amostras e 0
anticorpo anti-IGF-1 para posterior adicdo do antigeno marcado.

O primeiro protocolo, com incubacédo prévia (sem competicdo), teve inicio
com a sensibilizagcdo da microplaca com posterior bloqueio, ja descrito. Apés
esse processo, foram adicionados os padrbes, amostras (sendo que nos pogos
referentes a ligacdo néo especifica, ligacdo, maxima- Bo- e branco foi adicionado
tampdo de ensaio ao invés da amostra) e 100 uL/poco do anticorpo anti-IGF-I
seguida de incubacédo de 24 horas a 4°C.

Posteriormente, as placas foram lavadas por duas vezes com solucédo de
Tween 80 0,05%, utilizando a lavadora de microplacas, e entdo adicionou-se 100
pL/poco do IGF-I biotinilado e uma nova incubacdo a 4°C por 4 horas foi
realizada. Ao final desse periodo, foram realizadas duas lavagens com Tween
80 0,05% e os passos posteriores (adicdo da peroxidase, substrato e leitura)
foram os mesmos adotados nos testes de ligacéo, previamente descritos (Figura
7).

No segundo protocolo, sem incubacédo prévia (com competicao), apos a
sensibilizacdo e bloqueio das placas, foram adicionados os padrfes, amostras
(nos pocos referentes a ligacdo ndo especifica, ligacdo, méxima (Bo) e branco
foi adicionado tampéo de ensaio), 100 pL/poco do anticorpo anti-IGF-I seguido
pela adicdo de 100 pL/poco do IGF-I biotinilado. Apés uma incubacdo de 24
horas a 4°C foram realizadas duas lavagens com Tween 80 0,05%, sendo que
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0S passos subsequentes (adicdo da peroxidase, substrato e leitura) foram os
mesmos dos testes de ligacéo (Figura 8).

oo kis)olie

24 horas 4°C 4 horas a 4°C

2 lavagens

2 \avagens
Leitura
o [~y o R [ [
450 nm
30 min a 4°C Adigao 30mina H,SO,
de TMB 3rec

Y Y co @ IGF-I na ‘. IGF-I * Estreptavidina-
Ac. de Captura Ac. Especifico Amostra Biotinilado Peroxidase

FIGURA 7- Fluxograma adotado para quantificacdo de IGF-1 sem competicdo

2 lavagens
24 horas 4°C 30 min 4°C
3 lavagens
. » ' l Leltura
450 nm
Adicio 30 mina
de TMB 37°C

Y Y e @ IGF-I na , IGF-I * Estreptavidina-
Ac. de Captura Ac. Especifico Amostra Biotinilado Peroxidase

FIGURA 8- Fluxograma adotado para quantificacdo de IGF-1 com competicéo.
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5.5. Procedimentos para quantificacdo de IGF-lI total adotados nha
metodologia comercial

Dentre os kits de ELISA disponiveis no mercado para quantificacdo de
IGF-I total e considerado como padrdo para este estudo foi o fabricado pela
empresa Anshlabs (cod. AL-121), que tem como principio o ELISA do tipo
sanduiche.

Previamente a quantificagéo de IGF-I total as amostras foram submetidas
a extracdo do IGFBP, sendo para isso adicionados em tubos 12x75 mm 240 uL
do tampéao de amostra | (pH= 2) seguido pela adi¢cdo de 20 pL de amostra e uma
incubacéo de 30 min a temperatura ambiente sob agitacdo constante (300 rpm).
Posteriormente foram adicionados 240 pL do tampao de amostra Il (pH= 11),
para neutralizacdo do pH, com nova incubacdo de 10 min a temperatura
ambiente sob agitacdo constante (300 rpm). Esse procedimento resulta em um
fator de diluicdo de 25 vezes que deve ser acrescentado apds a determinacao
das doses com base na curva padrao.

Posteriormente, em uma placa sensibilizada com anticorpo anti-IGF-I,
foram pipetados nos respectivos pocos 50 pL dos padrdes (0; 0,44; 1,47; 4,78,
13,86 e 37,9 ng de IGF-I/mL), controles (alto e baixo) e amostras, seguido pela
adicao de 100 pL de anticorpo anti-IGF-I conjugado com a enzima HRP, sendo
realizada uma incubacdo de 60 min a temperatura ambiente sob agitacéo
constante (600 rpm). Ao final da incubacéo, foram realizadas 5 lavagens em uma
lavadora de microplacas com 350 pyL de tampédo de lavagem fornecido pelo
fabricante do Kkit.

Apoés as lavagens foi adicionada a solucdo cromdgena contendo TMB,
seguida por nova incubacédo de 9 min a temperatura ambiente, sob agitacéo
constante (600 rpm) e protegida da luz. Ao término da incubacdo foram
adicionados 100 pL de solucdo acida para interromper a reagdo e a
determinacdo da densidade Optica foi imediatamente realizada, em leitor de

microplacas utilizando o comprimento de onda de 450 nm.
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Para o célculo das concentragfes de IGF-I, a D.O. e as concentracdes
dos calibradores foram convertidos em escala logaritmica e plotadas nos eixos
y e X, respectivamente. Com base nessa distribuicdo foi elaborada uma
regressao cubica e os valores de D.O das amostras convertidos em ng IGF-I/mL,
sendo aplicado ao final o fator de corregdo de 25 vezes. Os coeficientes de
variacéo intra-ensaio foram para os controles alto 7,54% (9,25+0,69 ng/mL) e
para o baixo 11% (3,24+0,35 ng/mL).

5.6 Procedimentos de validacdo do método in house

A validacdo do método para quantificacéo de IGF-I serd baseada sobre o
qgue preconiza a ANVISA, na Resolucdo RE 899 publicada em 29 de maio de
2003, para testes quantitativos utilizados na determinacao de principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias primas, que de acordo com a resolugéo
acima citada enquadra-se na categoria |. Por esse motivo, seréo realizados 0s
seguintes parametros para a validacdo da técnica: linearidade, intervalo,
precisao e repetibilidade e exatidao.

5.6.1 Exatidao e Preciséo

A exatiddo foi avaliada através da comparacdo das concentracdes
obtidas pelos diferentes protocolos in house de ELISA apresentados nesse
estudo (com e sem competicdo) e as obtidas, com as mesmas amostras,
utilizando o kit comercial de ELISA adquirido da Anshlabs (cod. AL-121) para
quantificacdo de IGF-I total, seguindo as instru¢des do fabricante.

Para isso, foram quantificadas 37 amostras de plasma provenientes de 3
novilhas da raca Nelore, coletadas durante os 7 primeiros meses de vida em
experimento realizado entre os anos de 2011 e 2013. A quantificacdo das
amostras utilizando o kit comercial foi realizada em duplicata, ja as
quantificacdes das amostras com o meétodo in house foram realizadas em dois
ensaios independentes e em duplicata. As doses obtidas ente as duas
metodologias foram correlacionadas, e a diferenca percentual calculada.

Além da exatidao foi realizada a avalia¢do da precisdo do método in house

(avaliado apenas no método com competicdo). Em uma amostra de plasma
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coletada de uma vaca no quarto dia pés-parto (HALDAR et al., 2009) foram
adicionados 350 e 100 ng/mL de IGF-I, sendo essas amostras submetidas ao
processo de extracdo e quantificacdo, juntamente com as amostras dosadas
para avaliacdo do método (item 5.6.3), e utilizadas como controles alto e baixo.
A precisado dos ensaios in house foi avaliada através do célculo dos coeficientes
de variacdo das doses obtidas desses controles intra e inter-ensaio.
5.6.2 Sensibilidade e limite de quantificac&o inferior

A avaliacdo desses parametros foi realizada utlizando o teste de
paralelismo, sendo que para o correto estabelecimento desses parametros foi
levada em consideracdo a necessidade do processo de extracdo, por esse
motivo a diluicdo sequencial foi realizada na amostra previamente a extracao.

Para isso uma amostra foi dosada utilizando o método in house sem ou
com diluigdo sequencial, utilizando como diluente o tampéao de ensaio (1:2, 1:4,
1:8; amostra/tampéo). Essas amostras foram entdo extraidas em duplicata e
guantificadas em triplicata em 2 ensaios independentes. Os resultados foram
comparados com a dose obtida sem diluicdo e a dose estimada resultante das

diluicbes subsequentes.

5.6.3 Avaliacédo da linearidade do método
O estudo da linearidade do ELISA in house proposto, ou seja, a avaliacao
da linearidade da variacao da densidade 6ptica em reposta a incluséo de niveis
crescentes de IGF-I, foi feita nas 4 curvas padrao realizadas durantes os ensaios
de quantificacdo de IGF-I nos testes de aplicabilidade do método (item 5.6.4).
Os passos seguidos para esse estudo foram:
1. Conversao dos valores das concentracdes dos padrdes utilizados para
elaboracao da curva em log de base 10.
2. Plotagem dos valores da D.O (eixo y) e das concentracdes dos padrdes
em escala logaritmica (eixo Xx).
3. Observacao da distribuicdo dos dados e existéncia de linearidade de

resposta.
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Em funcdo da auséncia de resposta linear, os passos subsequentes
adotados foram:
4. Conversdo das densidades Opticas dos padrdes da curva em
porcentagem da ligacdo maxima (% de B/Bo), com posterior
transformacao utilizando a funcéo LOGIT:

B/Bo(%) )
100 — B/Bo(%)

In=logaritmo natural, que usa o numero de Euler (2,718) como base;

Y=ln<

5. Os valores foram novamente plotados em um grafico, sendo os valores
da porcentagem de ligacéo transformados pela fun¢do LOGIT distribuidos
no eixo y, e das concentracdes dos padrdes, em escala logaritmica, no
eixo X.

6. Célculo da regresséo linear utilizando o modelo:

Y=ax+b

y= LOGIT B/Bo (%);
a= inclinacao;
b= intercepto no eixo y quando x é igual a zero.

Os valores calculados pela equacéao resultante da conversao dos dados
foram comparados com a concentracdo nominal dos padrbes e os residuos
(diferenca entre as doses nominais e as calculadas) plotados em gréafico para
avaliacdo da disperséo.

Esses resultados foram comparados com os obtidos com a equacao

logistica de 4 parametros (método nédo linear de calculo das doses).

5.6.4 Avaliacéo da aplicabilidade da metodologia em larga escala

A avaliacao da aplicabilidade do método in house para dosagem de IGF-
| foi realizada através da quantificacdo de amostras de plasma colhidas, em
experimento realizado pela equipe do laboratério de Endocrinologia Animal da
UNESP de Aragatuba, entre junho de 2011 e maio de 2013. Foram selecionados
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4 animais, sendo estas fémeas, da raca Nelore com o inicio das coletas de
sangue aos 30 dias de vida até o momento da identificacdo da puberdade ou até
0s 22 meses, somando assim um total de 1114 amostras.

Durante esse experimento as amostras de sangue venoso, utilizadas para
quantificacdo hormonal, foram colhidas a cada quatro dias e/ou diariamente por
17 dias a cada 60 dias até o término do experimento, em tubos a vacuo com
EDTA (Vacutainer®) e refrigerados a 4°C até a separacdo do plasma em
centrifuga (Fanen Exelsa Baby | modelo 206) e as fracfes do plasma aliquotadas
em duplicata em tubos de 2 ml (Axigen Scientific MCT-200B) e armazenadas em
freezer a -20°C até a realizacdo dos ensaios de ELISA.

As quantificacbes de IGF-I dessas amostras foram realizadas em

duplicata/amostra e os resultados apresentados em ng/mL.

5.7 Anélise estatistica

O modelo estatistico utilizado para analise e elaboracédo da curva padréao
foi a regressao logistica de 4 parametros. Para avaliacao da exatiddo do método
analitico, foi realizada a correlagdo de Pearson seguida pela regresséo linear,
nos testes de linearidade foram realizadas avaliacbes da distribuicdo de
residuos. O programa utilizado para os célculos estatisticos foi o GraphPad

Prism, versao 6.0 para Windows.
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6 RESULTADOS

6.1 Testes de ligacéo

No teste de ligacdo com incubacao de apenas 4 horas a combinacéo de
diluicBes que resultou em uma densidade Optica préxima a 1.0 foi 0.25 pg de 1gG
anti-coelho/poco, 0.08 ng de IGF-I conj. biotina/poc¢o e o anticorpo anti-IGF-I na
diluicdo 1:80.000, figura 9 (A). Ja no teste de ligacdo com incubacéo de 24 horas
(Fig. 9 B), foram obtidas densidades Opticas mais elevadas, por esse motivo
além das concentracdes testadas anteriormente foram testadas diluicdes
maiores do anticorpo (1:160.000, 1:200.000 e 1:250.000) e menores quantidades
de IGF-I biotinilado (0,04, 0,06, 0,08 e 0,16 ng/poco). Nesse caso, a combinacdo
escolhida foi 0.25 pg de anti- IgG de coelho/poco, 0.06 ng de IGF-I
biotinilado/pogo e o anticorpo anti-IGF-I nas diluigdes de 1:80.000 a 1:250.000

que resultaram em uma densidade 6ptica proxima a 2.
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FIGURA 9- Testes de ligagéo realizados com incubacgéo a 4°C por 4 horas (A) e por 24
horas (B). As setas indicam as diferentes concentragdes de anti-lgG de coelho
utilizadas para sensibilizacdo dos pocos e as linhas pontilhadas delimitam os
intervalos das diluicdes do anticorpo anti-IGF-I.
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6.2 Curva padréao

Inicialmente, foram elaboradas 11 solugcbes padrao de IGF-I com
concentracOes crescentes: 2,34, 4,68, 9,37, 18,75, 37,5, 75, 150, 300, 600, 750
e 1000 ng/mL.

Na figura 10A estdo representados os resultados da variacdo do volume
das solucdes da curva padrdo utilizando apenas o método sem competicdo. A
utilizacao de 20 ou 40 pL das solugdes da curva padrao produziram diminuicédo
na densidade 6ptica apenas a partir de 300 e a 75 ng/mL, respectivamente.

Os melhores resultados foram obtidos com 60 e 80 pL, que promoveram
reducdo na densidade Optica a partir de 18.75 ng/mL, com coeficientes de
correlacéo e r? (entre as doses e a D.O. superiores a 0.9) e variacdo absoluta na
D.O. (D.O. maxima - D.O. minima) de 0,9625 e 1,0495, respectivamente (Figura
10 A). Todavia ao compararmos os valores da soma de quadrados e o desvio
padrdo dos residuos, o uso de 60 pL das solu¢des padrdo apresentou 0s
menores valores para esses parametros. Outro aspecto avaliado foi a
comparacao do IC50, ou seja, a concentracdo que provoca a reducao de 50%
da variagéo total da densidade Optica obtida na curva padréo, e o uso de 60 pL
resultou em um IC50 superior ao obtido com 80 uL, sendo assim foi escolhido
como volume a ser utilizado para a realizacdo dos ensaios (Tabela 2).

Além do estabelecimento do volume da curva padrdo, as solucées com
concentracdes equivalentes a 2,34; 4,68; 9,37; 750 e 1000 ng/mL foram retirados
da curva padrao em virtude da baixa variagado na porcentagem de ligagao (B/Bo),
inferior a 3% (Figura 10 B). Sendo assim, as concentracdes dos pontos da curva
padrao variaram entre 18,75 e 600 ng/mL.

A partir desse ponto, as avaliacdes comecaram a ser realizadas também
com o protocolo com competicdo, utilizando 0s mesmos parametros
estabelecidos anteriormente (volume e concentracdo dos padrbes), porém com
diferentes diluicbes de anticorpo anti-IGF-1 (1:80.000; 1:160.000; 1:200.000;
1:250.000 e 1:300.000).

Essa modificacédo resultou em reducdo na densidade optica, sendo esta

dependente do aumento da diluicAo do anticorpo anti-IGF-1, assim como na
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amplitude de variagéo da DO (Figura 10 C e D). Os coeficientes de correlagao e
da regressdo no método com competicdo apresentaram valores numericamente
superiores ao método sem competicdo, além disso houve uma reducdo nos
valores da soma de quadrados, bem como do desvio padrdo dos residuos,
principalmente nas diluicbes de anticorpo 1:250.000 e 1:300.000, e o IC50
dessas curvas apresentou valor similar (Tabela 3).
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FIGURA 10- Curvas padrdo usadas como referéncia para quantificacdo de IGF-I. (A)
Variacdo nos volumes dos pontos da curva padréo utilizando o protocolo sem
competicdo. (B) Representacdo da curva padrdo em porcentagem da ligagéo
méxima- B/Bo. (C) Curva padrao em ensaio sem competicao utilizando 60 pL
das solucbes padrdo. (D) Curva padrdo em ensaio com competicdo. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata e os resultados apresentados
como médiazD.P.
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Tabela 2- Parametros avaliados das regressdes entre o log da concentracdo e a
variacdo da densidade éptica para escolha do volume mais indicado dos
padrbes para elaboracdo da curva padréo, utilizando o anticorpo anti-IGF-1 na
diluicdo de 1:80.000 e o método sem competicao

Volume IC50

(uL) Correlacéo r (ng/mL) SQ DP Res
20 -0,6679 0,9483 685,2 0,0491 0,0524
40 -0,8625 0,9881 643,7 0,0347 0,0439
60 -0,9232 0,9978 224,7 0,0075 0,0205
80 -0,9528 0,9905 210,3 0,0354 0,0444

r’= coeficiente de regresséo; IC50: concentragdo capaz de provocar 50% do
efeito maximo; SQ= soma de quadrados (escala logaritmica); DP Res= desvio
padréao dos residuos (valores absolutos da D.O).

Tabela 3- Parametros avaliados das regressdes entre o log da concentracdo e a
variagdo da densidade Optica para estimativa da diluicdo do anticorpo anti-
IGF-1 para realizagdo dos testes, utilizando o método com competicao

Diluigéo IC50

Anticorpo Correlacgéo r (ng/mL) SQ DP Res
1:80.000 -0,9264 0,9902 240,2 0,1763 0,0469
1:160.000 -0,9661 0,9940 195,8 0,1433 0,0423
1:200.000 -0,9809 0,9933 209,9 0,1329 0,0407
1:250.000 -0,9910 0,9984 207,6 0,0025 0,0178
1:300.000 -0,9877 0,9974 1454 0,0032 0,0199

r’= coeficiente de regressao; IC50: concentracdo capaz de provocar 50% do
efeito maximo; SQ= soma de quadrados (escala logaritmica); DP Res= desvio
padrao dos residuos (valores absolutos da D.O).
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6.3 Exatidao e Preciséo

Com o intuito de avaliar a exatiddo do ensaio 37 amostras, com
concentracfes altas, médias e baixas de IGF-I, foram quantificadas utilizando-
se kit comercial e os resultados foram comparados com as concentracdes
obtidas nos métodos sem competicdo e com competicdo do ensaio in house.

O ensaio sem competicdo apresentou concentracdes inferiores (entre 90
a 66%) as obtidas com o kit comercial (Figura 11 A e B), contudo o
comportamento dos ensaios apresentou similaridade e uma correlacédo de
0,8065 entre os resultados (Figura 11 C). Ja quando foi empregado o método
com competicdo, com diluicdo do anticorpo especifico 1:80.000, as
concentracbes encontradas foram mais proximas ao método comercial
principalmente nas amostras com concentracdes de IGF-I elevadas (Figura 12 A
e B), e a correlagéo entre as doses foi de 0,7746 (Figura 12C).

Em funcdo desses resultados, as amostras foram quantificadas
novamente utilizando o protocolo com competi¢éo, porém utilizando uma diluicéo
maior do anticorpo (1:250.000). Como pode ser observado na Figura 13 (A e B),
0 aumento na diluicdo aumentou a exatiddo do método, sendo esta comprovada
pela maior correlagdo (r=0.945) e pela linha de tendéncia entre as doses que
apresentou r2 de 0.893 (C).

Como consequéncia do aumento da exatidao, foi observada uma reducéo
da diferenca percentual, uma vez que 78% das amostras presentaram diferenca
percentual inferior a 22% entre as doses obtidas com a metodologia in house em
relacdo a comercial (Figura 14).

A metodologia com competicdo e diluicdo do anticorpo especifico de
1:250.000 apresentou boa preciséo, pois 0s coeficientes de variagao intra-ensaio
para o controle alto e baixo, calculados apés 33 ensaios realizados em 4 dias
com intervalos de 3 dias (5,8,10 e 10 ensaios), foram de 9,05+ 4,06% (345,8
ng/mL) e 10,51+ 4,86% (131,6 ng/mL), respectivamente. J4 os coeficientes de
variacdo inter-ensaio foram de 12,94% para o controle alto e 20,71% para o

controle baixo.
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FIGURA 11- Comparativo das concentracfes obtidas com o kit comercial e o ensaio in

house com protocolo ou sem competicdo. (A) Sequéncia das amostras
utilizadas para dosagem (aleatoriamente); (B) Amostras organizadas de
forma decrescente em funcdo da dose encontrada com o kit comercial; (C)
Correlacdo entre as doses obtidas com o kit comercial e a ensaio in house
sem competicdo. As dosagens com o kit foram realizadas em
duplicata/amostra e as da metodologia in house apds dois ensaios
independentes realizados em duplicata/amostra e o0s resultados
apresentados como médiatEPM.
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FIGURA 12- Comparativo das concentragdes obtidas com o kit comercial e o ensaio in

house com competicdo com anticorpo anti-IGF-I na diluigdo 1:80.000. (A)
Sequéncia aleatéria das amostras utilizadas para dosagem; (B) Amostras
organizadas de forma decrescente em funcdo da dose encontrada com o kit
comercial; (C) Correlagdo entre as doses obtidas com o kit e ensaio in house
com competicdo. As dosagens com o kit foram realizadas em
duplicata/amostra e as da metodologia in house apds dois ensaios
independentes realizados em duplicata/amostra e o0s resultados
apresentados como médiatEPM.
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FIGURA 13- Comparativo das concentragdes obtidas com a metodologia comercial e

ensaio in house com competicdo com anticorpo anti-IGF-I na diluicdo
1:250.000. (A) Sequéncia das amostras utilizadas para dosagem; (B)
Amostras organizadas de forma decrescente em funcdo da dose encontrada
com o kit comercial; (C) Correlacédo entre as doses obtidas com o kit e a
metodologia com competicdo. As dosagens com o kit foram realizadas em
duplicata/amostra e as da metodologia in house apds dois ensaios
independentes realizados em duplicata/amostra e o0s resultados
apresentados como médiatEPM.
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FIGURA 14- Diferencga percentual entre as doses obtidas com a metodologia comercial
e utilizando o protocolo com competicdo com anticorpo anti-IGF-1 na
diluicdo 1:250.000.
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6.4 Sensibilidade e limite de quantificac&o inferior

Na Tabela 4 estdo representados os resultados da analise de paralelismo.
As concentracbes mensuradas pelo ensaio in house apresentaram reducao
proporcional em funcédo do aumento da diluicdo da amostra até a razéo de 1:8,
ou seja, o0 equivalente a 12,5% do total de IGF-I presente na amostra (346,6+9,19
ng/mL de IGF-I).

A partir dessa diluicdo (1:8) a metodologia analitica apresentou inicio de
perda na sensibilidade, sendo por isso estabelecido o limite de deteccao préximo

a 50 ng/mL.

Tabela 4- Avaliacdo da sensibilidade através da técnica de paralelismo

Valor esperado Valor obtido+ EPM

Diluicdo % da dose total (ng/mL) (ng/mL) % obtida
1 100 346,6 - 100
1:2 50 173,3 146,6+4,86 42,2
1:4 25 86,65 69,4+2,68 20
1:8 12,5 43,32 46,8+3,49 13,5

Os dados apresentados sé@o representativos de 2 extragbes com 2 quantificacdes
independentes realizadas em quadruplicata.

Além disso, a sensibilidade entre os métodos analiticos in house e
comercial também foi avaliada. Para isso foram levados em consideracdo, o
volume, a concentracdo dos padrdes utilizados na curva de calibracéo e o fator
de diluicdo resultante da extracdo. Em linhas gerais, para deteccéo de IGF-I com
o kit comercial é necessaria uma quantidade aproximadamente 4 vezes maior
de IGF-l/poco quando comparado ao ensaio in house (Tabela 5), comprovando

assim a elevada sensibilidade do ELISA de competi¢cdo proposto nesse trabalho.
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Tabela 5- Comparativo da sensibilidade do método in house em relacdo ao kit comercial

In house
Curva padréo Incluséo do fator de ng de IGF- pg de IGF-
(eq. ng/mL) diluicdo da extracdo (100x) I/[poco (60 pL) I/poco
18,75 0,1875 0,01125 11,25
37,5 0,375 0,0225 22,5
75 0,75 0,045 45
150 15 0,09 90
300 3 0,18 180
600 6 0,36 360
Amostras (eqg.
ng/mL)
314,62 3,146 0,189 188,772
360,425 3,604 0,216 216,255
264,01 2,640 0,158 158,406
242,275 2,423 0,145 145,365
97,445 0,974 0,058 58,467
81,73 0,817 0,049 49,038
57,505 0,575 0,035 34,503
57,25 0,573 0,034 34,350
Kit commercial
Curva padréo Incluséo do fator de diluicéo ng de IGF- pg de IGF-
(ng/mL) da extracdo (25x) lbogo I/poco
(50 pL)
0 0 0 0
0,44 0,44 0,0264 26,4
1,47 1,47 0,0882 88,2
4,78 4,78 0,2868 286,8
13,86 13,86 0,8316 831,6
37,8 37,8 2,268 2268
Amostras (eq.
ng/mL)
455,505 18,220 1,093 1093,212
285,885 11,435 0,686 686,124
253,33 10,133 0,608 607,992
241,985 9,679 0,581 580,764
193,96 7,758 0,466 465,504
191,35 7,654 0,459 459,24
48,044 1,922 0,115 115,3056

45,28 1,811 0,109 108,672
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6.5 Linearidade

Como pode ser observado na Figura 15 A, o ensaio in house de
quantificacdo de IGF-I apresentou a variacdo da D.O. da curva padrdao com
comportamento ndo linear, por esse motivo a regressao logistica de 4
parametros foi aplicada (Figura 15 B). Apds a transformacéo das concentracdes
dos padrdes em log de base 10 e a conversao da D.O em % B/Bo seguida pela
aplicacéo da funcgéo logit, os dados passaram a apresentar caracteristica linear
(Figura 15C).

No entanto, ao aplicar-se a equacdo linear para o calculo das
concentracfes dos padrdes, houve uma maior dispersdo dos residuos em
relacdo a concentracdo nominal de cada padrdao quando comparada com 0s
resultados obtidos com a regresséo logistica de 4 parametros (Figura 16 A e B,

respectivamente).
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FIGURA 15- Curvas padréo elaboradas utilizando o protocolo in house com competicao,
com anticorpo anti-IGF-I na diluicdo del:250.000. (A) Curva padrdo sem
transformacéo; (B) Regressao logistica de 4 parametros; (C) Regressao linear
apoés linearizagcdo dos dados. Os dados, expressos pela médiatD.P, séo
representativos de quatro curvas padréo realizados em 3 dias diferentes e em
duplicata.
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calculadas pelas equacdes da curva utilizando método linear (A) e 0 nao
linear (B). Os dados, expressos pela médiatD.P, sdo representativos de
quatro curvas padréo realizados em 3 dias diferentes e em duplicata.
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6.6 Avaliacdo da aplicabilidade do método em escala

Com o intuito de avaliar a aplicabilidade do método, para um grande
namero de amostras, 1114 amostras foram submetidas a extracdo e
quantificadas em duplicata, sendo estas distribuidas em 33 ensaios, com 36
amostras/ensaio, e 4 controles alto e 4 controles baixo (por ensaio).

O método apresentou capacidade de aplicagdo na quantificacdo de um
grande numero de amostras, sendo sensivel o suficiente para 0 monitoramento
das oscilacbes fisiologicas da concentracdo desse horménio durante todo o
periodo de vida dos animais em que foram coletadas as amostras (Figura 17 A,
B, C e D). O intervalo estabelecido na curva padrdo abrange as faixas
normalmente encontradas fisiologicamente e, por fim, os coeficientes de
variacdo entre as duplicatas das amostras apresentaram uma média de 7,85+
2,17%.
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FIGURA 17- Figura ilustrativa das oscilacbes das concentracdes plasmaticas de IGF-I

de quatro fémeas da raca nelore a partir do segundo més de vida.
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7 DISCUSSAO

O método descrito nesse trabalho é pioneiro na quantificagdo de IGF-I
plasmatico total utilizando a técnica de duplo anticorpo com o sistema IGF-I-
biotina-estreptavidina. Os métodos imunoenzimaticos (ELISA) atualmente
disponiveis para quantificacdo desse horménio sdo no sistema sanduiche, que
utiliza um anticorpo especifico para sensibilizacdo da microplaca e o marcado
(especifico para outro epitopo do mesmo antigeno) ligado a peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP).

A utilizacdo de um anticorpo de captura (IgG produzidas em cabra contra
IgG de coelho) na sensibilizacdo das placas apresenta-se como uma alternativa
ao ELISA do tipo sanduiche, uma vez que reduz o coeficiente de variacdo intra-
ensaio e diminui a quantidade de anticorpo especifico (MEYER, 1986) utilizado
no ensaio.

O primeiro passo para o estabelecimento do ELISA de captura, consistiu
na elaboracao de testes de ligacdo que avalia a integridade do antigeno apés a
biotinilacdo e estima a melhor concentracédo do segundo anticorpo, do anticorpo
especifico e do IGF-I biotinilado.

O antigeno biotinilado nesse método apresentou boa capacidade de
ligacdo, na maioria das combinacdes de diluicdo dos anticorpos testados e nos
diferentes periodos de incubacédo, uma vez que as densidades épticas ficaram
acima de 1. Isso pode ser justificado pela possivel conjugacédo de mais de uma
molécula de biotina em cada molécula de IGF-I, visto que a fonte de biotina
utilizada apresenta elevada afinidade com aminas primarias presentes na lisina,
e de acordo com Rinderknecht e Humbel (1977) esse hormdnio possui 3 lisinas
em sua estrutura.

Ainda considerando os resultados dos testes de ligacéo, a reducéao das
concentracbes do anticorpo de captura ndo foi um dos fatores limitantes
(interferiu na DO final), indicando que o sistema de captacdo do complexo
antigeno-anticorpo néo foi afetado.

O correto estabelecimento da quantidade de anticorpo anti IgG de coelho

7

a ser utilizada para adsor¢cdao na microplaca é importante nesse ensaio de
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captura em fase sélida, pois a inser¢céo de grandes quantidades de anti-lgG pode
induzir a formacéo de camadas sobrepostas com menor estabilidade em funcéo
das fracas interacdes das ligacOes existentes entre as proteinas dos anticorpos,
0 que compromete a reprodutibilidade do ensaio (BUTLER, 2000).

Ao avaliarmos a influéncia das diluigbes do anticorpo especifico e do
antigeno conjugado a biotina na densidade Optica, foi possivel observar que o
maior interferente foi a concentracéo do IGF-I biotinilado, e com menor influéncia
as diluicbes do anticorpo especifico, utilizamos entdo 0,06 ng/mL de IGF-I
biotinilado e a diluicdo de diluicdo 1:80.000 do anticorpo especifico.

Apbs o estabelecimento das propor¢cBes dos constituintes principais a
serem utilizados nos ensaios, foram elaboradas curvas padrdao com diferentes
volumes de solugbes. Para a escolha do melhor volume, os parametros
considerados foram o indice de correlacao entre a densidade Optica e 0 aumento
das concentracdes das solucdes padréo (r), a confiabilidade da regresséo (r?), o
valor do IC50, a soma dos residuos e o desvio padrdo dos residuos.

De acordo com o preconizado pela resolu¢cdo RE899 (ANVISA, 2003), em
testes quantitativos para a determinacdo de principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias primas (categoria |), os valores de r e r?2 devem ser
iguais ou superiores a 0,9 para utilizacdo da curva como padréao de calculo das
concentracfes das amostras. Com a utilizacao de 60 e 80 pL os valores desses
coeficientes foram superiores a 0,98.

Os critérios finais para a escolha entre os dois volumes acima citados
foram a soma de quadrados e o desvio padrao dos residuos, pois estas medidas
de dispersao indicam o quanto as D.Os. estdo distantes da equacdo tracada
(SOUZA, 1998). O uso de 60 pL dos calibradores apresentou valores inferiores
de SQ e DPRes, por esse motivo foi escolhido como volume a ser utilizado. Além
disso, dos 11 padrdes estabelecidos inicialmente, foram retiradas da curva as
concentracOes equivalentes a 2,34; 4,68; 9,37; 750 e 1000 ng/mL.

Com os parametros béasicos do ensaio ja determinados, foi realizada a
quantificacdo do IGF-I de 37 amostras utilizando os métodos com e sem

competicdo com anticorpo especifico na diluicdo de 1:80.000.
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O método com competicdo apresentou doses similares as do kit comercial
quando comparado com o0 método sem competicdo, todavia em amostras com
baixas concentracfes de IGF-I houve maior diferenca entre as doses detectadas
pelo método in house na deteccdo. Com base nesses resultados, o método sem
competicdo deixou de ser utilizado e as quantificagcbes foram novamente
realizadas, agora utilizando apenas o método sem prévia incubagcédo e com o
anticorpo anti-IGF-I diluido para 1:250.000.

O aumento da diluicdo do anticorpo especifico além de tornar o ensaio
com competicdo mais sensivel a deteccdo de IGF-l, ampliou a exatiddo do
método sendo obtida uma correlagdo entre doses de 0,945 e uma diferenca
percentual menor entre as concentracdes apresentadas pelo kit em relacdo ao
método in house. Dessa forma, pode-se dizer que a melhora dos resultados foi
consequéncia de uma associacao entre a reducao da quantidade de anticorpos
especificos disponiveis aliada a competicdo pela ligacdo entre o antigeno
marcado e o0 presente na amostra.

Contudo, o estabelecimento da competicdo logo no inicio do ensaio
diverge dos principios adotados para a quantificacdo do mesmo hormdnio por
radioimunoensaio, visto que nas metodologias descritas por Lacau-Mengido et
al. (2000), Lalman et al. (2000) e Breier et al. (1991) é realizada uma pré-
incubacdo das amostras com o anticorpo especifico para posterior adicdo do
IGF-1 marcado com o radioisétopo.

Mesmo com o desenvolvimento de um teste com elevada exatidao, e com
uma evidente melhora na sensibilidade, foram realizados testes de paralelismo
para comprovacao da sensibilidade do método e estabelecimento do limite de
quantificacdo inferior, de acordo com as exigéncias da resolucéo publicada pela
ANVISA em 2003.

Os testes demonstram que o método para quantificacdo de IGF-1 produziu
resultados bem préximos aos teoricos, calculados em fungdo da diluicdo
aplicada antes da extracdo. Com esse mesmo teste foi possivel observar que
com dilui¢cdes superiores a 1:8 (12,5% de amostra e 87,5% de tampéao) aplicadas

a uma amostra com 346 ng de IGF-I/mL os resultados passaram a ser mais
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distantes da dose calculada, sendo estabelecido 50 ng/mL como limite de
quantificacdo inferior, que se encontra bem abaixo das concentracdes relatadas
na literatura para espécie bovina, que pode variar de 150 a 600 ng/mL (COOKE
et al., 2013; BURATINI, 2000; BELTRAN, 2007).

Durante as analises de paralelismo também foram avaliados os possiveis
erros provocados pela extracdo das amostras. Em linhas gerais, o IGF-I
produzido pelo figado antes de ser liberado na corrente sanguinea é ligado a
proteina transportadora de fatores de crescimento semelhantes a insulina
(IGFPBs) com o intuito de facilitar o transporte e aumentar a meia vida do
hormonio (BALLARD et al., 1989; BLUM et al., 1989).

Nesse contexto métodos que objetivam a quantificacdo de IGF-I total, e
nao apenas da fracdo livre, exigem um processo prévio de desligamento do
hormoénio das IGFPBs. A extracdo consiste na inducdo do desligamento pela
acidificacdo da amostra com posterior neutralizagdo, sendo amplamente
difundidos os métodos que utilizam etanol-acido (BREIER et al.,, 1991) e o
tampao glicina acidificado (LALMAN et al., 2000). No presente estudo, a extracao
foi realizada utilizando o tampé&o glicina 1M acidificado seguido da neutralizacao
com NaOH. A principal raz&do da escolha desse método foi a auséncia de etanol,
uma vez que o uso de alcoois (principalmente com dois ou mais carbonos) pode
alterar a conformacéo proteica dificultando a interacdo com o anticorpo nos
sistemas imunoenzimaticos (Von MALTZAN; PRUET, 2011).

A extracao com tampao glicina se apresentou como alternativa viavel para
quantificacdo de IGF-I por ELISA, pois ndo exerce nenhum efeito negativo sobre
a interacdo do antigeno com o anticorpo além de induzir eficientemente o
desligamento do hormonio de sua proteina transportadora.

Para fins de comparacgao, a sensibilidade da metodologia comercial foi
comparada com a in house, e ficou claro que o uso do sistema de amplificacéo
de sinal biotina-estreptavidina em ensaios de competicao necessita de 4 vezes
menos hormoénio/poco para produzir os mesmos resultados do ELISA tipo
sanduiche, ja que a diluicdo do método de extracdo com glicina € de 100 vezes

e o do kit comercial de apenas 25 vezes.
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Dentre as inUmeras varia¢des disponiveis em ensaios imunoenzimaticos,
o ELISA do tipo sanduiche é reconhecido como o de maior especificidade, pois
0 uso de dois anticorpos especificos (um adsorvido a fase sélida e o outro ligado
a HRP) amplia a especificidade na deteccdo do antigeno de interesse (GAN;
PATEL, 2013). Comparando a especificidade do método in house de competicao
em relagdo ao kit, a proximidade encontrada entre as doses indica que nao
houve perda da especificidade mesmo utilizando apenas um anticorpo especifico
policlonal nos ensaios.

De acordo com a RE899 (ANVISA, 2003), outro parametro que deve ser
considerado durante a validacdo de ensaios quantitativos é a linearidade, ou
seja, a variacao nas concentracdes do analito devem produzir resposta linear e
caso essa nédo exista deve se realizar transformacdo matematica para que essa
seja atingida. Uma das caracteristicas de ensaios imunoldgicos € a auséncia de
resposta linear e uma das transformacdes mais utilizadas para a linearizacéo de
dados € a Log-Logit (DESHPANDE, 1996).

Ao aplicar essa transformacdo nas DOs da curva, os dados passaram a
apresentar linearidade, ainda assim, foi realizada uma analise da dispersdo dos
residuos das doses calculadas pela equacao linearizada e as concentracdes
nominais dos padrbes utilizados na curva de calibracdo, e posteriormente o
mesmo foi realizado utilizando um método nao linear (regresséao logistica de 4
parametros).

A dispersédo dos residuos quando aplicada a linearizacdo apresentou
maior heterogeneidade de distribuicdo, principalmente nos extremos da curva
padrdo, sendo observado o0 oposto com a regressdo logistica. Essa
heterogeneidade de distribuicdo indica que a equacdo nao intercepta
corretamente 0s pontos nos extremos da curva, provocando alteragdo na
inclinagdo da equacgédo e aumentando o nivel de imprecisao.

Sendo assim, o modelo mais adequado para conversao da densidade
Optica das amostras para doses foi 0 ndo linear, e mesmo apresentando

caracteristica ndo desejavel pela resolucdo da ANVISA, a norma do INMETRO
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DOQ-CGRE-008 (INMETRO, 2007) permite a utilizagcdo desse tipo de modelo
para métodos analiticos que apresentam resposta nao linear.

Ao aplicarmos a metodologia proposta em um grande numero de
amostras, essa apresentou-se como uma ferramenta viavel, pois apresentou
capacidade de deteccao das alteracOes desse hormonio durante todas as fases
de desenvolvimento dos animais (2 aos 20 meses) e os coeficientes variacéo
intra e inter-ensaio proximos aos exigidos pela ANVISA (2003) que estipula que
os coeficientes de variacdo devem ser de até 20% para controle alto e de 15%
para o controle baixo. Aléem disso, foi observado um coeficiente de variagédo entre
as duplicatas de 7,86%, indicando uma boa repetibilidade entre as duplicatas.

Por fim, vale a pena ressaltar o custo beneficio da aplicacdo da
metodologia in house para a quantificacdo de IGF-I, pois geralmente os
experimentos realizados na é&rea de producdo e reproducdo animal sao
realizados com um numero muito grande de repeticbes, muitas vezes
inviabilizando a quantificacdo do horménio.

Apds uma busca em fabricantes de kits para quantificacdo de IGF-I, foi
observada uma faixa de prego que varia de R$ 1.934,00 (h-IGF-I, Sigma Aldrich)
a R$ 2.890,00 (bovine-IGF-I, MyBioSource), o que representa um custo por
amostra de R$ 48,35 e R$ 72,45/amostra, respectivamente. O custo/amostra na
metodologia in house é de R$ 2,28, 0 que representa uma economia de no
minimo 95%.

Dessa forma, conclui-se que a metodologia imunoenzimatica para
quantificacdo de IGF-1 total utilizando o sistema de amplificacdo biotina-
estreptavidina peroxidase em um ensaio competitivo esta estabelecida e
apresenta-se como uma ferramenta til para estudos que visem o0

monitoramento das concentragdes de IGF-I.
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