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Resumo

Devido a necessidade de compreender melhor as interagoes entre
leptina e reproducao, um RIA especifico para a leptina bovina foi
validado. Primeiro, um protocolo para produgio de anticorpos foi
desenvolvido por meio da inoculagio de leptina recombinante equina
em um coelho, que resultou em 28,05% de ligagio maxima (MB)
105 dias ap6s o inicio do protocolo. Os testes de validagio verificaram
paralelismo entre a curva-padrio e as dilui¢oes dos controles alto
e baixo (p<0,01). O anticorpo contra leptina equina mostrou
especificidade para a leptina bovina (p<0,01). A taxa de recuperagio
da leptina bovina pelo anticorpo contra leptina recombinante
equina foi de 98,42 101,6% (p <0, 01). Quando as amostras foram
armazenadas a temperatura ambiente ou refrigeradas a 4°C, foi
verificado estabilidade de ligacao (p > 0,2), no entanto, temperaturas
acima de 37°C interferiram negativamente na recuperagio da leptina
bovina. O uso do tampio de ensaio com ou sem a adigao de plasma
nio apresentou diferencas (p > 0,3). Esses resultados demonstraram
que o anticorpo produzido em coelho contra leptina equina foi
capaz de detectar a leptina plasmdtica bovina, e que o RIA para a
quantificacdo da leptina bovina apresentou caracteristicas adequadas
para o desenvolvimento de um ensaio vélido.
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Introducao

A descoberta da leptina trouxe
mudangas nos campos da endocrinologia,
nutri¢do e metabolismo. Esta proteina de
16 kDa, produzida pelos adipdcitos, age
como sinalizador metabdlico sobre as reservas
corporais para o sistema nervoso central %,
Para melhor compreender o papel fisiolégico
da leptina, a quantificagdo precisa e sensivel
de sua concentrac¢io nos fluidos corporais,
como soro e plasma, se fez necessdria.
Virios pesquisadores desenvolveram
radioimunoensaios utilizando anticorpos
policlonais contra leptina recombinante
humana’, bovina*® e ovina”®. Para que um
sistema de quantificagdo hormonal seja

valido sdo necessdrios alguns controles, como
a especificidade, acuricia, sensibilidade e
precisdo, alem de testes de paralelismo, de
estabilidade, de efeito matriz e de recuperagio
para completar a validagio. O ensaio deve ser
padronizado quanto ao volume dos reagentes
utilizados, quantidade de antigeno marcado
com o radioisétopo, tempo e temperatura
dos periodos de incubagio. Todos os ensaios
devem incluir uma curva-padrio e controles.
Os controles devem ser incluidos no inicio,
meio e fim de todos os ensaios, de maneira
a detectar variagoes relacionadas as amostras
envolvidas®. Muitas vezes a validagao de
um ensaio ¢ negligenciada. Normalmente,
modifica¢oes dos protocolos sao suficientes,
em outros casos, mudancas mais radicais,
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como a adequa¢io de algum reagente. A
validacdo requer tempo ji que é necessdrio
colher e comparar um grande nimero de
amostras para se chegar a conclusoes validas.
Isto é, entretanto, imperativo para a correta
valida¢ao de um RIA'"'. Assim, o objetivo
deste experimento foi a valida¢io de um
radioimunoensaio especifico para a leptina
bovina, utilizando o anticorpo antileptina
equina produzido através de protocolo de
inoculagdo de leptina em coelhos. Todo o
trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Fisiologia e Endocrinologia Veterindria do
curso de Medicina Veterindria da UNESP
de Aragatuba.

Materiais e Métodos

Produgio de anticorpo antileptina
equina: Para a validagao do ensaio,
primeiramente foi produzido o anticorpo
especifico, por meio da inoculagio em
coelho de leptina recombinante equina
(r-eLEP). De acordo com o fabricante
(Protein Laboratories Rehovot Ltd -PLR),
esta leptina apresenta grande homologia com
a leptina recombinante bovina (-6LEP), o
que possibilitou utilizd-la na produgao dos
anticorpos contra a leptina bovina. Foi usado
um coelho macho da raca Nova Zelandia,
inicialmente com idade aproximada de oito
meses, pesando cerca de 3,5 kg, mantido no
Laboratério de Experimentagao Animal do
Curso de Medicina Veterindria da UNESP de
Aracatuba, em ambiente de iluminacio (12
h de luz e 12 h de escuriddo) e temperatura
(25°C) controlados. Os animais eram
alimentados com racio comercial e dgua a
vontade.

Para a inoculagio primdria, foram
utilizadas 100 pg por animal de 7-eL EP diluida
1 mg/5 ml em dgua destilada e emulsionada
com igual volume de Adjuvante de Freund
Completo (solugio antigena emulsificada
em 6leo mineral. A forma completa contém
micobactérias, usualmente M. tuberculosis,
suspensas na fase 6leo, e a forma incompleta
nao contém micobactérias.) (Sigma®, cdd.
F-5881). A partir da segunda inoculacio,
utilizou-se a mesma concentracio de r-eLED
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emulsionada com Adjuvante de Freund
Incompleto (Sigma®, c6d. F-55006). Todas as
inoculagoes foram feitas por via subcutanea e
em diferentes locais de aplicacdo. A segunda
e a terceira inoculagdes ocorreram com
intervalos de 15 dias e a partir da quarta
inoculagio, o intervalo passou a ser de 30
dias. Apds a quarta inoculagio, iniciou-
se a coleta de sangue da veia auricular do
coelho, para a verificagao da resposta ao
antigeno através de testes de ligagdo, por
radioimunoensaio (RIA).

lodacdo da leptina equina: Em funcao
da provdvel homologia com a r-6LED a
r-eLEP foi marcada com o radioisétopo
Iodo 125 (I125) no processo chamado de
iodagdo. Na iodagao, o I'” liga-se a r-¢LEP,
utilizada a partir de entao como marcador do
ensaio. Tal processo, desenvolvido de acordo
com o método lodogen® (1,3,4,6 tetracloro
3a, 5a-diphenilglicuril-Sigma Company®),
descrito por Salacinski'?, foi realizado no
Laboratério de Endocrinologia do Curso
de Medicina Veterindria da UNESP de
Aragatuba.

Testes de ligagdo: Foram comparados
o anticorpo produzido contra r-eLEP e o
anticorpo anti 7-bLEP fornecido pelo INRAS,
buscando definir qual a diluigado em que o
anticorpo especifico se ligou a r-eLEP iodada,
originando porcentagem de ligagao mdxima
(MB) entre 20 e 30%. Para isso, utilizaram-
se somente os tubos TC (contagem total),
NSB (ligacao nao especifica) e MB. Aos
tubos NSB foram adicionados 300 ml de
tampao de incubagio (KHZPO 0,01 M,
Na HPO, 0,01 M, NaCl, Gelatina 1%,
NaN,, Tween 20) e 100 ml de soro do coelho
que foi inoculado, diluido (1:10; 1:50; 1:100;
1:300; 1:500; 1:750 e 1:1000). A todos os
tubos foram adicionados 100 ml de r-eLEP
iodada. Apés incubagio por 24 horas a 4°C,
foram acrescentados 100 ml de anticorpo
inespecifico 1:30 (antigamaglobulina de
coelho diluida em PBS EDTA 0,01M) e
polietileno glicol (PEG) 6%, permanecendo
os tubos por mais 3 horas a4 temperatura
ambiente.Em seguida, foram centrifugados
a 4°C e a radioatividade remanescente lida
em contador gama (Cobra II — Packard®)



por 1 min/tubo. Os testes de ligagao foram
realizados também para a determinacio
dos volumes dos reagentes, da atividade
do hormoénio marcado e dos periodos de
incubagio utilizados para o ensaio. Para a
interpretagio dos resultados, obtidos em
CPM, que consiste da radiagao emitida
por minuto durante a leitura dos tubos, foi
calculada a porcentagem de ligagio, onde o
valor em CPM da NSB foi subtraido do valor
em CPM da MB e o resultado dividido pelo
valor em CPM do TC e entao multiplicado
por 100 [(MB - NSB/TC)*100].

Dilui¢io da curva-padrio de r-bLEP
¢ r-eLEP: Foram preparadas curvas-padrio
tanto com r-eLEP quanto com r-6LEP, a
partir de dilui¢des seriadas da solugio estoque
para a obtengao dos pontos com as seguintes
concentragdes: 0,125 ng/ml; 0,25 ng/rnl; 0,5
ng/rnl; 1,0 ug/rnl; 2,0 ng/m1; 4,0 ng/rnl; 8,0
ng/rnle 10 ng/m1. As curvas confeccionadas
com 7-bLEP e r-eLEP foram comparadas
posteriormente em testes de ligacio.

Testes de validacdo: Depois de
estabelecidas as dilui¢oes do anticorpo
especifico e nio especifico e dos outros
reagentes utilizados na confecgao do ensaio,
assim como os tempos e temperaturas de
incubac¢io em cada fase, pelos testes de
ligagao, foram realizados testes para validagao
do RIA para quantificagao de leptina bovina.
Todos os testes-foram realizados com as
amostras em duplicata e repetidos trés vezes,
obedecendo as concentracoes, volumes,
temperaturas e periodos de incubagio
determinados.

Protocolo para quantificagio de leptina:
Inicialmente, 100 ml de cada ponto da
curva-padrio e dos controles alto (plasma
de vaca gorda, escore de condicio corporal
4) e baixo (plasma de vaca magra, escore de
condigao corporal 1) foram pipetados em
tubos de borossilicato (12x75) contendo
300 ml de tampao de incubacio, seguido
da adigao de 100 ml do anticorpo especifico
(1 :500) a todos os tubos, exceto NSB.
Nestes adicionaram-se somente o tampio
de incubacio e 0 SNC, e aos MBs somente
tampdo de incubagio e primeiro anticorpo,

e foram incubados por 48 h a 4°C. Todos

os tubos receberam 100 ml de r-¢eLEP
iodada (aproximadamente 10.000 CPM) e
foram incubados por 24 h a 4°C. Apés esse
periodo, adicionou-se 100 ml do anticorpo
inespecifico 1:30 ¢ 500 ml de PEG 6%,
e foram incubados por 12 h e depois
centrifugados para a separagio do antigeno
ligado ao anticorpo do nio ligado por meio
de precipitagdo. A centrifugagio foi feita
por 30 min a 4°C e 2.620,8 xg. Os tubos
foram entdo colocados em racks de espuma
e invertidos para desprezar o sobrenadante,
permanecendo invertidos para secar por
pelo menos 30 min sobre papel absorvente.
A radioatividade remanescente foi lida em
contador gama por 1 min/tubo.

Teste de paralelismo: Para avaliar se
a variagio na quantidade de hormoénio da
amostra alterou a porcentagem de ligagao do
anticorpo anti-r-eLEP A r-eLEP-iodada, foi
elaborado o teste de paralelismo. O controle
alto e o controle baixo foram diluidos a 100;
50; 25; 12,5 € 6,25% em solugao tampio de
incubagio e comparados com o log da dose
dos pontos da curva-padrio confeccionada
com leptina bovina.

Testes de especificidade: Os testes de
especificidade avaliaram a capacidade do
anticorpo contra 7-eLEP se ligar a leptina
bovina. O primeiro teste comparou a ligacio
do anticorpo contra r-¢LEP aos pontos das
curvas-padrao, confeccionadas com r-6LEP
ou com 7-eLEP. No segundo teste comparou-
se a ligacdo do anticorpo anti-r-eLEP com a
ligagdo do anticorpo anti-r-6LEP desafiados
com curva-padrio elaborada com r-6LEP

Testes de estabilidade: Com o objetivo
de avaliar a interferéncia da varia¢io no
tempo e na temperatura sobre a concentragao
de leptina plasmdtica durante a realizacao dos
ensaios, fracionou-se uma amostra de plasma
bovino em virias aliquotas, submetidas a
diferentes temperaturas por vérios periodos
de tempo. No primeiro teste (A), uma
aliquota foi submetida & temperatura
ambiente (26°C) por 30 min; 15 2;4 ou 7 h.
No segundo teste (B), a amostra foi exposta
240°C (“banho-maria”), por 1; 2 ou 4 h. No
terceiro teste (C), aamostra permaneceu por
15 25 3 ou 4 dias refrigerada a 4°C.
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Taxa de recuperagio ou teste de
exatiddo: Para estimar qual a porcentagem
da identificagdo da 7-6LEP pelo anticorpo
especifico foi realizado o teste de recuperagio.
Para isso, adicionaram-se quantidades
definidas de - bLEP suspendida em tampao
de incubagio, e quantificada por RIA.

Teste de efeito matriz: Existe
a possibilidade de ocorrer uma ligagio
inespecifica entre proteinas do plasma
bovino e o complexo antigeno-anticorpo,
aumentando a formagio do precipitado e a
quantidade do horménio marcado com I'*
no fundo do tubo. Esse efeito, denominado
de efeito matriz, foi avaliado por meio da
comparagio de duas curvas-padrio com
7-bLEP, uma diluida somente em tampao de
incubagio e outra em tampao de incubagao
adicionado de 100 /I de plasma bovino com
baixa concentragio de leptina bovina por
tubo, 0 mesmo volume de plasma utilizado
no ensaio. Este teste submeteu a curva-
padrao acrescida de plasma bovino as mesmas
condi¢des encontradas nos tubos contendo as
amostras a serem quantificas, fornecendo as
mesmas condicoes de ligacao das encontradas
na presenca das proteinas no plasma.

A comparagio das porcentagens
de ligagao entre as dilui¢oes do soro do
coelho inoculado com r-eLEP e as diluicoes
do anticorpo anti 7-6LEP fornecido pelo
INRA foi feita pelo teste de Mann Whitney.

Os testes de especificidade, paralelismo e
efeito matriz, foram avaliados pelo teste de
correlagio linear de Pearson. Os testes de
estabilidade foram avaliados pela ANOVA.
Todos os testes utilizaram o programa
GraphPad InStat 3.00 for Windows 95,
GraphPad Software, San Diego, Califérnia,
EUA. Em todos os testes de validacio, exceto
o teste de exatiddo, utilizou-se a porcentagem
de ligacio ao invés da dose do hormdnio
porque nem todas as amostras apresentaram
leitura da dose (ng/ml). Fixou-se um erro alfa
de 5% para todas as andlises.

Resultados

Produgdo de anticorpo anti r-eLEP: A
variagao na dilui¢io do plasma do coelho ino-
culado com 7-eLEP, alterou a porcentagem
de ligacdo, e no momento da 62 inoculagao,
105 dias apds o inicio das inoculagoes, a
utilizagao do plasma deste coelho diluido
a 1:500, resultou em 28,08% de MB. Nao
houve diferenca (P > 0,8) no MB entre o
anticorpo contra 7-eLEP (28,05%) ou contra
r-bLEP (25,7%) na diluicao 1:500.

Ieste de paralelismo: A variagdo na
porcentagem de ligacdo dos pontos da
curva-padrio e as diluicoes seriadas dos
controles alto (3 ng/ml) e baixo (0,25 ng/
ml) resultaram em curvas de deslocamento
paralelas (Figura 1). Houve correlagio entre a
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Figura 1 - Teste de paralelismo entre a curva-padrao confeccionada com r-bLEP e dilui¢cbes seriadas com 100;
50; 25; 12,5; 6,25% do volume dos controles alto (3 ng/ml) e baixo (0,25 ng/ml) de plasma bovino
diluidos em tampao de incubacao, em ensaio utilizando anticorpo anti- r-eLEP
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porcentagem de ligagdo dos pontos da curva
e a dilui¢do do controle alto (r = 0,996; P <
0,01) e entre os pontos da curva e a diluigao
do controle baixo (r = 0,990; P < 0,01).
Testes de especificidade: Quando os
pontos das curvas padrio elaboradas com
r-bLEP ou r-eLEP foram comparados em
ensaio utilizando anticorpo anti- r-eLEP,
foi verificado maior deslocamento da por-
centagem de ligagao da r-eLEP iodada ao
utilizarmos a curva confeccionada com
r-bLEP Esse deslocamento se deu de ma-
neira semelhante, mas nao paralela, a curva
elaborada com r-eLEP (Figura 2A). Houve
correlacio (r = 0,974; P < 0,01) entre os
valores das porcentagens de ligagio das duas
curvas. De maneira semelhante aos resultados
anteriores, apGs comparar a porcentagem de

40 4

ligagao dos pontos da curva-padrio elaborada
com 7-6LEP em ensaios utilizando anticor-
po anti-»-6LEP e anti-r-eLEP observou-se
maior porcentagem de ligagio dos pontos
da curva-padrio elaborada com 7-6LEP ao
anticorpo anti-7-eLEP (Figura 2B). Nesse
caso, as porcentagens de ligagio das curvas
foram paralelas e apresentaram correlagio (r
=0,996; P < 0,01).

Testes de estabilidade: No primeiro tes-
te, onde a amostra permaneceu a temperatura
ambiente por 30 min, 1; 2; 4 ou 7 h e no
terceiro teste, onde a amostra permaneceu
por 1; 2; 3 ou 4 dias a 4°C antes de ser quan-
tificada, nao foram detectadas diferengas na
variagio da porcentagem de ligagao (P > 0,2).
J4 no segundo teste, onde o plasma bovino
foi submetido & temperatura elevada (40°C)
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Figura 2 - A: Comparacao entre as porcentagens de ligacao dos pontos das curvas-padrao elaboradas com r-bLEP
e r-eLEP em ensaio utilizando anticorpo anti- r-eLEP. B: Comparagao entre ensaio utilizando anticorpo
anti-r-eLEP e ensaio utilizando anticorpo anti-r-bLEP, desafiados com a curva-padrao feita com diluicoes

seriadas de r-bLEP
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por 1; 2 ou 4 h, observou-se o aumento na
porcentagem de ligagao conforme aumentava
o tempo de exposi¢do a alta temperatura (P
<0,01).

Taxa de recuperagdo ou teste de exa-
tiddo: Quando quantidades conhecidas
de ~bLEP (0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2;
4; 8,0 ¢ 10,0 ng/ml) foram adicionadas
a0 tampao, a taxa de recuperacio encon-
trada variou de 98,4 a 101,67%, o que
significa que no ensaio realizado essa foi

wooCurvasem plasma

sl curva com plasma

a porcentagem de 7-6LEP reconhecida
pelo anticorpo anti-r-eLEP.

Teste de efeito matriz: Nao houve
diferenga na porcentagem de ligagao da
leptina bovina, presente na curva-padrio,
ao anticorpo anti-r-eLEP utilizando tam-
pao de incubagio ou tampao de incubagao
acrescido de 100 ml de plasma bovino com
baixas concentragées de leptina (P > 0,3;
Figura 3). Houve correlagio (r = 0,994; P
< 0,01) entre as duas curvas.

R?=0,998

R?= 0,999

0 T T T
0,06 0,125 0,25 0,5

2 4 8 10

Curvapadrao {ng/ml)

Figura 3 - Comparagao da porcentagem de ligacao da r-bLEP da curva-padrao ao anticorpo anti- r-eLEP ap6s
diluicdo em tampao de incubacdo ou em tampao de incubacao acrescido de plasma bovino para a

curva-padrao

Discussao

Os resultados obtidos permitiram
assumir que o anticorpo anti-r-eLEP
¢ eficiente e apresenta sensibilidade e
especificidade suficiente para quantificar
leptina bovina. Nos testes de estabilidade,
nao foi encontrada diferen¢a na porcentagem
de ligacao quando as amostras foram
mantidas 4 temperatura ambiente ou a 4°C,
o que significa que a permanéncia por até 7
h & temperatura ambiente ou 4 dias a 4°C
nao causou alteracoes a leptina mensurdvel
pelo ensaio (p> 0,2; R2 = 0,998). A mesma
estabilidade nao aconteceu conforme se
aumentou o periodo de exposi¢io da amostra
a 40°C, que resultou em um aumento
significativo na porcentagem de ligagao.
Como a porcentagem de ligagao da leptina
iodada ¢ inversamente proporcional a
concentragdo de leptina presente na amostra,
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a diminui¢do na concentragio de leptina
plasmdtica em fun¢io do tempo de exposi¢ao
a 40°C, provavelmente devido a alteragoes
estruturais no horménio, o impediram
de ser reconhecido pelo anticorpo. Ma et
al®’, apds submeterem amostras a 37°C,
encontraram estabilidade na concentracio
de leptina plasmadtica por até 1 dia, ou por
1 semana a temperatura ambiente ou por
até 2 meses a 4°C. A exatidiao, obtida com
a taxa de recuperacio de 98,4 a 101,67%,
conferiu ao ensaio confiabilidade, pois por
meio dela sabemos que este estd sendo
eficiente em reconhecer a leptina adicionada
com uma varia¢do inferior a 2%. Apesar de
nao ser possivel assumir com precisao que
ensaios hormonais utilizando tampao de
incubagao apresentem resultados similares
aqueles obtidos com amostras bioldgicas®,
nio foi detectada diferenca entre as curvas-

padrao elaboradas com r-6LEP diluida



em tampio de incubagio ou em tampio
de incubagio acrescido de plasma bovino.
Acredita-se que o efeito matriz causado pela
ligagao de substancias presentes no plasma,
provavelmente proteinas, aumentariam a
porcentagem de ligacio por aumentarem
a formacdo do precipitado, o que nio
aconteceria nas amostras da curva diluidas
somente em tampao de incubagdo. Assim,
como nio foi encontrado esse efeito no
teste realizado, foi adotada para a realizagio
dos ensaios para a quantificagio da leptina
bovina a curva-padrio diluida em tampao de
incubagio sem a adigao de plasma (Figura 3).

Conclusao

O anticorpo antileptina recombinante
equina produzido em coelho apresentou

11

sensibilidade suficiente para detectar
concentragoes de leptina circulante no plasma
bovino quantificadas pelo RIA e o ensaio para
a quantificacio de leptina plasmdtica bovina
apresentou sensibilidade, especificidade,
precisio e estabilidade, sendo considerado
vélido e com as caracteristicas adequadas ao
desenvolvimento de um RIA confidvel.
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Imunoradioassay validation to plasmatic bovine leptin quantification

Abstract

Keywords:
Leptin.

Due necessity of better understanding leptin and reproduction
relations, a specific radioimmunoassay (RIA) to bovine leptin was
avalidated. First, an antibody production protocol was developed
using recombinant equine leptin inoculated in a rabbit, that results
in 28,05% of maximum binding (MB) 105 days after the protocol
beginning. The tests of validations verified parallelism between
standard curve and dilutions of high and low controls (P < 0,01).
Antibody against equine leptin showed specificity to bovine leptin
(P <0,01). The recuperation tax of bovine leptin by antibody against
recombinant equine leptin was from 98,4 to 101,6% (P < 0, 01).
When the samples were stored in ambient temperature or refrigerated
to 4°C, ligation stability was verified (P > 0,2), however, temperatures
above 37°C impaired the bovine leptin recuperation. The use of assay
buffer with or without bovine plasma did not show any difference
(P> 0,3). These results showed that the antibody produced in rabbit
against equine leptin were able to detect plasmatic bovine leptin,
and that the RIA to bovine leptin quantification had adequate
characteristics to the development of a valid assay.

Antibody.
Radioimmunoassay.
Validation.
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