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RESUMO

LOPES, R.D. Validacdo Laboratorial da Eletroforese de Proteina Urinaria de
cdes em Gel de Poliacrilamida,contendo Duodecil Sulfato de Sodio (SDS-Page).
2020. 130 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Introducdo: o estudo de validagcdo para verificar a repetitividade e
reprodutibilidade com o uso de diferentes coloragées ou sistema de marcacao
de bandas de proteinas da urina de cdaes, na eletroforese em gel de
poliacrilamida, seria de grande importancia pois alicercariam informacdes
fidedignas acerca da investigagdo da proteinaria de forma qualitativa e
quantitativa, pela confiabilidade nos métodos e interpretacdo clinica adequada.
Ainda, a possibilidade de comparacdo entre as coloracdes e sistema de
marcacdo de bandas de proteinas podera indicar o melhor procedimento
laboratorial. Métodos: amostras de urina com diferentes concentracdes de
proteinas, denominadas como pools 1, 2 e 3, com valores da razdo proteina
creatinina urinaria (RPC) de 0,04, 1,48 e 14,41, respectivamente, foram
submetidas a avaliacdo do intra (repeticdo de 10 determina¢des no mesmo dia)
e inter (repeticho de 10 determinagdes no mesmo dia e repetidos
consecutivamente em 3 dias seguidos) ensaios na eletroforese em gel de
poliacrilamida no atinente aos pesos moleculares e porcentagem de densidade
Optica das bandas. Foram empregadas as coloracées pelo azul brilhante de
Coomassie e pela Prata, como também pelo sistema Stain-Free®. Resultados:
os coeficientes de variacao para os pesos moleculares, no intra e inter ensaios,
foram praticamente inferiores a 5% (variacdo de 0,41% a 6,55%) em todas as
coloracbes e o Stain-Free®. Para a porcentagem de densidade Optica, o
coeficiente de variacao foi superior a 5% no intra (valor maximo de 28,95% na
coloragdo do azul brilhante de Coomassie) e inter (valor maximo de 28,03%,
também na coloragéo azul brilhante de Coomassie) ensaios e ambos na amostra
de pool 3. Os coeficientes de variagdo foram maiores nas bandas de proteinas
com maior porcentagem de densidade Optica, como também maiores na
coloracao Prata e coeficientes de variagcdo menores para o sistema Stain-Free®.
O sistema Stain-Free® foi o que apresentou com maior frequéncia diferencga

significante com as colorac¢des azul brilhante de Coomassie e Prata. Concluséo:



a repetitibilidade e a reprodutibilidade foram adequadas para a deteccéo das
bandas dos pesos moleculares em todas as coloracdes e o Stain-Free®, néo
ocorrendo 0 mesmo para a porcentagem de densidade Optica, entretanto o
sistema Stain-Free® foi 0 que apresentou 0os menores coeficientes de variacéo

guando comparado as outras coloracoes.

Palavras-chave: Proteindria. Canino. Stain-Free®. Coloragdo Prata.

Coloracao Coomassie



ABSTRACT

LOPES, R.D., Laboratory validation of the polyacrylamide gel electrophoresis of
dogs containing sodium dodecyl sulfate (SDS-Page). 2020. 130 p. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo, 2020.

Introduction: the validation study in order to verify the repeatability and
reproducibility by the use of different stains or protein bands marker of urinary
protein in dogs by sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel
electrophoresis is the great importance as those information could support
reliable information by means of qualitative and quantitative investigation of
proteinuria as well as to achieve adequate clinical interpretation due to the
reliability of the methods. In addition, the possibility of the comparison among
stains and protein bands marker could guide for better laboratorial procedures.
Methods: urine samples of different concentrations of proteins called as pools 1,
2 and 3 showing urinary protein creatinine ratio (UPC) of 0.04, 1.48 and 14.41,
respectively, were submitted to intra (repetition of 10 measurements on the same
day) and inter (repetition of 10 measurements on the same day and that
procedure repeated consecutively along 3 consecutive days) assays by the use
of SDS polyacrylamide gel electrophoresis for the evaluation of molecular
weights and percentage of densitometric analysis. Coomassie brilliant blue and
silver stains were used as well as the Stain-Free® system. Results: the
coefficients of variation for the molecular weights detected in the intra and inter
assays were in its majority less than 5% (range of 0.41% to 6.55%) and were
observed in all stains and Stain-Free® system. In relation to the percentage
densitometric analysis of the protein bands, the coefficient of variation was
greater than 5% in the intra assay (maximum value of 28.95% at the Coomassie
blue stain) and inter assay (maximum value of 28.03% at Coomassie blue stain),
and both observed in the pool 3 sample. The coefficients of variation were higher
at protein bands with a higher percentage of densitometric analysis, and higher
values were detected by the use silver stain and lower in the Stain-Free® system.
The Stain-Free® system was one of the most that showed significant difference
with the Coomassie brilliant blue and silver stains. Conclusion: repeatability and
reproducibility were adequate for the detection of the protein molecular weight

bands by the use of stains and Stain-Free® system, however not observed for



the percentage of densitometric analysis of bands, and the Stain-Free® system

showed the lowest coefficients of variation when compared to the others stains.

Keywords: Proteinuria. Canine. Stain-Free®. Silver stain. Coomassie blue stain
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Os néfrons sdo as unidades funcionais dos rins e neles estdo presentes a
capsula glomerular, os glomérulos, os tubulos proximal, distal e coletor e a al¢a de
Henle, que séo responsaveis pela filtracdo de elementos do plasma sanguineo e
eliminacdo através da urina de substancias indesejadas (MARIA; CAVALHEIRO;
BREGMAN, 2001).

Uma das possibilidades de perda de proteinas para o filtrado glomerular seria
através da barreira glomerular pelo comprometimento da membrana basal e podécitos
que apresentam seletividade de carga elétrica e tamanho das moléculas, como
também apresentam poros que permitem ou ndo a passagem de proteinas. Apesar
de ainda ndo existir um consenso sobre o tamanho destes poros, usualmente é
descrito que a albumina e as outras proteinas de peso moleculares maiores, como
exemplo as imunoglobulinas, ndo ultrapassam essa barreira (BRAY; ROBINSON,
1984; MARIA; CAVALHEIRO; BREGMAN, 2001).

Ainda estudos estdo sendo conduzidos e diversas teorias tém surgido para o
entendimento da fisiopatologia da barreira da filtracdo glomerular e as possibilidades
de lesBes nas células endoteliais fenestradas, membrana basal ou poddécito que
resultam em proteintria (SCHLONDORFF; WYATT; CAMPBELL, 2017). Na figura 1

estédo representados os elementos dos capilares glomerulares.

Figura 1 - Capilar glomerular - desenho esquematico de uma parte de um glomérulo com os
componentes relacionados a barreira de filtragcdo de proteinas: glicocalix endotelial, frenestras
endoteliais, membrana basal e poddcitos.
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Fonte: (SCHLONDORFF; WYATT; CAMPBELL, 2017)
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O diafragma da fenda existente entre os poddcitos exerce importante funcdo na
permeabilidade da membrana basal e as células se interligam de uma forma peculiar,
além de executarem diversas fun¢fes altamente especializadas. Ainda, nos ultimos
anos, foram descobertas diversas substancias responsaveis na preservagdo ou na
falta do citoesqueleto (Figura 2), entretanto muitos estudos e teorias ainda necessitam
de discussdes verticalizadas para o entendimento adequado de como ocorre
permeabilidade das substancias, (MARIA; CAVALHEIRO; BREGMAN, 2001,
GRAHAMMER; SCHELL; HUBER, 2013; SISKA et al., 2017; YU et al., 2018).

Figura 2 - Figura esquemética de algumas funcdes dos poddcitos e substancias responsaveis
pela manutencdo do citoesqueleto e o seu formato

- . g —
> ™~ -~

> Signal Direction &

.
Lamellipodia b a 4

{ Tnhibition / Filopodia \ ( ¢
& [ 'RPC6 — o
> Movement of Molecules  / R \ i =9 i
> Name of Molecules { s \ @& W o _
/ 4 5 &f TP § / Pley y
| L‘.(\f!":'- = (g P
’ TRac) J %
™ T - ¢
‘. - Yok . De lat
' Stress Fiber '».‘.{‘-\ ¢ I
[ | Formaion | ~— @R oo | -
/I s 1 AN ‘\ o TRPCS /‘,‘ E Recyeling ||
/’ Prosurvival |/ \giBD\ ( 5\
4 Signal CaMKID \  Ubin
g at \
/ P T CERAD
/ P i T
o (14-3-303 SYRPO) T
/. (AKT Racl SR ‘fgm.\l N
= = ]‘)”R‘ ‘\fl'{'l'.“
( B o — - —
1\\7 - A T\ —Ni)hlllx(— [
< o GBN )
—_— <Fa T T [ J—— = e
Endothelium e
w @

Fonte: (YU et al., 2018)

O aumento da pressdo sanguinea nos glomérulos seria umas das principais
causas de proteinuria, sugerindo que a pressao exercida nos poddcitos ocasione a
perda do seu formato (“foot”), comprimindo a membrana basal e, assim, permitindo
maior permeabilidade de macromoléculas e aumentando a permeabilidade para a
passagem das proteinas de peso molecular maior, como encontra-se configurado na
figura 3 (FISSELL; MINER, 2018).

No filtrado glomerular, as proteinas de peso molecular abaixo a da albumina e
que ultrapassaram a membrana basal glomerular sdo posteriormente reabsorvidas
pelas células dos tabulos proximais, processo este que ocorre por endocitose, sendo
gue os principais receptores envolvidos nesse processo sao a Megalina e a Cubilina
(Figura 4), responsaveis pela reabsor¢éo de diversas proteinas tais como as proteinas

carreadoras de vitaminas como a Vitamina D, folato, retinol, vitamina B12. Também

/}
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ocorre a reabsorcdo de outras proteinas e substancias, como a propria albumina
(normalmente presente em pequena quantidade no filtrado glomerular), mioglobina,
hemoglobina, transferrina, lactoferrina, assim como lipoproteinas, hormonios, enzimas
ou inibidores de enzimas, proteinas do sistema imune, alguns farmacos
(aminoglicosideos, polimixina B, entre outros), calcio idnico, fatores de coagulacéo e
entre outros (VERROUST, 2002; BIRN; CHRISTENSEN, 2006; TOJO; KINUGASA,
2012; NIELSEN; CHRISTENSEN; BIRN, 2016).

Figura 3 - Modelo esquematico da teoria da membrana basal glomerular em relacdo a
seletividade das proteinas por aumento da pressdo. Em condi¢bes efémeras, ha mudanca fisica dos
podécitos, alterando a permeabilidade da membrana basal e a passagem de macromoléculas

NORMAL

Fonte: (FISSELL; MINER, 2018)

Uma proteina que pode estar presente na urina em condic¢des fisiologica é a
proteina de Tamm-Horsfall, conhecida também como Uromodulina, proteina esta
sintetizada exclusivamente nas células epiteliais do ramo ascendente na alca de
Henle e no tdbulo contorcido distal e que apresenta alto peso molecular, proximo de
100 kDa. A diminuicdo da concentracdo urinaria desta proteina tem sido utilizada
como marcador de perda de nefrons, a exemplo na doencga renal cronica (RAILA,;
SCHWEIGERT; KOHN, 2014; CHACAR et al., 2017).
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Figura 4 - Figura esquematica da captacao das proteinas por endocitose nas células tubulares
proximais em bordadura em escova. Receptores como a Megalina, Cubilina e os Amnionless s&o
responsaveis pelo processo de endocitose.
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A proteindria em cdes e gatos € relativamente frequente na rotina clinica e
usualmente esta associada a inUmeras causas, além da origem diversa, ou seja, de
quais segmentos do nefron que poderiam estar comprometidos e, portanto,
relacionados com a perda daquelas proteinas. Estudos em caes e gatos, assim como
em humanos, sugerem que a proteindria renal persistente esta relacionada com a
morbidade e mortalidade, sendo de pior progndéstico quando relacionada com a maior
intensidade da proteindria (LEES et al., 2005; GRAUER, 2011; BROWN et al., 2013).
Em um estudo multicéntrico em 1156 pacientes caninos de uma regido na Itélia, foi
observada prevaléncia de proteindria em 43,3% de pacientes que eram suspeitos para
deteccdo de proteindria pelos exames rotineiros do exame quimico de urina e

confirmada pela determinacdo da razdo proteina/creatinina urinaria (RPC)
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(GIZZARELLI et al., 2019). Em um estudo prospectivo cohort de cdes com doenca
renal crbnica e proteinuricos, animais que apresentavam RPC = 1,0 apresentaram
maior frequéncia para desenvolver crises urémica e 6bito quando comparados aos
animais com RPC < 1,0 (JACOB et al., 2005). O aumento da mortalidade também foi
citado em outro estudo em que além da proteinudria, 0 comprometimento da taxa de
filtracdo glomerular e a hipertensdo sistémica seriam fatores importantes para o
desfecho clinico (WEHNER; HARTMANN; HIRSCHBERGER, 2008).

A proteinuria pode ser classificada de acordo com sua origem em pré-renal, renal
e pos-renal. A proteindria pré-renal ocorre devido a presenca de proteinas livres no
plasma, tais como a mioglobinemia e hemoglobinemia, como de outras proteinas de
baixo peso molecular que nédo estdo presentes normalmente no filtrado glomerular,
como a de Bence-Jones (LEES et al., 2005)

A proteindria de origem renal pode ser decorrente de fatores funcionais ou
transitérios em que geralmente esta relacionada com a condi¢cdo sistémica, como
exemplo, a febre ou exercicios extenuantes. Ja a proteindria renal patoldgica, seria
decorrentes de lesdo renal (comprometimento de glomérulos, tibulos e intersticio)
(LEES et al., 2005).

A proteindria de origem glomerular é oriunda pelo aumento da filtracdo
glomerular de proteinas plasmaticas, ou seja, do extravasamento de proteinas que
normalmente ndo ultrapassariam a barreira glomerular, como também em decorréncia
da perda da permeabilidade seletiva da barreira glomerular, ocorrendo a passagem,
principalmente de proteinas de alto peso molecular, tal como a albumina, de peso
molecular aproximado de 69 kDa (ZARAGOZA et al., 2003; LEES et al., 2005;
CARAGELASCO et al., 2017). Ainda, a proteinaria de origem glomerular pode estar
associada a hipertensao intraglomerular, intrinseca ou decorrente de hipertensao
arterial sistémica, formacédo de imunocomplexos, inflamacao vascular nos capilares
glomerulares, glomerulopatia de origem hereditaria, alteragbes estruturais na
membrana basal glomerular (por exemplo, a nefropatia hereditaria ligada ao
cromossomo X — defeito no colageno tipo IV) (VINGE et al., 2010; GRAUER, 2011,
LAVOUE et al., 2015; SUGAHARA et al., 2015; REBECCA et al., 2018). A proteinQria
de origem tubular ocorre devido a diminuicdo da reabsorgéo tubular no segmento
proximal das proteinas plasmaticas presente normalmente no filtrado glomerular, ou
seja, a barreira glomerular esta adequada e ainda preserva as caracteristicas de

permeabilidade seletiva sendo, portanto, a proteina de origem tubular caracterizada
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pela presenca na urina de proteinas de baixo peso molecular ou < 60 kDa. No que se
refere a proteindria de origem intersticial, esta ocorre devido a processos inflamatorios
no intersticio em que as proteinas alcancam o espaco urinario, por exemplo, na nefrite
aguda intersticial (SCHULTZE; JENSEN, 1989; LEES et al., 2005; VINGE et al., 2010;
CARAGELASCO et al., 2017).

A proteinuria de origem pdés-renal ocorre devido a adicdo de proteinas na urina
apos o segmento da entrada da pelve renal e ao longo do trato urinério inferior. A
origem pode ser urindria (processos hemorrdgicos ou exsudativos em pelve renal,
ureter, bexiga urinaria e uretra, incluindo a uretra prostatica em machos) ou extra
urinaria (proteinas derivadas de secrecfes ou de processos hemorragicos e
exsudativos em trato genital ou genitalia externa (LEES et al., 2005; GRAUER, 2011).

Na rotina da clinica veterinaria, um dos primeiros testes de “triagem” realizado
para a avaliacdo da proteina urinaria é pelo uso da fita reagente/bioquimica
empregada na realizacdo do exame de urina, sendo este um método semiquantitativo
colorimétrico e que qualitativamente, apesar da baixa especificidade e sensibilidade,
detecta a presenca de albumina, entretanto pode estar associado principalmente a
resultados falso positivo (GRAUER, 2011; PIECH; WYCISLO, 2019). A avaliacao
semiquantitativa da proteina urinaria do exame de urina, juntamente com a densidade
urinaria, ndo apresentou correlacdo adequada quando comparada com a razao
proteina/creatinina urinaria (RPC) (MEINDL et al., 2019). Ainda, a determinacéo da
albumina na urina requer métodos espécie-especifico, como de kits comerciais
semiquantitativos ou por método ELISA quantitativo, usualmente ndo disponiveis na
rotina clinica (GRAUER, 2011; SMETS et al.,, 2012; CAVALCANTE et al., 2013;
MARTORELLI et al., 2016).

Quando h& suspeita de proteinaria de origem renal, é recomendada a
guantificacdo das proteinas totais presentes na urina juntamente com a determinacéo
da concentracdo de creatinina urinaria, para assim calcular a razao proteina/creatinina
urinaria (RPC), sendo condi¢do sine qua non a analise conjunta dos achados do
exame de urina (sedimento urinario) daquela mesma amostra de urina para excluir a
proteinudria de origem pré-renal ou pés-renal. Para o célculo da RPC, é importante
determinar a concentracdo da creatinina urinaria, pois esta permite anular a variacao
da diluicdo e do volume urinario em um periodo de 24 horas sobre a quantificacao de
proteindria, ja que a coleta de todo o volume de urina produzido em um periodo de 24

horas seria inviavel na maioria dos casos e que se assemelha ao procedimento
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adotado na pediatria humana (LEES et al.,, 2005; GRAUER, 2011), mas alguns
estudos demonstram que a presenca de bacteridria presente na amostra possa
aumentar falsamente os valores de RPC e, assim, recomenda-se a repeti¢cdo do teste
apos a resolucdo da infeccdo (MEINDL et al., 2019). Ainda, para evitar qualquer
davida, recomenda-se a confirmacao da urocultura negativa nas amostras de urina
para o calculo da RPC.

Atualmente suscitam-se discussbes acerca da necessidade de orientacao
adequada quanto a forma de obtencdo da amostra de urina, como também da
avaliacao fisico-quimica e da sedimentoscopia para a mensuracdo da RPC e sua
adequada interpretacdo, como também da possibilidade de ocorrer variacdo dos
resultados oriundos de diferentes laboratérios clinicos veterinarios que pode acarretar
em interpretagcbes e condutas clinicas diferentes ou até mesmo inadequadas
(BEATRICE et al.,, 2010; DUFFY; SPECHT; HILL, 2015; ROSSI et al.,, 2015;
SHROPSHIRE; QUIMBY; CERDA, 2018). No relativo a forma de obtencdo das
amostras de urina para a determinacéo da RPC, aquelas obtidas por cistocentese ou
por miccdo espontanea nao apresentaram alteracdes relevantes (BEATRICE et al.,
2010), entretanto as amostras de urina obtidas principalmente no domicilio pelo tutor/
proprietario devem ser questionadas devido a possibilidade de “contaminagao”, mas
também pode apresentar resultados mais fidedignos pela auséncia do fator de
estresse (DUFFY; SPECHT; HILL, 2015; SHROPSHIRE; QUIMBY; CERDA, 2018).

Segundo a IRIS, (INTERNATIONAL RENAL INTEREST SOCIETY, 2019) o valor
normal de RPC para cédes ndo azotémicos a ser considerado é inferior a 0,2, entre 0,2
e 0,5 sdo valores questionaveis ou suspeitos ou com proteinudria borderline e quando
a RPC for superior a 0,5, seria considerado como proteinlrico. Sugere-se que 0S
valores de RPC entre 0,5 a 1,0 poderiam corresponder a proteindria de origem tubular,
e RPC > 1,0 e inferior a 2,0 relacionado a proteinaria de origem tubular ou glomerular,
e RPC > 2,0 seria fortemente indicativo de proteindria de origem glomerular, portanto,
nessa Ultima sendo a proteindria de origem glomerular caracterizada pelo predominio
de proteinas de alto peso molecular ou da albumina.

Na atualidade existe um consenso em relacdo a indicacdo de terapia para
doencas glomerulares em caes em que a conduta deve ser baseada no
acompanhamento da mensuracdo seriada da RPC, confirmando-se os valores
aumentados persistentes da RPC, como também na avaliagdo da RPC durante o
monitoramento da terapia (BROWN et al., 2013; LITTMAN et al., 2013). Assim, para
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a definicdo adequada do diagndstico da glomerulopatia nos casos de persisténcia da
proteindria, para a confirmacédo da presenca de proteinas de alto peso molecular —
albumina, recomenda-se a realizacdo de exames mais especificos tais como a
eletroforese de proteina urinéria e biopsia renal (LITTMAN et al., 2013).

A elucidacdo dos pesos moleculares das proteinas presentes na urina pela
eletroforese pode trazer informacdes importantes, pois a perda de proteinas de alto
peso molecular, incluindo a albumina, estaria relacionada com lesdes glomerulares e
as de baixo peso molecular com o comprometimento do segmento tubular proximal
na reabsorcado dessas proteinas. Estudos na medicina veterinaria evidenciaram o
predominio de proteinas de baixo peso molecular em amostras de urina com valores
de RPC > 2,0, e sem a presenc¢a de macroalbuminuria, demonstrando a possibilidade
da proteinuria de RPC > 2,0 ser também decorrente do acometimento tubular, ou seja,
das proteinas de baixo peso molecular, que normalmente estéo presentes no filtrado
glomerular, ndo terem sido reabsorvidas pelos segmentos tubulares proximais
(CAVALCANTE et al., 2013; WAKI, 2013; CARAGELASCO et al., 2017). Ainda, nos
casos de RPC > 2,0, deve-se considerar a possibilidade de ser observada,
concomitantemente a presenca de proteinas de baixo e de alto peso molecular, ou
seja, decorrente do comprometimento de ambos os segmentos do néfron, glomérulo
e tubulo, pois suscita-se que na evolug¢do da doenca renal, 0 comprometimento do
segmento tubular possa ter ocorrido devido a lesdo glomerular prévia (VINGE et al.,
2010; NABITY et al., 2011).

Assim, diante das possibilidades, ou seja, da proteinUria estar associada a lesao
de glomérulos, tabulos, ou de ambas, atualmente, observa-se a necessidade de
verticalizar a analise e reconhecimento dos tipos de proteinas presentes na urina, para
assim ter subsidios na avaliacdo da origem da proteindria, pois a definicdo do local do
segmento do néfron que gerou a perda daquelas proteinas pode auxiliar o diagnostico
adequado, como também a terapia a ser recomendada. Assim, a analise somente pela
determinacao quantitativa pela RPC parece néo ser fidedigna na clinica de cées e
gatos para assegurar a origem ou o(s) segmento(s) do(s) néfron(s) comprometido(s),
diferentemente ao observado na medicina humana em que a proteindria esta
relacionada principalmente as afec¢gBes glomerulares secundarias a hipertensao
primaria sistémica, nefropatia diabética e doencas imunomediadas (CHRISTENSEN;
GBUREK, 2004; VINGE et al., 2010; BASTOS; KIRSZTAJN, 2011).
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Na eletroforese em gel de poliacrilamida pela analise das proteinas urinaria,
ocorre a separacao das proteinas conforme o seu peso molecular, e esta tem sido
investigada em diversas afec¢cBes renais em cées; as proteinas de baixo peso
molecular estdo relacionadas a lesdo ao nivel do segmento tubular, enquanto
proteinas de alto peso molecular pelo comprometimento e lesdo glomerular
(SCHULTZE; JENSEN, 1989; SMETS et al., 2012; CAVALCANTE et al., 2013; WAKI,
2013).

Como as proteinas podem ser carregadas positivamente ou negativamente, é
empregado o método do gel de poliacrilamida contendo sodio dodecil sulfato (SDS-
PAGE). Neste, as proteinas presentes na urina se ligam ao SDS em presenca de
calor, formando um ion negativo, que migra entdo em dire¢do ao polo positivo do gel,
permitindo assim a separagcdo das proteinas de acordo apenas com Seu peso
molecular (SCHULTZE; JENSEN, 1989).

O teste de SDS-PAGE é uma técnica com boa sensibilidade, mas pouca
especificidade comparada com a biopsia renal, apresentando sensibilidade de 100%
para detecgdo de lesdes glomerulares e de 92,6% para lesdes tubulo intersticiais, e
especificidade de 40% para lesbes glomerulares e 62,5% para lesdes tubulos
intersticiais. Uma vantagem da eletroforese em relacao a biopsia renal seria de que o
fragmento da amostra de tecido renal poderia ndo representar a regiao renal afetada,
além de ser um procedimento invasivo (ZINI; BONFANTI; ZATELLI, 2004). Em outro
estudo utilizando-se uma outra técnica de eletroforese de proteinas urinaria em
comparacdo com a biopsia renal que foi avaliado por escore, foi evidenciado
sensibilidade de 97% e especificidade de 100% para detecc¢éo de lesdo glomerular, e
de 90% de sensibilidade e 100% de especificidade para a deteccéo de lesao tubulo
intersticial (HOKAMP et al., 2018).

Para a avaliacdo das proteinas urinaria, ha diversas metodologias que estdo
sendo empregadas na pesquisa tais como o SDS-PAGE e Western Blot, a
quimioluminescéncia, o SDS-AGE (Sodium dodecyl sulfate—agarose gel
electrophoresis - Hydragel 5 Proteinuria; Sebia®) e o sistema STAIN-FREE® (Bio
Rad®) (GIORI et al., 2011; TAYLOR et al., 2013; GHOSH et al., 2014; GIRALDI;
PALTRINIERI; SCARPA, 2019),

Observa-se que ha limitagbes na técnica de eletroforese de proteinas e do
western blot, pois ha possibilidade de ocorrer variacdes, seja pelo executor /

pesquisador, como também pela variagdo nas concentragdes de reagentes primarios,
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ou ainda pela degradacéo das proteinas por proteases enddgenas e as dificuldades
de padronizacéo devido ao uso de diversos equipamentos e metodologias de analise
dos géis, do volume da amostra de urina, entre outros (GHOSH et al., 2014). Assim,
recentemente, algumas tecnologias tém sido empregadas para facilitar e melhorar o
processamento das amostras e, entre elas, descreve-se a tecnologia de SDS-PAGE
com o método Stain-Free®, técnica no qual os géis contém compostos trihalo
patenteados que produzem uma luz fluorescente frente a exposicdo de uma luz
ultravioleta quando reagem com residuos de triptofano (COLELLA et al., 2012). A
referida, metodologia ja foi comparada com outras coloracdes e foram observados
bons resultados (COLELLA et al., 2012; GURTLER et al., 2013).

As coloragdes mais comumente utilizadas para a identificacdo das proteinas sao
o azul brilhante de Comassie, Prata, Sypro Ruby e Amido Black, sendo que a
coloracdo pela Prata é a que apresenta maior sensibilidade (HEUKESHOVEN;
DERNICK, 1988; CANDIANO et al., 2004; COLELLA et al., 2012; GURTLER et al.,
2013; SUSNEA et al., 2013). Em uma pesquisa utilizando a espectrofotometria de
massa foi observada que a metodologia de Stain-Free® foi capaz de detectar
pequenas quantidades de proteinas (em nanogramas) em comparacdo com a
coloracédo pela Prata (SUSNEA et al., 2013).

O processo para a validacdo dos métodos eletroforéticos pode ser conduzido de
diversas formas e estd na dependéncia da finalidade do uso daquela técnica (RIBANI
et al., 2004).

Diversos aspectos devem ser levados em consideracdo, tais como a
metodologia e o0 equipamento, o numero de operadores, o uso de calibradores
comerciais ou ndo etc. Assim, os estudos de intra e inter ensaios sdo importantes para
verificar a variabilidade que o método laboratorial poderia apresentar e estabelecer as
possibilidades de variacdes e, consequente, auxiliar na interpretacdo adequada dos
resultados a serem obtidos (SMITH, 2012).

A importancia da validacdo de um método assegura que 0 processo analitico
forneca evidéncias objetivas e documentadas e que expressem confiabilidade e
qualidade nos resultados (RIBANI et al., 2004). A conducao para 0 processo de
validacéo pode ser realizada de duas formas, (1) a validagao no laboratério (“in house
validation”) e (2) a validagdo completa (“full validation”). A validagao realizada no
laboratério € um processo preliminar em que é avaliado o desempenho da

metodologia descrito em artigos e revistas cientificas, mas sem a avaliacdo da
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reprodutibilidade. Por outro lado, a validagcdo completa ja envolve o desempenho da
metodologia executada em diferentes laboratérios e matrizes, verificando a
reprodutibilidade da analise e também envolvendo diferentes operadores e, ainda, a
avaliacdo pode ser aprimorada investigando-se a seletividade, acuracia, limite minimo
de deteccdo e estabilidade da amostra e do analito (RIBANI et al., 2004; SMITH,
2012).

Os principais métodos utilizados na validacdo de matrizes biol6gicas sdo a
seletividade, linearidade, limite de deteccéo, robustez, precisédo e acuracia. No relativo
a andlise da eletroforese de proteinas urinaria em gel de poliacrilamida, a investigacao
qguanto a precisdo poderia trazer confiabilidade no seu emprego tanto para fins de
pesquisa como para aplicacéo clinica. Teoricamente a precisdo € representada na
avaliagdo da dispersao dos resultados obtidos de uma mesma amostra, envolvendo a
calibracdo, o controle de qualidade e a capacidade do método fornecer resultados
semelhantes e até precisos, e envolve a repetitividade e a reprodutibilidade (RIBANI
et al., 2004; SMITH, 2012).

2. HIPOTESE

A hipétese do presente estudo seria de que ndo haveria o comprometimento da
repetitividade e da reprodutibilidade nas bandas dos pesos moleculares, e respectivas
porcentagens de densidade Optica, na eletroforese de proteinas urinaria em gel de
poliacrilamida com o uso de uma mesma coloragdo ou de um sistema de marcacao
de bandas. Ainda, de que os resultados obtidos nas diferentes coloracdes ou no

sistema de deteccdo de bandas seriam semelhantes.

3. OBJETIVOS

Avaliar de forma qualitativa (identificacdo dos pesos moleculares das bandas de
proteinas) e quantitativa (percentagem da densidade éptica das bandas) as proteinas
urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida de cées, pelo intra e inter ensaios,
utilizando-se o método SDS-PAGE, comparando os tracados eletroforéticos obtidos
em uma mesma ou em diferentes colora¢cdes ou método de detecgdo de bandas, ou

seja, pelo azul brilhante de Coomassie, Prata e Stain-Free®.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras de Urina
Foram utilizadas amostras de urina de cdes coletadas por cistocentese ou
cateterismo oriundas dos Laboratorios Clinico do Departamento de Clinica Médica /
HOVET da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Séo
Paulo e do PROVET - Instituto Brasileiro de Diagnostico e Especialidades
Veterinarias — LTDA.

4.2 Exame de Urina

Foi realizado a urindlise em todas as amostras, em que foram avaliadas as
caracteristicas fisicas e quimicas, além da andlise microscopica do sedimento
urinario, segundo os métodos rotineiros (FRY, 2011). Foram excluidas as amostras
gue apresentaram hematdria (com mais de 5 hemécias por campo em aumento de
400X), hemoglobindria (presenca de 1+, no escore total de 3+ de sangue oculto na
reacdo quimica da fita reagente) , piaria (com mais de 5 leucdcitos por campo em
aumento de 400X) e/ou bacteriuria, sendo este ultimo item confirmado pela urocultura
e/ou a presenca de bactérias no sedimento urinario. Assim somente foram avaliadas,
para a eletroforese de proteinas urinarias, as amostras que ndo apresentaram

crescimento bacteriano na cultura.

4.3 Razao proteinal/creatinina urinaria (RPC)

Para o calculo da razdo proteina/creatinina urinaria (RPC), a concentracdo de
proteinas urinaria, na amostra do sobrenadante de urina obtida apds centrifugacéo,
foi mensurada pelo método colorimétrico do azul brilhante de Coomassie G-25 e
avaliado em espectofotometria a 595 nm, sendo que o padrao utilizado foi a diluicdo
de BSA (EBRAM®). A concentracdo de creatinina urinaria foi determinada por meio
da diluicdo de 1:21 da amostra de urina em agua destilada para atingir linearidade,
utilizando-se a solugdo de creatinina amidohidrolase, creatinina amidinohidrolase,
oxidase de sacorsina e peroxidase (creatinina enzimatica) em meio alcalino, reacao
colorimétrica com leitura em comprimento de onda de 670 nm, em analisador
automatico (Vitros 250 — Orthoclinical®). Assim, a RPC foi calculada pela divisdo do
valor da concentracdo urinaria da proteina pelo valor da concentracdo urinaria da

creatinina.
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4.4 Conservacao
As amostras de urina, ou seja, do sobrenadante obtido apds centrifugacéo, foram
mantidas sob congelamento (- 20° C) por um periodo maximo de 3 meses até o

processamento da eletroforese.

4.5 Procedimento das amostras de urina para a determinac¢ao do intra e inter
ensaios

Para o estudo do intra e inter ensaios no referente para as variaveis peso
molecular (PM) e porcentagem da densidade Optica (%DO) no atinente para cada
banda de proteina dos tracados eletroforéticos de proteinas urinaria, realizados em
gel de poliacrilamida, e submetidas a diferentes coloragdes, ou seja, pela Prata, azul
brilhante de Coomassie e Stain-Free®, conduzidos os procedimentos a seguir
descritos.

Trés diferentes amostras de urina, com concentracfes variadas de proteinas,
foram utilizadas com o intuito de avaliar a repetitividade ou precisao das mensuracoes,
como também de sua reprodutibilidade, ou seja, os intra e inter ensaios,
respectivamente. As trés amostras de urina com concentracfes diferentes de
proteinas foram denominadas como pools 1, 2 e 3. Os referidos pools foram
constituidos pelos volumes de sobrenadantes de cinco amostras de urina oriundas de
diferentes caes, respeitando-se os limites de RPC para cada pool. O pool 1, foi
constituido de amostras de urina com RPC <0,49, o pool 2 com amostras de RPC
entre 0,50 a 1,99, e o pool 3 com amostras de urina com RPC > 5,0. Para a obtencédo
do pool, foi realizada a homogeneizagéo das cinco amostras (sobrenadante de urina)
em agitador Vortex por 1 minuto e, na sequéncia, aliquotadas em frascos tipo
eppendorf e conservados a temperatura de -20° C até o momento da analise.

Para o intra ensaio, o tracado eletroforético de cada pool foi processado por 10
vezes, ou seja, 10 corridas eletroforéticas consecutivas de uma mesma amostra do
pool em um mesmo dia, e para o inter ensaio, 10 tracados eletroforéticos também
foram realizados consecutivamente, como no intra ensaio, entretanto, esse mesmo
procedimento foi também repetido em trés momentos, ou seja, durante 3 dias
subsequentes.

Para todas as corridas da eletroforese, foi empregado o padrdo comercial de

peso molecular entre 10 a 250 kDa (Precision Plus Protein™ Kaleidoscope Standards
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— Bio-Rad®). As corridas eletroforéticas foram realizadas utilizando-se o gel comercial
TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solutions e foram analisadas, inicialmente,
com a metodologia de marcacao de bandas de proteina denominada de Stain-Free®
que foi desenvolvida pela Bio-Rad®. Posteriormente esses mesmos geéis eram
transportados manualmente para um outro sistema e corados com o azul brilhante de
Coomassie ou a Prata (HEUKESHOVEN; DERNICK, 1988; CARAGELASCO et al.,
2017).

4.6 Técnica para a determinacéao de eletroforese de proteinas urinéarias

As amostras de urina que estavam congeladas foram submetidas ao processo
de descongelamento em temperatura ambiente e foram centrifugadas a 3.000 RCF
por 5 minutos. Obtido o sobrenadante, logo este era diluido em uma solucéo de adi¢édo
prévia de 2B3-mercaptoetanol + tampéo de amostra (2x Laemmli Sample Buffer - Bio-
Rad®). Apos o preparo dessas amostras, as mesmas foram agitadas em Vortex® e,
a seguir, submetidas ao processo de ebulicdo em banho seco a 100°C por 10 minutos
e, na sequéncia, agitadas novamente em Vortex®.

Para a realizacao das corridas eletroforéticas, foi empregado o uso de uma fonte
(PowerPac™ Basic Power Suply — Bio-Rad®) e de uma cuba vertical (Mini- PROTEAN
Tetra Vertical Electrophoresis Cell - Bio-Rad®) (Figura 5), com um gel de espessura
de 1,0 mm, sendo que a corrida ou 0 deslocamento das proteinas do gel ocorreu em
meio de tampdo de corrida 1X, preparado a partir solucdo tampédo 10X (10x
Tris/Glycine/SDS Buffer - Bio-Rad®), e que foram submetidas a voltagem de 300V por
23 minutos. Foi realizado, em cada corrida, 0 mapeamento das amostras/pool, assim
como de um padrdo de peso molecular (Precision Plus Protein™ Kaleidoscope
Standards # 1610375 — Bio-Rad®).

O gel de poliacrilamida a 10% + Stain-Free® (TGX Stain-Free™ FastCast™
Acrylamide Solutions - Bio-Rad®) foi preparado conforme as instru¢cdes do fabricante.
O processo de coloracao pelo método Stain-Free® foi realizado logo apods a realizacéo
da corrida eletroforética, sendo utilizado a ativacdo da coloragdo por 5 minutos, no
equipamento Gel Doc EZ imager (Bio-Rad®), e os tragcados foram analisados pelo
software ImagelLab verséao 6.0.1 (Bio-Rad®) (Figura 6). Logo ap0s a analise os géis
pelo método Stain-Free®, estes foram transferidos para um sistema manual de fixagao

das bandas de proteinas e os géis preparados para as colora¢cdes com o azul brilhante
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de Coomassie G-250 (Bio-Safe™ Coomassie Stain # 1610786 - Bio-Rad®) e a Prata
(HEUKESHOVEN; DERNICK, 1988; CARAGELASCO et al., 2017)

Figura 5 - Cuba vertical e fonte utilizado para a realizacdo da eletroforese de proteinas da urina,
ambas do fabricante Bio-Rad®

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020.

ApOs as coloragdes das bandas de proteina com o azul brilhante de Coomassie
e a Prata, as imagens foram gravadas e processadas eletronicamente, por meio de
um sistema de densitometria (Densitdbmetro modelo Epson Expression® 1680) e
analisada em programa de software especifico (Vision Works Ultra-Violet Products
Ltda.®).

Figura 6 - Sistema utilizado para revelacdo das bandas de eletroforese pelo método Stain-Free®,
utilizando bandeja especifica de anélise.

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020.
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4.7 Analise dos resultados

Foi realizado para cada banda de proteina de cada um dos 3 pools, a avaliacao
dos intra e inter ensaios, e também foram calculados a média, coeficiente de variacédo
e erro padrdo da média. A analise de variancia (ANOVA) e o teste de comparacgao
multipla de Tukey-Kramer foram empregados para a comparacdo dos pesos
moleculares e das porcentagens de densidade Optica obtidas nas diferentes
coloracdes (azul brilhante de Coomassie e Prata) ou no método de marcagéo de
bandas - Stain-Free® (DRISCOLL, 1996).

5. RESULTADOS

5.1 Pesos moleculares dos pools

As tabelas 1, 2, 3 e 4 apresentam os resultados obtidos referente aos pesos
moleculares do pool 1 pela eletroforese de proteinas urinaria em gel de poliacrilamida,
corados pelo azul brilhante de Coomassie, determinados em 10 corridas
eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como também pelo mesmo
procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio). A figura 7
apresenta um gel corado pelo azul brilhante de Coomassie.

Os coeficientes de variacdo observados no intra ensaio em todos os trés dias
(dias 1, 2 e 3) foram menores que 5% com excec¢ao apenas no dia 3, na banda 4, que
foi de 6,15%. No relativo ao inter ensaio, todos os coeficientes de variacdo de todas

as bandas foram inferiores a 5%.

Tabela 1 — Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
azul brilhante de Coomassie realizados no dia 1.

Dial
A2 BriIhar;tgoc:elCoomassie FI;'\:n dkan Fl;l\gn dkaDZa Fl;l\gn dkal:)I;71 Fl;l\gn dkal:);.JI Fl;l\gn dkaDSa
1 99 65 51 36 27
2 99 64 53 35 27
3 94 64 53 35 26
4 98 64 53 35 26
5 93 65 52 34 26
6 96 64 52 34 26
7 94 63 52 34 26
8 93 65 53 34 26
9 93 65 53 34 26
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10 94 64 51 34 26
Média 95 64 52 35 26
Ccv 2,73% 0,98% 1,50% 1,42% 1,23%
EPM 0,822 0,200 0,249 0,155 0,102
Maximo 99 65 53 36 27
Minimo 93 63 51 34 26

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 2 - Intra ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
azul brilhante de Coomassie, realizados no dia 2.

Dia 2
Azul Brilhante de Coomassie PM-kDa PM-kDa PM-kDa PM-kDa PM-kDa

ool 1 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
. pooll

96 66 56 36 28

2 96 66 57 35 29

3 97 66 55 36 29

4 95 66 56 36 28

5 93 66 55 36 29

6 94 66 57 36 28

7 95 66 57 35 29

8 93 67 57 36 30

9 94 67 56 36 29

10 94 67 58 37 28

Média 95 66 56 36 29
Cv 1,55% 0,63% 1,40% 1,39% 1,83%
EPM 0,465 0,133 0,249 0,158 0,165

Maximo 97 67 58 37 30

Minimo 93 66 55 35 28

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 3 -Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
azul brilhante de Coomassie, realizados no dia 3.

Azul Brilhan?;iii Coomassie PM-kDa PM-kDa PM-kDa PM-kDa PM -kDa
pool 1 Bandal Banda?2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

2 94 65 55 35 27

3 95 65 54 34 28

4 94 65 57 41 27

5 94 65 55 36 27

6 94 64 56 35 27

7 94 65 55 34 27

8 96 61 54 35 26



46

9 93 63 53 32 26
10 95 64 54 34 26
Média 95 64 55 35 27

Ccv 1,15% 2,48% 2,22% 6,15% 2,24%

EPM 0,343 0,506 0,386 0,684 0,190
Maximo 96 67 57 41 28
Minimo 93 61 53 32 26

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padréo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 4 — Inter ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
azul brilhante de Coomassie.

pool 1

Dia Azul Brilhante de PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa

Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

Coomassie

2 99 64 53 35 27

3 94 64 53 35 26

4 98 64 53 35 26

0 5 93 65 52 34 26
6 96 64 52 34 26

7 94 63 52 34 26

8 93 65 53 34 26

9 93 65 53 34 26

10 94 64 51 34 26

1 96 66 56 36 28

2 96 66 57 35 29

3 97 66 55 36 29

4 95 66 56 36 28

> 5 93 66 55 36 29
6 94 66 57 36 28

7 95 66 57 35 29

8 93 67 57 36 30

9 94 67 56 36 29

10 94 67 58 37 28

1 96 67 57 36 27

2 94 65 55 35 27

3 95 65 54 34 28

4 94 65 57 41 27

3 5 94 65 55 36 27
6 94 64 56 35 27

7 94 65 55 34 27

8 96 61 54 35 26
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9 93 63 53 32 26
10 95 64 54 34 26
Média 95 65 55 35 27
cv 1,90% 2,06% 3,50% 3,95% 4,08%
EPM 0,330 0,244 0,349 0,254 0,202
Maximo 99 67 58 41 30
Minimo 93 61 51 32 26

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrao da média, PM = Peso Molecular

Figura 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pelo azul brilhante de Coomassie G-250
da amostra do pool 1, na delimitacéo da linha azul encontram-se as amostras de urina e na
delimitacdo da linha vermelha o padrdo de peso molecular, identificado com a letra “P”.

P pool 1 - amostras
G M P
- ¥ 43
- bh—h-“-ﬂ—ﬂﬂw
|
-
C

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Nas tabelas 5, 6, 7 e 8 apresentam o0s pesos moleculares das bandas de
proteinas urinaria do pool 1 obtidas na eletroforese em gel de poliacrilamida coradas
pela Prata, determinados em 10 corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra
ensaio), como também pelo mesmo procedimento realizado em 3 dias consecutivos
(para o inter ensaio). A figura 8 apresenta um gel corado pela referida coloracao.

Os coeficientes de variacdo observados no intra ensaio em todos os trés dias
(dias 1, 2 e 3) foram menores que 5%, e no relativo ao inter ensaio, somente nas

bandas 4 e 5, os coeficientes de variagdo foram de 5,85% e 5,29%, respectivamente.
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Tabela 5 — Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pela
Prata realizado no dia 1.

PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa

Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda5
1 94 64 55 34 25
2 90 63 55 31 26
3 88 62 53 32 26
4 86 63 54 31 25
5 88 63 54 31 26
6 86 63 54 31 26
7 87 64 54 31 26
8 89 63 53 31 25
9 91 63 54 31 25
10 88 63 53 32 26
Média 89 63 54 32 26
cv 2,63% 0,66% 1,29% 2,94% 1,21%
EPM 0,739 0,131 0,219 0,294 0,098
Maximo 94 64 55 34 26
Minimo 86 62 53 31 25

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 6 - Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pela
Prata realizado no dia 2.

PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa

Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

1 97 66 56 35 28

2 97 67 56 35 28

3 97 66 57 35 29

4 97 66 57 35 29

5 98 66 57 35 29

6 97 67 57 36 29

7 98 67 57 37 29

8 99 65 57 35 29

9 98 67 58 37 29

10 99 68 57 36 29

Média 98 67 57 36 29
Ccv 0,89% 1,41% 1,09% 1,79% 1,38%
EPM 0,273 0,296 0,197 0,202 0,125

Maximo 99 68 58 37 29

Minimo 97 65 56 35 28

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular
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Tabela 7 - Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pela
Prata realizado no dia 3.

Dia 3

Prata PM - kDa PM - kDa PM-kDa PM-kDa PM-kDa
pool 1 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 95 64 55 35 28
2 94 65 56 35 28
3 93 65 56 36 29
4 94 65 56 35 28
5 94 64 55 36 28
6 95 65 56 36 28
7 95 65 56 36 28
8 94 65 56 35 29
9 94 64 57 36 29
10 93 64 55 35 29
Média 94 65 56 35 28

cv 0,84% 0,58% 0,92% 1,39% 1,24%

EPM 0,249 0,119 0,161 0,155 0,111
Maximo 95 65 57 36 29
Minimo 93 64 55 35 28

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 8 - Inter ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pela
Prata.

pool 1 PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
Prata Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 94 64 55 34 25
2 90 63 55 31 26
3 88 62 53 32 26
4 86 63 54 31 25
5 88 63 54 31 26
! 6 86 63 54 31 26
7 87 64 54 31 26
8 89 63 53 31 25
9 91 63 54 31 25
10 88 63 53 32 26
1 97 66 56 35 28
2 97 67 56 35 28
3 97 66 57 35 29
2 4 97 66 57 35 29
5 98 66 57 35 29
6 97 67 57 36 29
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7 98 67 57 37 29

8 99 65 57 35 29

9 98 67 58 37 29

10 99 68 57 36 29

1 95 64 55 35 28

2 94 65 56 35 28

3 93 65 56 36 29

4 94 65 56 35 28

5 94 64 55 36 28

6 95 65 56 36 28

7 95 65 56 36 28

8 94 65 56 35 29

9 94 64 57 36 29

10 93 64 55 35 29

Média 93 65 55 34 28
cVv 4,23% 2,43% 2,43% 5,85% 5,29%
EPM 0,721 0,288 0,245 0,365 0,265

MAximo 99 68 58 37 29

Minimo 86 62 53 31 25

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pela Prata da amostra do pool 1, na
delimitacdo da linha preta encontram-se as amostras de urina e na delimitacdo da linha vermelha o
padrao de peso molecular, identificado com a letra “P”.

pool 1 - amostras

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
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Nas tabelas 9,10, 11 e 12 encontram-se dispostos o0s resultados referentes aos
pesos moleculares do pool 1 do tracado eletroforético das proteinas urinaria em gel
de poliacrilamida corados pelo Stain-Free®, determinados em 10 corridas
eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como também 0 mesmo
procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio). A figura 9
apresenta um gel corado pelo método Stain-Free®.

Os coeficientes de variacdo observados tanto no intra como no inter ensaios,
para o método de detecgéo das bandas de proteinas pelo Stain Free®, foram menores

qgue 5%.

Tabela 9 - Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinéaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
Stain-Free® realizado no dia 1.

Staiai-?:rlee® PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
pool 1 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 94 63 52 32 27
2 93 63 52 32 26
3 92 62 53 32 26
4 90 62 52 32 25
5 92 62 51 31 26
6 90 61 51 32 27
7 88 61 51 32 26
8 87 62 53 32 26
9 87 62 53 32 26
10 90 65 51 33 26
Média 90 62 52 32 26

cv 2,60% 1,60% 1,88% 1,67% 1,41%

EPM 0,741 0,317 0,308 0,169 0,116
Méximo 94 65 53 33 27
Minimo 87 61 51 31 25

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrao da média, PM = Peso Molecular
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Tabela 10 - Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
Stain-Free® realizado no dia 2.

Dia 2

Stain-Free® PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
pool 1 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 95 67 54 35 29
2 95 66 55 35 28
3 95 66 55 35 29
4 95 66 55 35 28
5 95 65 55 35 28
6 96 65 55 35 28
7 97 66 55 35 28
8 96 66 52 35 29
9 96 66 55 35 28
10 97 66 55 34 28
Média 96 66 55 35 28

Ccv 0,93% 0,79% 1,86% 0,80% 1,71%

EPM 0,280 0,164 0,321 0,088 0,153
Maximo 97 67 55 35 29
Minimo 95 65 52 34 28

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 11 - Intra ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
Stain-Free® realizado no dia 3.

Staiai—?:fee® PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
pool 1 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 98 66 51 35 28
2 98 66 52 34 27
3 97 66 52 34 28
4 96 65 51 34 27
5 95 65 51 34 27
6 95 64 51 34 27
7 95 64 51 34 27
8 95 64 51 34 27
9 95 64 53 34 27
10 97 65 51 34 27
Média 96 65 51 34 27

Ccv 1,15% 0,99% 1,41% 1,00% 1,09%

EPM 0,350 0,203 0,228 0,107 0,094
Maximo 98 66 53 35 28
Minimo 95 64 51 34 27

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular
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Tabela 12 - Inter ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 1 (RPC = 0,04) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
Stain-Free®.

pool 1 PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
Stain-Free® Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 94 63 52 32 27
2 93 63 52 32 26
3 92 62 53 32 26
4 90 62 52 32 25
5 92 62 51 31 26
! 6 90 61 51 32 27
7 88 61 51 32 26
8 87 62 53 32 26
9 87 62 53 32 26
10 90 65 51 33 26
1 95 67 54 35 29
2 95 66 55 35 28
3 95 66 55 35 29
4 95 66 55 35 28
5 95 65 55 35 28
2 6 96 65 55 35 28
7 97 66 55 35 28
8 96 66 52 35 29
9 96 66 55 35 28
10 97 66 55 34 28
1 98 66 51 35 28
2 98 66 52 34 27
3 97 66 52 34 28
4 96 65 51 34 27
5 95 65 51 34 27
3 6 95 64 51 34 27
7 95 64 51 34 27
8 95 64 51 34 27
9 95 64 53 34 27
10 97 65 51 34 27
Média 94 64 53 34 27
Ccv 3,32% 2,55% 3,25% 3,69% 3,73%
EPM 0,570 0,299 0,311 0,227 0,185
Maximo 98 67 55 35 29
Minimo 87 61 51 31 25

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrao da média, PM = Peso Molecular
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Figura 9 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pelo sistema Stain-Free® da amostra
do pool 1, na delimitag&do da linha roxa encontram-se as amostras de urina e na delimitacdo da linha
vermelha o padréo de peso molecular, identificado com a letra “P”.

pool 1 - amostras

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

As tabelas 13, 14, 15 e 16 apresentam o0s resultados obtidos dos pesos
moleculares do pool 2 pela eletroforese de proteinas urinaria em gel de poliacrilamida,
corados pelo azul brilhante de Coomassie, determinados em 10 corridas
eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como também pelo mesmo
procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio). A figura 10
apresenta um gel corado pelo azul brilhante de Coomassie.

Os coeficientes de variacdo observados nos intra e inter ensaios foram todos
menores que 5%, sendo que o valor maximo observado foi de 4,64%, detectado no
intra ensaio na banda 4 do dia 1.

Tabela 13 - Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urindria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
azul brilhante de Coomassie realizado no dia 1.

Dias PM-kDa PM-kbDa PM-kDa PM-kDa PM -kDa

AL Brilhar;cgo(:eZCoomassie Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

77 68 57 38 26
2 75 67 52 33 26
3 76 68 51 34 27
4 76 66 54 35 27
5 75 66 54 35 28
6 73 66 53 34 28
7 76 64 50 33 28
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74 65 51 33 28

9 74 65 52 37 29

10 73 64 53 35 29

Média 75 66 53 35 28
Ccv 1,48% 1,89% 3,72% 4,64% 3,66%
EPM 0,351 0,392 0,620 0,509 0,320

Méaximo 77 68 57 38 29

Minimo 73 64 50 33 26

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padréo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 14 - Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
azul brilhante de Coomassie realizado no dia 2.

Azul Brilhan?eiadi Coomassie PM-kDa PM-kDa PM-kDa PM-kDa PM -kDa
pool 2 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
76 65 56 34 26
2 76 65 56 34 27
3 74 64 56 33 26
4 76 65 56 35 27
5 76 65 56 34 27
6 74 64 55 33 26
7 74 63 56 33 26
8 74 63 55 33 26
9 74 63 56 33 28
10 73 62 55 33 26
Média 75 64 56 33 26
CV 1,74% 1,34% 1,01% 2,15% 2,38%
EPM 0,410 0,272 0,179 0,227 0,200
Méaximo 76 65 56 35 28
Minimo 73 62 55 33 26

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 15 - Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo
azul brilhante de Coomassie realizado no dia 3.

Azul Brilhan?;%z Coomassie PM-kDa PM-kDa PM-kDa PM-kDa PM -kDa
pool 2 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

2 74 64 56 34 26

3 74 63 55 33 26

4 73 63 55 34 26

5 74 64 56 34 26

6 74 64 54 33 26
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73 64 55 34 27

74 63 55 34 27

9 75 64 56 34 26

10 75 64 56 34 27

Média 74 64 55 34 26
cv 0,98% 0,99% 0,83% 0,72% 1,48%
EPM 0,229 0,199 0,145 0,077 0,124

Maximo 75 64 56 34 27

Minimo 73 63 54 33 26

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 16 — Inter ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida coradas pelo azul
brilhante de Coomassie.
pool 2

PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa

AZlgoBorriTIEgr;zde Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
2 75 67 52 33 26
3 76 68 51 34 27
4 76 66 54 35 27
. 75 66 54 35 28
6 73 66 53 34 28
7 76 64 50 33 28
g 74 65 51 33 28
o 74 65 52 37 29
10 73 64 53 35 29
1 76 65 56 34 26
) 76 65 56 34 27
3 74 64 56 33 26
4 76 65 56 35 27
5 76 65 56 34 27
6 74 64 55 33 26
7 74 63 56 33 26
8 74 63 55 33 26
9 74 63 56 33 28
10 73 62 55 33 26
L 73 64 56 34 26
) 74 64 56 34 26
3 74 63 55 33 26
A 73 63 55 34 26
5 74 64 56 34 26
6 74 64 54 33 26
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73 64 55 34 27

74 63 55 34 27

9 75 64 56 34 26

10 75 64 56 34 27

Média 74 64 55 34 27
cv 1,51% 1,98% 3,29% 3,32% 3,41%
EPM 0,206 0,233 0,327 0,206 0,167

Maximo 77 68 57 38 29

Minimo 73 62 50 33 26

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Figura 10 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pelo azul brilhante de Coomassie G-
250 da amostra do Pool 2, nas delimitagcdes das linhas azuis encontram-se as amostras de urina e na
delimitagao da linha vermelha o padrao de peso molecular, identificado com a letra “P”

pool 2 - amostras p pool 2 - amostras

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Nas tabelas 17, 18, 19 e 20 apresentam o0s pesos moleculares das bandas de
proteinas urinaria do pool 2 obtidos na eletroforese em gel de poliacrilamida coradas
pela Prata, determinados em 10 corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra
ensaio), como também pelo mesmo procedimento realizado em 3 dias consecutivos
(para o inter ensaio). A figura 11 apresenta um gel corado pela referida coloracao.

Os coeficientes de variacdo dos intra ensaios, na sua maioria foram menores
gue 5%, com excecao do dia 1 na banda 5, com valor de 5,28%, e no referente ao
inter ensaio todos foram inferiores a 5%.
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Tabela 17 — Intra ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida coradas pela
Prata realizado no dia 1.

PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 75 67 54 33 27
2 73 66 54 34 27
3 75 66 54 33 26
4 75 66 54 34 26
5 74 66 53 33 27
6 74 66 54 33 29
7 75 65 53 32 25
8 73 66 52 31 25
9 69 65 54 31 25
10 74 66 54 33 25
Média 74 66 54 33 26
Cv 2,34% 1,03% 1,11% 2,75% 5,28%
EPM 0,546 0,215 0,188 0,286 0,437
Maximo 75 67 54 34 29
Minimo 69 65 52 31 25

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 18 - Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida coradas pela
Prata realizado no dia 2.

gri:é PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
pool 2 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 76 66 57 34 27
2 71 62 54 32 25
3 72 62 54 33 26
4 73 63 53 33 26
5 73 62 54 33 26
6 74 63 55 33 26
7 74 65 55 34 27
8 75 65 56 34 27
9 75 65 56 34 27
10 75 64 56 34 27
Média 74 64 55 33 26
cv 2,19% 2,37% 2,23% 2,37% 2,42%
EPM 0,512 0,477 0,388 0,251 0,202
Maximo 76 66 57 34 27
Minimo 71 62 53 32 25

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular
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Tabela 19 - Intra ensaio para avaliacao dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida coradas pela
Prata realizado no dia 3.

Dia 3

Prata PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
pool 2 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 71 61 55 34 27
2 72 61 55 34 26
3 71 64 55 34 26
4 71 64 55 34 27
5 72 63 55 34 26
6 70 63 56 35 27
7 70 66 56 35 26
8 70 65 56 35 27
9 72 66 56 35 27
10 72 66 57 36 28
Média 71 64 55 35 27

Ccv 1,35% 3,03% 1,49% 2,04% 2,12%

EPM 0,303 0,612 0,260 0,224 0,179
Maximo 72 66 57 36 28
Minimo 70 61 55 34 26

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrao da média, PM = Peso Molecular

Tabela 20 — Inter ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida coradas pela
Prata.

pool 2 PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
Prata Banda 1l Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 75 67 54 33 27
2 73 66 54 34 27
3 75 66 54 33 26
4 75 66 54 34 26
5 74 66 53 33 27
! 6 74 66 54 33 29
7 75 65 53 32 25
8 73 66 52 31 25
9 69 65 54 31 25
10 74 66 54 33 25
1 76 66 57 34 27
2 71 62 54 32 25
3 72 62 54 33 26
2
4 73 63 53 33 26
5 73 62 54 33 26
6 74 63 55 33 26
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7 74 65 55 34 27

g 75 65 56 34 27

9 75 65 56 34 27

10 75 64 56 34 27

1 71 61 55 34 27

9 72 61 55 34 26

3 71 64 55 34 26

4 71 64 55 34 27

5 72 63 55 34 26

5 70 63 56 35 27

7 70 66 56 35 26

3 70 65 56 35 27

9 72 66 56 35 27

10 72 66 57 36 28

Média 73 64 55 34 26
cv 2,65% 2,71% 2,17% 3,21% 3,52%
EPM 0,353 0,319 0,217 0,197 0,170

Maximo 76 67 57 36 29

Minimo 69 61 52 31 25

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Figura 11 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pela Prata, amostra do pool 2, nas
delimita¢des das linhas pretas encontram-se as amostras de urina e na delimitagdo da linha vermelha
0 padréo de peso molecular, identificado com a letra “P”.

pool 2 - amostras pool 2 - amostras

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Nas tabelas 21, 22, 23 e 24 encontram-se dispostos os resultados referentes aos
pesos moleculares do pool 2 do tracado eletroforético das proteinas urinaria em gel
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de poliacrilamida corados pelo Stain-Free® , determinados em 10 corridas
eletroforéticas no mesmo dia (para 0 intra ensaio), como também o mesmo
procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio). A figura 12
apresenta um gel corado pelo método Stain-Free®.

Os coeficientes de variacdo observados no intra ensaio para o método do Stain-
Free® foram na maioria de valores baixos, sendo que a variacdo foi de 0,63 a 3,86%,

e para o inter ensaio de 1,02 a 2,30%.

Tabela 21 — Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida coradas pelo
Stain-Free® realizado no dia 1.

Stai?ml—?:rlee® PM-kDa PM -kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
Pool 2 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 75 66 58 34 26
2 76 66 58 34 26
3 75 65 56 33 26
4 75 65 57 33 26
5 74 65 56 33 25
6 75 65 55 34 25
7 75 65 53 33 25
8 75 66 53 33 26
9 75 65 53 33 26
10 76 66 53 33 26
Média 75 65 55 33 26

cv 0,65% 0,68% 3,86% 1,49% 1,41%

EPM 0,154 0,141 0,675 0,156 0,115
Maximo 76 66 58 34 26
Minimo 74 65 53 33 25

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular
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Tabela 22 — Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida coradas pelo
Stain-Free® realizado no dia 2.

Dia 2

Stain-Free® PM-kDa PM-kDa PM -kDa PM - kDa PM - kDa
pool 2 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 75 64 56 34 27
2 76 64 56 34 27
3 75 64 56 34 27
4 75 64 56 34 26
5 75 64 56 34 26
6 74 64 56 34 27
7 74 63 55 33 26
8 74 63 55 33 27
9 74 63 55 33 27
10 74 64 55 32 26
Média 74 64 56 33 27

CVv 0,90% 0,79% 0,89% 1,42% 1,52%

EPM 0,212 0,160 0,157 0,150 0,127
Maximo 76 64 56 34 27
Minimo 74 63 55 32 26

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 23 — Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida coradas pelo
Stain-Free® realizado no dia 3.

Staiai—?:fee® PM-kDa PM -kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
pool 2 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 75 64 56 33 26
2 74 64 55 33 26
3 74 63 55 33 26
4 74 64 55 33 26
5 74 64 55 34 25
6 73 63 54 34 25
7 73 62 54 33 26
8 73 62 55 34 27
9 73 62 55 33 26
10 73 63 55 34 27
Média 74 63 55 33 26

Ccv 0,89% 1,16% 0,73% 0,63% 2,08%

EPM 0,207 0,231 0,126 0,066 0,172
Maximo 75 64 56 34 27
Minimo 73 62 54 33 25

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular
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Tabela 24 — Inter ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 2 (RPC = 1,48) das
bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida coradas pelo
Stain-Free®.

pool 2 PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa PM - kDa
Stain-Free® Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 75 66 58 34 26
2 76 66 58 34 26
3 75 65 56 33 26
4 75 65 57 33 26
1 5 74 65 56 33 25
6 75 65 55 34 25
7 75 65 53 33 25
8 75 66 53 33 26
9 75 65 53 33 26
10 76 66 53 33 26
1 75 64 56 34 27
2 76 64 56 34 27
3 75 64 56 34 27
4 75 64 56 34 26
2 5 75 64 56 34 26
6 74 64 56 34 27
7 74 63 55 33 26
8 74 63 55 33 27
9 74 63 55 33 27
10 74 64 55 32 26
1 75 64 56 33 26
2 74 64 55 33 26
3 74 63 55 33 26
4 74 64 55 33 26
3 5 74 64 55 34 25
6 73 63 54 34 25
7 73 62 54 33 26
8 73 62 55 34 27
9 73 62 55 33 26
10 73 63 55 34 27
Média 74 64 55 33 26
cv 1,02% 1,78% 2,30% 1,26% 2,02%
EPM 0,139 0,208 0,232 0,077 0,097
Mdximo 76 66 58 34 27
Minimo 73 62 53 32 25

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrao da média, PM = Peso Molecular
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Figura 12 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pelo Stain-Free® da amostra do Pool
2, nas delimitagBes das linhas roxas encontram-se as amostras de urina e na delimitagéo da linha
vermelha o padréo de peso molecular, identificado com a letra “P”

pool 2 - amostras P pool 2 - amostras

N
»

i Wi

iE 1

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

As tabelas 25, 26, 27 e 28 apresentam o0s pesos moleculares das bandas de
proteinas urinaria do pool 3 obtidas na eletroforese de proteinas urinaria em gel de
poliacrilamida coradas pelo azul brilhante de Coomassie, determinados em 10
corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como também pelo mesmo
procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio). A figura 13
apresenta um gel corado pelo azul brilhante de Coomassie.

Os coeficientes de variagcdo observados no intra ensaio em todos os trés dias
(dias 1, 2 e 3) foram menores que 5%, com excecdo apenas no dia 1, na banda 10,
qgue foi de 6,55%. No relativo ao inter ensaio, todos os coeficientes de variacdo de

todas as bandas foram inferiores a 5%.

Tabela 25 — Intra ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pelo azul brilhante de Coomassie (CO) realizados no dia 1.

Dia 1 PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM
Co kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

poal3 1 2 & 4 5 6 v 8 ) 10
137 107 85 67 65 57 50 34 27 22

139 105 83 69 64 55 50 35 27 25
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3 145 104 85 71 63 57 52 32 27 22

4 140 107 83 69 64 59 50 32 26 22

5 137 101 81 68 60 56 51 32 27 20

6 137 101 82 69 64 59 51 33 26 22

7 137 104 82 71 64 57 51 32 28 23

8 141 114 90 70 67 57 50 31 27 23

9 139 112 92 70 65 58 50 32 26 22
10 141 112 89 72 65 57 50 32 27 24
Média 139 107 85 70 64 57 50 33 27 22

Ccv 184% 4,45% 4,48% 2,07% 256% 1,82% 1,26% 3,50% 1,79% @ 6,55%
EPM 0,809 1505 1205 0455 0518 0329 0,201 0,361 0,151 0,465
Maximo 145 114 92 72 67 59 52 35 28 25

Minimo 137 101 81 67 60 55 50 31 26 20
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular,
CO = Azul Brilhante de Coomassie

Tabela 26 — Intra ensaio para avaliagcdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pelo azul brilhante de Coomassie (CO) realizados no dia 2.

PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM

Dc':%z kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
ool 3 Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

P 1 p) 3 4 5 6 7 8 9 10

1 135 114 89 73 62 54 49 34 28 23

2 137 109 89 75 62 54 48 35 27 24

3 135 107 90 73 62 54 49 33 27 23

4 140 107 90 73 61 54 49 34 27 23

5 132 109 89 74 61 54 48 34 27 23

6 134 107 89 74 62 54 48 34 27 23

7 135 108 93 74 62 55 49 34 27 24

8 133 113 89 73 61 55 48 34 26 23

9 133 108 90 72 61 54 48 33 27 23

10 139 111 91 71 61 55 49 34 27 23

Média 135 109 90 73 62 54 48 34 27 23

Ccv 196% 2,43% 1,46% 152% 0,87% 0,86% 0,41% 1,25% 1,28% | 0,69%
EPM 0,840 0,839 0414 0352 0,169 0,147 0,063 0,134 0,109 0,051
Maximo 140 114 93 75 62 55 49 35 28 24

Minimo 132 107 89 71 61 54 48 33 26 23
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrao da média, PM = Peso Molecular,
CO = Azul Brilhante de Coomassie.
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Tabela 27 — Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pelo azul brilhante de Coomassie (CO) realizado no dia 3.

PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM

Dcl:%g’ kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
ool 3 Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 146 117 95 74 63 55 51 33 26 24

2 142 116 97 74 64 56 51 33 27 23

3 140 111 92 72 63 56 49 33 26 24

4 139 109 92 72 63 56 51 33 26 24

5 139 114 91 71 61 55 49 34 26 23

6 136 104 92 72 62 55 49 33 26 23

7 139 118 93 73 62 54 50 32 26 24

8 140 111 90 72 62 54 50 33 26 23

9 136 111 86 72 61 54 50 33 26 23

10 140 106 89 73 61 54 50 33 25 23

Média 140 112 92 73 62 55 50 33 26 23

Cv 203% 4,13% 3,38% 132% 1,73% 1,63% 1,59% 1,13% 2,15% 1,03%
EPM 0,895 1459 0979 0304 0,340 0,283 0,251 0,118 0,178 0,076
Maximo 146 118 97 74 64 56 51 34 27 24

Minimo 136 104 86 71 61 54 49 32 25 23
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular,
CO = Azul Brilhante de Coomassie.

Tabela 28 — Inter ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pelo azul brilhante de Coomassie (CO).

PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM
pool 3 kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa

(6{0) Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 137 107 85 67 65 57 50 34 27 22

2 139 105 83 69 64 55 50 35 27 25

3 145 104 85 71 63 57 52 32 27 22

4 140 107 83 69 64 59 50 32 26 22

X 5 137 101 81 68 60 56 51 32 27 20
6 137 101 82 69 64 59 51 33 26 22

7 137 104 82 71 64 57 51 32 28 23

8 141 114 90 70 67 57 50 31 27 23

9 139 112 92 70 65 58 50 32 26 22

10 141 112 89 72 65 57 50 32 27 24

1 135 114 89 73 62 54 49 34 28 23

) 2 137 109 89 75 62 54 48 35 27 24
) 135 107 90 73 62 54 49 33 27 23

4 140 107 90 73 61 54 49 34 27 23
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s 132 109 8 74 61 54 48 34 27 23
s 13 107 8 74 62 54 48 34 27 23

, 135 108 93 74 62 55 49 34 271 24

g 133 113 8 73 61 5 48 34 26 23

o 133 108 9 72 6 54 48 338 27 23

o 138 111 91 71 61 5 49 34 27 23

, 146 117 9 74 63 5 51 33 26 24

, 142 116 97 74 64 5 51 33 27 23

s 140 111 92 72 63 56 49 33 26 24

. 13 109 92 72 6 5 51 33 26 24

£ 1% 114 91 71 61 55 49 34 26 23

% o 1% 104 92 72 6 5 49 33 26 23
., 139 118 93 73 62 54 5 32 26 24

g 140 111 9 72 62 54 50 33 26 23

o 13 111 8 72 6 54 5 33 26 23

o 140 106 8 73 61 54 5 33 25 23
Média 138 109 89 72 63 55 50 33 27 23

Cv 241% 4,07% 4,48% @ 2,83% 2,46% 2,77% 2,03% 2,81% @ 2,15% 4,07%
EPM 0608 0811 0,726 0371 0,282 0,280 0,184 0,170 0,104 0,171
MA 146 118 97 75 67 59 52 35 28 25
MI 132 101 81 67 60 54 48 31 25 20

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular,
CO = Azul Brilhante de Coomassie, MA = Maximo, Ml = Minimo.

Figura 13 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pelo azul brilhante de Coomassie G-
250 da amostra do Pool 3, nas delimitacdes das linhas azuis encontram-se as amostras de urina e na
delimitagao da linha vermelha o padrao de peso molecular, identificado com a letra “P.

pool 3 P pool 3 - amostras
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Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Nas tabelas 29, 30, 31 e 32 encontram-se descritos 0s resultados individuais dos
pesos moleculares das bandas de proteinas urinaria do pool 3 obtidos na eletroforese

de proteinas urinaria em gel de poliacrilamida coradas pela Prata, determinados em
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10 corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como também pelo
mesmo procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio). A figura
14 apresenta um gel corado pela Prata.

Os coeficientes de variagdo observados no intra ensaio em todos os trés dias
(dias 1, 2 e 3) foram menores que 5% com excecao apenas no dia 1, na banda 3, que
foi de 6,02%. No relativo ao inter ensaio, todos os coeficientes de variacdo de todas

as bandas foram inferiores a 5%.

Tabela 29 — Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pela Prata realizado no dia 1.

D AT A Da Da Da Da Da Da Da Da Da Da
00 Banda Banda Banda :.‘o. Banda =..|. Banda =.=|. 3..0. =..|.
1 144 126 101 70 64 57 50 33 27 24
2 147 116 98 70 64 56 51 34 27 23
3 147 127 106 70 62 56 50 34 27 23
4 150 124 100 74 63 57 52 34 27 24
5 151 121 96 73 63 56 50 34 27 23
6 150 119 94 72 63 57 50 33 26 25
7 147 116 92 71 63 56 50 33 27 24
8 148 121 92 70 64 57 51 32 27 23
9 140 113 90 72 65 57 51 33 27 23
10 144 111 86 69 65 57 51 33 26 23
Média 147 119 95 71 64 57 50 33 27 23

Ccv 2,30% | 4,41% | 6,02% | 2,07% | 1,17% | 0,95% | 1,28% | 1,76% | 1,26% | 2,48%

EPM 1,068 | 1,664 | 1,818 | 0,466 | 0,236 | 0,169 | 0,205 | 0,185 | 0,107 | 0,184
Maximo 151 127 106 74 65 57 52 34 27 25
Minimo 140 111 86 69 62 56 50 32 26 23

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrao da média, PM = Peso Molecular
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Tabela 30 — Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pela Prata realizado no dia 2.

PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM

P[I;IXTZA kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

pool 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 129 109 90 73 60 55 50 34 28 24

2 131 107 89 73 60 55 49 33 27 23

3 135 110 89 73 66 56 49 33 27 24

4 131 109 92 72 62 56 50 33 27 24

= 136 111 92 72 64 55 49 33 27 24

6 138 111 91 73 62 55 49 33 27 24

7 137 110 92 73 65 54 49 33 27 24

8 138 113 91 73 65 55 49 33 27 24

9 139 113 91 73 65 55 49 33 27 24

10 135 111 95 72 61 56 50 33 27 25

Média 135 110 91 73 63 55 49 33 27 24
Ccv 2,52% | 1,65% | 1,77% | 0,78% | 3,33% | 1,05% | 1,19% | 0,77% | 1,32% | 1,79%
EPM 1,076 | 0,577 | 0,511 | 0,178 | 0,664 | 0,183 | 0,185 | 0,081 | 0,112 | 0,135

Maximo 139 113 95 73 66 56 50 34 28 25

Minimo 129 107 89 72 60 54 49 33 27 23

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 31 — Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pela Prata realizado no dia 3.

PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM

P?QI:TSA kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
pool 3 Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 136 114 93 73 63 55 50 34 27 24

2 145 111 91 72 58 55 49 33 26 24

3 139 115 93 73 59 55 49 33 26 24

4 136 109 90 72 61 56 50 34 27 24

5 139 108 91 73 61 55 49 34 27 24

6 136 112 93 72 60 55 49 34 27 24

7 142 109 88 73 60 55 49 34 27 24

8 138 111 90 73 60 55 49 33 27 24

9 140 114 91 73 60 54 49 33 27 24

10 136 114 95 75 62 55 50 34 27 24

Média 139 112 91 73 60 55 49 34 27 24
Ccv 2,16% | 2,28% | 2,06% | 1,18% | 2,33% | 0,92% | 0,54% | 0,99% | 1,10% | 1,19%
EPM 0,949 | 0,806 | 0,594 | 0,271 | 0,445 | 0,160 | 0,084 | 0,106 | 0,093 | 0,090

Maximo 145 115 95 75 63 56 50 34 27 24

Minimo 136 108 88 72 58 54 49 33 26 24

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020



Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrao da média, PM = Peso Molecular
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Tabela 32 — Inter ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pela Prata (PR).

/]

1 144 | 126 | 101 | 70 64 57 50 33 27 24
) 147 | 116 | 98 70 64 56 51 34 27 23
2 147 | 127 | 106 | 70 62 56 50 34 27 23
A 150 | 124 | 100 | 74 63 57 52 34 27 24
s 151 | 121 | 9 73 63 56 50 34 27 23

" 150 | 119 | 94 72 63 57 50 33 26 25
. 147 | 116 | 92 71 63 56 50 33 27 24
o 148 | 121 | 92 70 64 57 51 32 27 23
o 140 | 113 | 90 72 65 57 51 33 27 23
0 | 144 | 111 | 86 69 65 57 51 33 26 23
1 129 | 109 | 90 73 60 55 50 34 28 24
) 131 | 107 | 89 73 60 55 49 33 27 23
3 135 | 110 | 89 73 66 56 49 33 27 24
A 131 | 109 | 92 72 62 56 50 33 27 24
c 136 | 111 | 92 72 64 55 49 33 27 24

- 138 | 111 | 91 73 62 55 49 33 27 24
. 137 | 110 | 92 73 65 54 49 33 27 24
g 138 | 113 | 91 73 65 55 49 33 27 24
5 139 | 113 | 91 73 65 55 49 33 27 24
0 | 135 | 111 | 95 72 61 56 50 33 27 25
L 136 | 114 | 93 73 63 55 50 34 27 24
) 145 | 111 | 91 72 58 55 49 33 26 24
3 139 | 115 | 93 73 59 55 49 33 26 24
A 136 | 109 | 90 72 61 56 50 34 27 24
: 139 | 108 | 91 73 61 55 49 34 27 24

= 136 | 112 | 93 72 60 55 49 34 27 24
- 142 | 109 | 88 73 60 55 49 34 27 24
g 138 | 111 | 90 73 60 55 49 33 27 24
5 140 | 114 | 91 73 60 54 49 33 27 24
0 | 136 | 114 | 95 75 62 55 50 34 27 24

Média | 140 | 114 | 93 72 62 56 50 33 27 24
CV | 426% | 4,62% | 4,35% | 1,80% | 3,33% | 1,58% | 1,60% | 1,40% | 1,28% | 2,03%
EPM | 1,090 @ 0961 @ 0,736 | 0238 0380 | 0160 | 0145 | 0,085 | 0062 | 0,088
MA | 151 | 127 | 106 | 75 66 57 52 34 28 25
M | 129 | 107 | 86 69 58 54 49 32 26 23

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular,
PR = Prata, MA = Maximo, M|l = Minimo.
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Figura 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pela Prata da amostra do Pool 3, nas
delimitacdes das linhas pretas encontram-se as amostras de urina e na delimitagdo da linha vermelha
0 padréo de peso molecular, identificado com a letra “P”.

pool 3 P pool 3 - amostras

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Os valores individuais dos pesos moleculares das proteinas urinarias do pool 3
avaliados pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas pelo Stain-Free® estéo
dispostos nas tabelas 33, 34, 35 e 36. Os pesos moleculares foram determinados em
10 corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como também o mesmo
procedimento foi realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio). A figura 15
apresenta um gel corado pela referida técnica.

Os coeficientes de variacdo observados no intra ensaio em todos os trés dias
(dias 1, 2 e 3) foram menores que 5%, sendo o valor méximo de 2,95%, como também
para o inter ensaio em que o valor maximo detectado foi de 2,44%. Observa-se que
0s menores coeficientes de variacdo foram detectados para o Stain-Free® em
comparacao com as coloragdes do azul brilhante de Coomassie e da Prata.

Tabela 33 — Intra ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida

coradas pelo Stain-Free® realizado no dia 1.
Dia 1l PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM

Stain- kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
Free® Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda
pool 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
137 118 92 75 63 56 50 34 28 24
2 139 113 93 74 62 55 49 34 27 24
3 139 113 93 74 61 55 49 34 27 24
4 137 111 92 73 60 54 49 34 27 23
5 138 111 92 73 60 54 48 33 26 23
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6 138 111 92 73 59 54 48 33 26 23

7 139 112 93 73 60 54 49 34 27 24

8 137 111 92 72 59 54 48 33 27 23

9 139 112 92 73 60 54 49 34 27 23
10 140 114 93 73 61 55 49 34 27 23
Média 138 113 92 73 60 55 49 34 27 23

Ccv 0,83% | 2,02% 0,74% | 1,07% | 2,03%  1,00%  1,12% | 0,91% @ 1,40% | 1,28%
EPM 0,360 0,718 0,216 0,248 0,388 0,173 0,174 0,097 0,119 0,095
Maximo 140 118 93 75 63 56 50 34 28 24

Minimo 137 111 92 72 59 54 48 33 26 23
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 34 — Intra ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pelo Stain-Free® realizado no dia 2.

Dia 2 PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM
Stain- kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
Free® Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda
pool 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
140 114 93 73 61 54 49 34 27 24
2 140 114 93 73 60 55 49 34 27 23
3 137 112 93 73 60 54 49 34 27 24
4 137 111 92 72 60 53 48 34 27 24
5 137 111 92 72 60 53 48 34 27 24
6 137 109 93 72 60 54 49 34 27 24
7 138 111 92 73 60 54 49 34 27 24
8 137 113 91 73 60 54 49 34 27 23
9 140 118 94 73 60 55 49 34 27 23
10 140 114 94 73 61 55 49 33 27 23
Média 138 113 93 73 60 54 49 34 27 24
Ccv 1,26% | 2,44% | 1,06% @ 0,58% @ 0,61% | 1,02% | 0,50% | 0,49% @ 0,77% | 0,76%
EPM 0,553 0,870 0,309 0,134 0,115 0,175 0,077 0,052 0,065 0,057
Maximo 140 118 94 73 61 55 49 34 27 24
Minimo 137 109 91 72 60 53 48 33 27 23

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 35 — Intra ensaio para avaliacdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pelo Stain-Free® realizado no dia 3.

Dia 3 PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM
Stain- kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
Free® Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda
pool 3 1 2 ] 4 5 6 7 8 9 10

1 144 119 98 75 63 56 51 34 27 23

2 142 112 94 73 61 54 49 34 26 23

3 135 111 92 73 60 53 49 33 26 23
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4 133 108 93 72 59 53 48 33 26 23

5 133 108 92 72 59 53 48 33 26 23

6 133 108 92 72 59 53 49 33 26 23

7 134 110 91 73 60 53 49 33 26 22

8 134 110 92 73 60 53 49 33 26 23

9 136 113 93 73 61 54 49 34 26 23
10 137 113 95 75 62 55 51 35 28 24
Média 136 111 93 73 60 54 49 34 26 23

Ccv 2,95% | 2,86% | 2,01%  1,60% @ 192%  1,87% @ 1,73% 1,60% @ 1,87% | 1,83%

EPM 1,270 1,006 0591 0370 0,366 0,319 0,270 0,170 0,157 | 0,133
Maximo 144 119 98 75 63 56 51 35 28 24
Minimo 133 108 91 72 59 53 48 33 26 22

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular

Tabela 36 — Inter ensaio para avaliagdo dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41) das
bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida
coradas pelo Stain-Free®.

PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM

ID %?&?iln? kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa kDa
A Eree® Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 137 118 92 75 63 56 50 34 28 24

2 139 113 93 74 62 55 49 34 27 24

3 139 113 93 74 61 55 49 34 27 24

4 137 111 92 73 60 54 49 34 27 23

1 5 138 111 92 73 60 54 48 33 26 23

6 138 111 92 73 59 54 48 33 26 23

7 139 112 93 73 60 54 49 34 27 24

8 137 111 92 72 59 54 48 33 27 23

9 139 112 92 73 60 54 49 34 27 23

10 140 114 93 73 61 55 49 34 27 23

1 140 114 93 73 61 54 49 34 27 24

2 140 114 93 73 60 55 49 34 27 23

3 137 112 93 73 60 54 49 34 27 24

4 137 111 92 72 60 53 48 34 27 24

5 5 137 111 92 72 60 53 48 34 27 24

6 137 109 93 72 60 54 49 34 27 24

7 138 111 92 73 60 54 49 34 27 24

8 137 113 91 73 60 54 49 34 27 23

9 140 118 94 73 60 55 49 34 27 23

10 140 114 94 73 61 55 49 33 27 23

1 144 119 98 75 63 56 51 34 27 23

3 2 142 112 94 73 61 54 49 34 26 23

3 135 111 92 73 60 53 49 33 26 23

4 133 108 93 72 59 53 48 33 26 23
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5 133 108 92 72 59 53 48 33 26 23
6 133 108 92 72 59 53 49 33 26 23
7 134 110 91 73 60 53 49 33 26 22
8 134 110 92 73 60 53 49 33 26 23
9 136 113 93 73 61 54 49 34 26 23
10 137 113 95 75 62 55 51 35 28 24
Média 137 112 93 73 60 54 49 34 27 23

Ccv 197% | 2,44%  137%  1,19% | 1,61%  1,41% | 1,25% @ 1,10% @ 1,63% | 1,66%
EPM 0493 0499 0,232 0,158 0,177 0,139 0,111 0,068 @ 0,080 0,071
MA 144 119 98 75 63 56 51 35 28 24

Ml 133 108 91 72 59 53 48 33 26 22
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, PM = Peso Molecular,

MA = Maximo, M| = Minimo.

Figura 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida corada pelo sistema Stain-Free® da amostra
do Pool 3 nas delimita¢des das linhas roxa encontram-se as amostras de urina e na delimitacéo da
linha vermelha o padrao de peso molecular, identificado com a letra “P”

pool 3 P pool 3 - amostras
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Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

5.2 Porcentagens da densidade 6ptica das bandas de proteinas dos pools
As tabelas 37, 38, 39 e 40 apresentam os resultados obtidos das porcentagens
das densidades 6pticas do pool 1 determinadas pela eletroforese de proteinas urinaria
em gel de poliacrilamida e corados pelo azul brilhante de Coomassie determinados
em 10 corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como também pelo
mesmo procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio).
Todos os coeficientes de variagdo constatados foram superiores a 5% para o

intra ensaio a variacao foi de 5,23 a 19,60% e para o inter ensaio de 6,14 a 17,18%.
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Tabela 37 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo azul brilhante de Coomassie realizado no dia 1.

Azul Brilhanltjt-:lle:jt Coomassie PO DO PO 250 D)5
pool 1 Bandal Banda2 Banda3 Banda4 Bandab
27,6 29,2 8,9 19,1 15,2
2 29,0 34,8 9,2 12,6 14,5
3 31,7 30,3 8,2 11,8 18,0
4 31,2 27,6 8,1 11,6 215
5 28,0 26,3 11,6 16,3 17,8
6 27,9 28,1 9,0 13,0 22,1
7 28,3 29,6 9,7 11,5 21,0
8 30,1 30,2 12,6 12,8 14,3
9 27,7 32,7 9,4 14,2 16,1
10 30,0 30,4 11,8 11,6 16,3
Média 29,1 29,9 9,9 13,4 17,7
cVv 5,23% 8,21% 15,99% 18,56% 16,63%
EPM 0,482 0,777 0,498 0,789 0,929
Maximo 31,7 34,8 12,6 19,1 22,1
Minimo 27,6 26,3 8,1 11,5 14,3

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrédo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 38 — Intra ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo azul brilhante de Coomassie realizado no dia 2.

Azul Brilhan?eiadi Coomassie RO 2 2 PO 20
pool 1 Banda 1 Banda 2 Banda3 Banda4 Bandab
28,3 27,8 7,5 15,6 20,8
2 27,2 32,7 8,8 14,4 16,9
3 31,8 27,4 9,9 16,5 14,5
4 33,2 27,4 7,8 15,2 16,4
5 33,8 25,7 10,5 16,3 13,7
6 29,5 27,9 9,2 18,6 14,8
7 28,2 31,1 6,9 17,1 16,7
8 29,8 27,3 9,4 15,2 18,3
9 30,3 31,8 53 15,5 17,2
10 29,9 27,5 10,4 14,4 17,8
Média 30,2 28,7 8,6 15,9 16,7
cVv 7,16% 8,11% 19,60% 8,14% 12,32%
EPM 0,684 0,735 0,531 0,408 0,651
Maximo 33,8 32,7 10,5 18,6 20,8

Minimo 27,2 25,7 5,3 14,4 13,7
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Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 39 — Intra ensaio para avaliacéo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo azul brilhante de Coomassie realizado no dia 3.

Dia 3 DO %

Azul Brilhante de Coomassie  Banda Bzr?d?z Bgr?dzo3 Bgr?dzo4 Bgr?dZOS
pool 1 1

26,2 31,7 7.4 13,9 20,8

2 26,8 29,0 9,4 16,8 18,0

3 29,9 30,9 8,3 13,1 17,8

4 30,6 30,4 8,4 10,7 20,0

5 31,2 30,1 8,5 12,7 17,5

6 30,3 25,9 9,7 17,5 16,6

7 28,8 26,2 10,7 15,8 18,6

8 31,1 27,0 11,5 10,5 20,0

9 30,2 30,8 8,1 11,1 19,9

10 29,1 31,5 8,1 15,0 16,4
Média 29,4 29,3 9,0 13,7 18,5
cVv 5,84% 7.54% 14,36% 18,42% 8,28%
EPM 0,544 0,699 0,408 0,799 0,486
Maximo 31,2 31,7 115 17,5 20,8
Minimo 26,2 25,9 7,4 10,5 16,4

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade 6ptica

Tabela 40 — Inter ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC

= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo azul brilhante de Coomassie.
pool 1

Dia  Azul Brilhante de DO DONe DO DO DOMe
Coomassie Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 27,6 29,2 8,9 19,1 15,2
2 29,0 34,8 9,2 12,6 14,5
3 31,7 30,3 8,2 11,8 18,0
4 31,2 27,6 8,1 11,6 21,5
0 5 28,0 26,3 11,6 16,3 17,8
6 27,9 28,1 9,0 13,0 22,1
7 28,3 29,6 9,7 11,5 21,0
8 30,1 30,2 12,6 12,8 14,3
9 27,7 32,7 9,4 14,2 16,1
10 30,0 30,4 11,8 11,6 16,3
1 28,3 27,8 7,5 15,6 20,8
2 27,2 32,7 8,8 14,4 16,9
2 3 31,8 27,4 9,9 16,5 14,5
4 33,2 27,4 7,8 15,2 16,4
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5 33,8 25,7 10,5 16,3 13,7
6 29,5 27,9 9,2 18,6 14,8
7 28,2 31,1 6,9 17,1 16,7
8 29,8 27,3 9,4 15,2 18,3
9 30,3 31,8 53 15,5 17,2
10 29,9 27,5 10,4 14,4 17,8
1 26,2 31,7 7.4 13,9 20,8
2 26,8 29,0 9,4 16,8 18,0
3 29,9 30,9 8,3 13,1 17,8
4 30,6 30,4 8,4 10,7 20,0
5 31,2 30,1 8,5 12,7 17,5
6 30,3 25,9 9,7 17,5 16,6
7 28,8 26,2 10,7 15,8 18,6
8 31,1 27,0 11,5 10,5 20,0
9 30,2 30,8 8,1 11,1 19,9
10 29,1 31,5 8,1 15,0 16,4
Média 29,6 29,3 9,1 14,3 17,6
cv 6,14% 7,88% 17,18% 16,57% 13,06%
EPM 0,332 0,422 0,286 0,434 0,421
Maximo 33,8 34,8 12,6 19,1 22,1
Minimo 26,2 25,7 5,3 10,5 13,7

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagao, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica

Nas tabelas 41, 42, 43 e 44 apresentam as porcentagens das densidades opticas
das bandas de proteina urinaria do pool 1 obtidas na eletroforese em gel de
poliacrilamida e coradas pela Prata, determinadas em 10 corridas eletroforéticas no
mesmo dia (para o intra ensaio), como também pelo mesmo procedimento realizado
em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio). A figura 16 apresenta um gel corado pela
Prata.

Os coeficientes de variacdo foram superiores a 5%, a excec¢do no dia 2 (intra
ensaio), na banda 5, que foi de 4,67%. No intra ensaio a variacdo foi de 4,67 a 17,67%

e para o inter ensaio de 8,43 a 21,53%.

Tabela 41 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pela Prata realizado no dia 1.

DO % DO % DO % DO % DO %

Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda5
1 26,8 22,2 10,8 18,9 21,3
2 26,5 30,7 10,0 15,3 17,6




3 27,7 26,8 9,9 18,0 17,6
4 29,3 29,0 10,4 11,4 19,9
5 27,1 27,3 13,7 12,6 19,3
6 26,6 26,5 10,6 15,8 20,6
7 29,6 271 13,6 12,8 17,0
8 25,1 30,4 10,8 14,4 19,3
9 25,4 29,5 13,6 11,8 19,7
10 27,8 29,6 14,3 14,4 14,0
Média 27,2 27,9 11,8 14,5 18,6
cv 5,39% 9,04% 15,03% 17,34% 11,46%
EPM 0,464 0,798 0,559 0,797 0,675
Maximo 29,6 30,7 14,3 18,9 21,3
Minimo 25,1 22,2 9,9 11,4 14,0

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
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Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade 6ptica

Tabela 42 — Intra ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pela Prata realizado no dia 2.

5 DO % DO % DO % DO % DO %
..;' anda anda Banda Banda 4 Banada
1 24,3 27,7 11,4 15,1 21,6

2 24,6 26,9 10,9 17,4 20,2

3 24,4 28,7 8,0 18,5 20,4

4 25,7 26,3 9,0 17,4 21,6

5 25,2 30,2 9,2 14,6 20,9

6 29,9 28,1 9,5 12,6 19,9

7 30,9 30,4 6,9 10,7 21,2

8 29,0 30,1 9,2 12,8 19,0

9 29,7 27,9 7,7 15,6 19,2

10 26,5 324 6,7 14,7 19,7
Média 27,0 28,9 8,8 14,9 20,4
CcV 9,61% 6,44% 17,56% 16,30% 4,67%
EPM 0,821 0,588 0,491 0,770 0,301
Maximo 30,9 32,4 11,4 18,5 21,6
Minimo 24,3 26,3 6,7 10,7 19,0

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica
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Tabela 43 — Intra ensaio para avaliacao das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pela Prata realizado no dia 3.

Dia 3

Prata DO % DO % DO % DO % DO %
pool 1 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

1 25,4 30,3 10,1 16,1 18,1

2 24,4 28,7 7.9 18,0 21,0

3 22,6 35,9 7,1 16,1 18,3

4 29,7 28,3 10,7 11,9 19,6

5 31,2 30,6 59 15,1 17,3

6 30,2 26,6 9,1 15,7 18,4

7 30,7 27,4 10,6 15,7 15,5

8 30,8 30,3 9,6 11,3 18,1

9 27,8 31,2 8,2 15,1 17,7

10 28,0 314 8,9 16,2 15,5

Média 28,1 30,1 8,8 15,1 17,9
cVv 10,73% 8,65% 17,67% 13,52% 9,24%
EPM 0,952 0,823 0,492 0,646 0,524

Maximo 31,2 35,9 10,7 18,0 21,0

Minimo 22,6 26,6 59 11,3 15,5

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade 6ptica

Tabela 44 — Inter ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pela Prata.

DO % DO % DO % DO % DO %
Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 26,8 22,2 10,8 18,9 21,3
2 26,5 30,7 10,0 15,3 17,6
3 27,7 26,8 9,9 18,0 17,6
4 29,3 29,0 10,4 11,4 19,9
5 27,1 27,3 13,7 12,6 19,3
! 6 26,6 26,5 10,6 15,8 20,6
7 29,6 27,1 13,6 12,8 17,0
8 25,1 30,4 10,8 14,4 19,3
9 25,4 29,5 13,6 11,8 19,7
10 27,8 29,6 14,3 14,4 14,0
1 24,3 27,7 11,4 15,1 21,6
2 24,6 26,9 10,9 17,4 20,2
3 24,4 28,7 8,0 18,5 20,4
2 4 25,7 26,3 9,0 17,4 21,6
5 25,2 30,2 9,2 14,6 20,9
6 29,9 28,1 9,5 12,6 19,9
7 30,9 30,4 6,9 10,7 21,2
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8 29,0 30,1 9,2 12,8 19,0

9 29,7 27,9 7,7 15,6 19,2

10 26,5 32,4 6,7 14,7 19,7

1 25,4 30,3 10,1 16,1 18,1

2 24,4 28,7 7,9 18,0 21,0

3 22,6 35,9 7,1 16,1 18,3

4 29,7 28,3 10,7 11,9 19,6

5 31,2 30,6 59 15,1 17,3

3 6 30,2 26,6 9,1 15,7 18,4

7 30,7 27,4 10,6 15,7 15,5

8 30,8 30,3 9,6 11,3 18,1

9 27,8 31,2 8,2 15,1 17,7

10 28,0 31,4 8,9 16,2 15,5

Média 27,4 28,9 9,8 14,9 19,0
CcV 8,78% 8,43% 21,53% 15,30% 10,01%
EPM 0,440 0,445 0,385 0,415 0,347

Maximo 31,2 35,9 14,3 18,9 21,6

Minimo 22,6 22,2 59 10,7 14,0

97-

Intensity

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica

Figura 16 - Gréficos dos valores da densidade 6ptica do pool 1 de amostras de urina coradas
pelo azul brilhante de Coomassie e pela Prata, analisados pelo Vision Works.
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Nas tabelas 45, 46, 47 e 48 encontram-se dispostos os resultados referentes as

porcentagens das densidades Opticas do pool 1 do tracado eletroforético das

proteinas urinaria em gel de poliacrilamida marcados pelo sistema Stain-Free®,

determinados em 10 corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como

também o mesmo procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter

ensaio).
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Todos os coeficientes de variacdo observados foram superiores a 5%, a excecao
somente para no dia 2, na banda 1, que foi de 3,46%. No intra ensaio a variacao foi
de 3,46 a 16,82% e para o inter ensaio de 6,10 a 15,24%.

Tabela 45 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo Stain-Free® realizado no dia 1.

Stail?\i-?:rlee® DO % DO % DO % DO % DO %
pool 1 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

1 34,1 22,4 8,8 16,6 18,2

2 26,8 24,6 7,5 20,9 20,2

3 29,9 21,1 8,2 23,3 17,5

4 30,8 24,8 7,9 16,0 20,5

5 30,4 22,1 10,4 18,8 18,4

6 28,6 18,2 9,8 21,3 22,1

7 27,5 22,6 10,1 21,3 18,6

8 28,0 26,6 11,7 17,6 16,2

9 27,6 25,0 10,7 18,9 17,8

10 26,2 26,2 11,8 16,7 19,1
Média 29,0 23,3 9,7 19,1 18,9
cVv 8,10% 11,08% 15,86% 12,84% 9,03%
EPM 0,742 0,818 0,485 0,777 0,539
Maximo 34,1 26,6 11,8 23,3 22,1
Minimo 26,2 18,2 7,5 16,0 16,2

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padréo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 46 — Intra ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo Stain-Free® realizado no dia 2.

Staiai-éll:rzee® DO % DO % DO % DO % DO %
pool 1 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 30,6 24,1 8,6 16,5 20,2
2 28,2 25,4 8,2 20,0 18,3
3 29,8 21,1 8,0 20,1 21,1
4 30,3 32,3 8,5 13,4 15,5
5 28,6 22,0 12,8 18,1 18,5
6 30,7 27,5 10,6 15,9 15,3
7 30,3 26,3 9,4 16,5 17,6
8 315 26,6 8,6 14,9 18,4
9 30,2 29,3 11,2 13,8 15,4
10 31,1 24,1 9,4 18,5 16,8

Média 30,1 25,9 9,5 16,8 17,7
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cv 3,46% 12,97% 16,15% 14,23% 11,23%
EPM 0,330 1,061 0,487 0,754 0,629
Maximo 31,5 32,3 12,8 20,1 21,1
Minimo 28,2 21,1 8,0 13,4 15,3

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padréo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 47 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo Stain-Free® realizado no dia 3.

DO % DO % DO % DO % DO %

Dia 3

Stair;—OFIrie® Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 29,6 24,1 10,6 17,8 17,9
2 28,3 22,3 8,0 21,4 20,0
3 27,0 26,1 9,5 22,9 14,5
4 31,7 27,3 10,0 14,8 16,2
5 31,3 23,8 10,4 19,4 15,1
6 29,1 27,8 9,6 16,2 17,3
7 32,6 26,3 6,8 16,5 17,9
8 31,9 25,3 10,0 15,7 17,0
9 29,6 31,4 8,7 14,3 16,0
10 29,6 27,7 8,2 15,2 19,4
Média 30,1 26,2 9,2 17,4 17,1
cVv 5,83% 9,71% 13,19% 16,82% 10,27%
EPM 0,554 0,805 0,382 0,927 0,556
Maximo 32,6 31,4 10,6 22,9 20,0
Minimo 27,0 22,3 6,8 14,3 14,5

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 48 — Inter ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 1 (RPC
= 0,04) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo Stain-Free®.

pool 1 DO % DO % DO % DO % DO %
Stain-Free® Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

1 34,1 22,4 8,8 16,6 18,2

2 26,8 24,6 7,5 20,9 20,2

3 29,9 21,1 8,2 23,3 17,5

4 30,8 24,8 7,9 16,0 20,5

5 30,4 22,1 10,4 18,8 18,4

! 6 28,6 18,2 9,8 21,3 22,1
7 27,5 22,6 10,1 21,3 18,6

8 28,0 26,6 11,7 17,6 16,2

9 27,6 25,0 10,7 18,9 17,8

10 26,2 26,2 11,8 16,7 19,1

2 1 30,6 24,1 8,6 16,5 20,2
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2 28,2 25,4 8,2 20,0 18,3

3 29,8 21,1 8,0 20,1 21,1

4 30,3 32,3 8,5 13,4 15,5

5 28,6 22,0 12,8 18,1 18,5

6 30,7 27,5 10,6 15,9 15,3

7 30,3 26,3 9,4 16,5 17,6

8 31,5 26,6 8,6 14,9 18,4

9 30,2 29,3 11,2 13,8 15,4

10 31,1 24,1 9,4 18,5 16,8

1 29,6 24,1 10,6 17,8 17,9

2 28,3 22,3 8,0 21,4 20,0

3 27,0 26,1 9,5 22,9 14,5

4 31,7 27,3 10,0 14,8 16,2

. 5 31,3 23,8 10,4 19,4 15,1

6 29,1 27,8 9,6 16,2 17,3

7 32,6 26,3 6,8 16,5 17,9

8 31,9 25,3 10,0 15,7 17,0

9 29,6 31,4 8,7 14,3 16,0

10 29,6 27,7 8,2 15,2 19,4

Média 29,7 25,1 9,5 17,8 17,9
cv 6,10% 12,12% 14,83% 15,24% 10,64%

EPM 0,331 0,556 0,256 0,494 0,348

Maximo 34,1 32,3 12,8 23,3 22,1

Minimo 26,2 18,2 6,8 13,4 14,5

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padréo da média, DO = Densidade Optica

As tabelas 49, 50, 51 e 52 apresentam os resultados obtidos das porcentagens
de densidades oOpticas do pool 2 pela eletroforese de proteinas urinaria em gel de
poliacrilamida, corados pelo azul brilhante de Coomassie determinados em 10
corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como também pelo mesmo
procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio).

Todos os coeficientes de variagdo foram superiores a 5%, a exce¢ao somente
no intra ensaio no dia 3, na banda 2, que foi de 3,72%, sendo a variacdo de 3,72 a

24,13%. Para o inter ensaio a variagao foi de 6,93 a 20,30%.
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Tabela 49 — Intra ensaio para avaliacéo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo azul brilhante de Coomassie realizado no dia 1.

Azul Brilhan?e;a:ji Coomassie e DR D D BN
pool 2 Bandal Banda2 Banda3 Banda4 Bandab
19,9 35,7 14,2 194 10,8
2 19,8 35,7 20,9 8,2 15,4
3 22,8 34,1 16,5 14,6 12,0
4 22,2 34,4 21,1 12,5 9,8
5 18,8 34,7 17,2 13,1 16,3
6 20,3 34,9 20,5 9,7 14,7
7 18,2 40,5 14,2 12,0 15,0
8 21,1 40,9 11,4 12,8 13,7
9 19,5 37,5 15,8 16,6 10,5
10 19,5 37,4 14,1 134 15,6
Média 20,2 36,6 16,6 13,2 13,4
cVv 7,19% 6,76% 19,94% 24,13% 17,93%
EPM 0,460 0,782 1,046 1,010 0,758
Maximo 22,8 40,9 21,1 194 16,3
Minimo 18,2 34,1 11,4 8,2 9,8

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade oOptica

Tabela 50 — Intra ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo azul brilhante de Coomassie realizado no dia 2.

Azul Brilhan?;a:ji Coomassie DOS6 DON6 DOS6 DOS6 DOF6
pool 2 Bandal Banda2 Banda3 Banda4 Bandab5
21,2 33,7 15,8 19,0 10,3
2 17,4 34,5 12,8 18,3 17,1
3 19,2 34,5 12,8 15,6 17,9
4 19,4 36,6 12,2 18,9 13,0
5 18,2 33,0 10,4 19,2 19,2
6 19,6 33,5 16,1 15,4 15,4
7 18,9 35,0 14,9 18,4 12,8
8 20,1 39,6 13,7 9,9 16,7
9 19,3 40,2 15,1 13,4 12,0
10 19,0 37,4 14,3 13,2 16,2
Média 19,2 35,8 13,8 16,1 15,1
cVv 5,29% 7,14% 13,09% 19,66% 19,17%
EPM 0,321 0,808 0,572 1,003 0,913
Maximo 21,2 40,2 16,1 19,2 19,2
Minimo 17,4 33,0 10,4 9,9 10,3

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica
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Tabela 51 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo azul brilhante de Coomassie realizado no dia 3.

Azul Brilhanltjée:jst; Coomassie PO DO PO 250 D)5
pool 2 Bandal Banda2 Banda3 Banda4 Bandab
20,4 38,8 13,3 13,6 13,9
2 21,3 39,5 10,9 13,9 14,5
3 17,2 37,1 12,9 16,3 16,6
4 20,1 36,7 13,5 17,4 12,3
5 16,4 38,0 15,3 15,3 15,0
6 17,0 40,7 11,6 12,7 18,0
7 17,8 39,6 12,2 14,4 16,0
8 18,0 40,5 14,3 14,5 12,7
9 17,5 39,2 15,2 14,5 13,7
10 18,5 40,8 14,1 11,0 15,6
Média 18,4 39,1 13,3 14,3 14,8
cVv 8,84% 3,72% 11,15% 12,44% 12,02%
EPM 0,515 0,460 0,470 0,565 0,564
Maximo 21,3 40,8 15,3 17,4 18,0
Minimo 16,4 36,7 10,9 11,0 12,3

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrédo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 52 — Inter ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo azul brilhante de Coomassie.

eell 2 DO % DO % DO % DO % DO %
Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

Dia Azul Brilhante
de Coomassie

1 19,9 35,7 14,2 19,4 10,8
2 19,8 35,7 20,9 8,2 15,4
3 22,8 34,1 16,5 14,6 12,0
4 22,2 34,4 211 12,5 9,8
5 18,8 34,7 17,2 13,1 16,3
! 6 20,3 34,9 20,5 9,7 14,7
7 18,2 40,5 14,2 12,0 15,0
8 211 40,9 11,4 12,8 13,7
9 19,5 37,5 15,8 16,6 10,5
10 19,5 37,4 14,1 13,4 15,6
1 21,2 33,7 15,8 19,0 10,3
2 17,4 34,5 12,8 18,3 17,1
2 3 19,2 34,5 12,8 15,6 17,9
4 19,4 36,6 12,2 18,9 13,0
5 18,2 33,0 10,4 19,2 19,2
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6 19,6 33,5 16,1 15,4 15,4
7 18,9 35,0 14,9 18,4 12,8
8 20,1 39,6 13,7 9,9 16,7
9 19,3 40,2 15,1 13,4 12,0
10 19,0 37,4 14,3 13,2 16,2
1 20,4 38,8 13,3 13,6 13,9
2 21,3 39,5 10,9 13,9 14,5
3 17,2 37,1 12,9 16,3 16,6
4 20,1 36,7 13,5 17,4 12,3
5 16,4 38,0 15,3 15,3 15,0
3 6 17,0 40,7 11,6 12,7 18,0
7 17,8 39,6 12,2 14,4 16,0
8 18,0 40,5 14,3 14,5 12,7
9 17,5 39,2 15,2 14,5 13,7
10 18,5 40,8 14,1 11,0 15,6
Média 19,3 37,2 14,6 14,6 14,4
cV 7,97% 6,93% 18,47%  20,30% = 16,88%
EPM 0,281 0,470 0,491 0,540 0,445
MAximo 22,8 40,9 21,1 19,4 19,2
e 16,4 33,0 10,4 8,2 9,8

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade 6ptica

As tabelas 53, 54, 55 e 56 apresentam porcentagens das densidades 6ptica das
bandas de proteinas urinaria do pool 2 obtidas na eletroforese em gel de
poliacrilamida, coradas pela Prata e determinados em 10 corridas eletroforéticas no
mesmo dia (para o intra ensaio), como também pelo mesmo procedimento realizado
em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio) em diferentes dias. A figura 17 apresenta
os graficos obtidos das diferentes bandas para a coloracdo de azul brilhante de
Coomassie e Prata.

Todos os coeficientes de variacdo observados foram superiores a 5%, apenas a
excecao para o dia 3, na banda 2, que foi de 4,15%, sendo que a variacao do intra
ensaio foi de 4,15 a 19,85%. Para para o inter ensaio a variacéo foi de 5,57 a 20,23%.
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Tabela 53 — Intra ensaio para avaliacao das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pela Prata realizado no dia 1.

DO % DO % DO % DO % DO %
Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 14,4 37,4 19,4 16,2 12,7
2 14,9 39,5 17,2 14,3 14,0
3 17,4 42,0 17,8 11,1 11,7
4 19,3 38,5 16,6 13,6 12,1
5 19,5 37,5 16,2 17,0 9,8
6 21,2 37,7 13,1 14,0 13,9
7 20,4 38,3 13,1 15,0 13,2
8 20,4 35,7 15,3 14,5 14,1
9 22,9 38,9 14,8 13,2 10,3
10 19,4 34,8 16,2 12,6 16,9
Média 19,0 38,0 16,0 14,1 12,9
cVv 14,08% 5,22% 12,34% 12,01% 16,02%
EPM 0,846 0,627 0,623 0,537 0,652
Maximo 22,9 42,0 194 17,0 16,9
Minimo 14,4 34,8 13,1 11,1 9,8

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padréo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 54 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pela Prata realizado no dia 2.

DO % DO % DO % DO % DO %
Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 20,6 32,3 13,7 13,5 19,9
2 19,8 40,1 13,1 13,0 14,0
3 18,0 38,1 13,4 12,4 18,1
4 21,0 36,1 13,7 15,3 14,0
5 18,7 38,2 13,1 10,9 19,2
6 20,7 36,1 13,5 12,9 17,0
7 21,0 36,9 16,6 10,1 15,4
8 20,6 32,7 12,8 10,4 23,4
9 18,8 37,8 11,2 13,8 18,5
10 18,7 37,4 11,8 16,4 15,7
Média 19,8 36,6 13,3 12,9 17,5
cVv 5,74% 6,67% 10,64% 15,82% 16,70%
EPM 0,359 0,771 0,447 0,644 0,925
Maximo 21,0 40,1 16,6 16,4 23,4
Minimo 18,0 32,3 11,2 10,1 14,0

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica



88

Tabela 55 — Intra ensaio para avaliacao das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pela Prata realizado no dia 3.

Dia 3

Prata DO % DO % DO % DO % DO %
pool 2 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

1 20,7 37,4 8,1 13,5 20,4

2 22,5 37,8 12,8 11,8 15,1

3 21,9 39,5 9,4 13,6 15,6

4 19,0 35,8 9,7 16,9 18,6

5 21,9 37,7 13,4 9,4 17,6

6 17,8 37,1 14,9 11,0 19,3

7 19,5 36,4 11,7 13,6 18,9

8 18,9 39,4 11,6 9,7 20,3

9 18,7 39,8 13,8 10,7 17,0

10 19,8 40,6 9,2 11,9 18,6

Média 20,1 38,1 11,4 12,2 18,1
cVv 8,09% 4,15% 19,85% 18,46% 9,93%
EPM 0,513 0,500 0,719 0,712 0,570
Maximo 22,5 40,6 14,9 16,9 20,4

Minimo 17,8 35,8 8,1 9,4 15,1

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade 6ptica

Tabela 56 — Inter ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pela Prata.

DO % DO % DO % DO % DO %
Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 14,4 37,4 19,4 16,2 12,7
2 14,9 39,5 17,2 14,3 14,0
3 17,4 42,0 17,8 11,1 11,7
4 19,3 38,5 16,6 13,6 12,1
5 19,5 37,5 16,2 17,0 9,8
! 6 21,2 37,7 13,1 14,0 13,9
7 20,4 38,3 13,1 15,0 13,2
8 20,4 35,7 15,3 14,5 14,1
9 22,9 38,9 14,8 13,2 10,3
10 19,4 34,8 16,2 12,6 16,9
1 20,6 32,3 13,7 13,5 19,9
2 19,8 40,1 13,1 13,0 14,0
3 18,0 38,1 13,4 12,4 18,1
2 4 21,0 36,1 13,7 15,3 14,0
5 18,7 38,2 13,1 10,9 19,2
6 20,7 36,1 13,5 12,9 17,0




89

21,0 36,9 16,6 10,1 15,4

8 20,6 32,7 12,8 10,4 23,4

9 18,8 37,8 11,2 13,8 18,5

10 18,7 37,4 11,8 16,4 15,7

1 20,7 37,4 8,1 13,5 20,4

2 22,5 37,8 12,8 11,8 15,1

3 21,9 39,5 9,4 13,6 15,6

4 19,0 35,8 9,7 16,9 18,6

5 21,9 37,7 13,4 9,4 17,6

3 6 17,8 37,1 14,9 11,0 19,3

7 19,5 36,4 11,7 13,6 18,9

8 18,9 39,4 11,6 9,7 20,3

9 18,7 39,8 13,8 10,7 17,0

10 19,8 40,6 9,2 11,9 18,6

Média 19,6 37,6 13,6 13,1 16,2
cv 9,74% 5,57% 19,48% 16,10% 20,23%

EPM 0,349 0,382 0,482 0,384 0,597

M&ximo 22,9 42,0 19,4 17,0 23,4

vl 14,4 32,3 8,1 9,4 9,8

Intensity

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padréo da média, DO = Densidade Optica

Figura 17 — Graficos dos valores da densidade Optica do pool 2 de amostras de urina coradas
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Nas tabelas 57, 58, 59 e 60 encontram-se dispostos 0s resultados referentes as

porcentagens das densidades optica do pool 2 do tracado eletroforético das proteinas

urinaria em gel de poliacrilamida, corados pelo Stain-Free®, determinados em 10

corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como também pelo mesmo

procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio).

Menores coeficientes de variacdo foram observados para o método Stain Free®

em comparacéo ao azul brilhante de Coomassie e a Prata, principalmente para as
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bandas 1 e 2 dos dias 1 e 2, e que variaram de 3,18 a 4,41% no intra ensaio. Também
para o inter ensaio, os coeficientes de variacdo foram menores em comparagdo com

os observados nas duas outras coloracdes e que variaram de 4,75 a 11,40%.

Tabela 57 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo Stain-Free® realizado no dia 1

Stai[r’]i_?: rlee® DO % DO % DO % DO % DO %
pool 2 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

1 21,7 34,2 11,7 15,9 16,5

2 19,3 33,8 10,9 14,8 21,2

3 21,3 33,7 9,5 17,4 18,1

4 20,2 35,7 11,4 17,6 15,1

5 19,4 32,9 11,2 15,9 20,6

6 20,4 35,9 11,2 17,1 15,4

7 19,7 33,3 11,5 15,6 19,9

8 19,4 34,1 11,7 18,2 16,6

9 21,4 33,0 10,2 17,5 17,9

10 20,6 32,4 9,8 15,8 21,4

Média 20,3 33,9 10,9 16,6 18,3
cVv 4,41% 3,38% 7,31% 6,70% 13,01%

EPM 0,284 0,363 0,252 0,351 0,752

Maximo 21,7 35,9 11,7 18,2 21,4

Minimo 19,3 32,4 9,5 14,8 15,1

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padréo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 58 — Intra ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo Stain-Free® realizado no dia 2.

Staiai-éll:rzee® DO % DO % DO % DO % DO %
pool 2 Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 19,1 32,9 11,7 16,7 19,6
2 20,7 36,1 11,7 13,8 17,7
3 20,1 35,4 10,1 17,2 17,2
4 20,1 35,6 11,3 14,6 18,4
5 19,3 33,3 8,4 18,9 20,1
6 19,7 34,0 9,5 18,4 18,3
7 20,6 35,8 11,1 17,2 15,3
8 19,6 33,4 8,2 17,4 21,4
9 21,1 37,5 11,3 15,2 14,9
10 19,8 35,5 11,0 16,0 17,7

Média 20,0 35,0 10,4 16,5 18,1
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CcV 3,18% 4,20% 12,70% 9,85% 11,25%

EPM 0,201 0,465 0,420 0,515 0,642
Maximo 211 37,5 11,7 18,9 214
Minimo 19,1 32,9 8,2 13,8 14,9

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrédo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 59 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo Stain-Free® realizado no dia 3.

DO % DO % DO % DO % DO %

Dia 3

Stair;—OFIrge® Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 21,5 30,6 11,0 16,2 20,7
2 215 33,3 11,2 17,6 16,5
3 19,0 32,0 10,1 17,9 21,0
4 19,7 30,3 13,4 16,5 20,1
5 20,8 35,3 12,9 13,8 17,2
6 21,3 34,9 9,4 13,8 20,7
7 20,6 35,5 9,0 17,0 17,8
8 23,6 34,9 9,7 15,0 16,8
9 18,8 34,4 9,4 17,8 19,6
10 24,5 33,5 10,2 15,7 16,1
Média 21,1 33,5 10,6 16,1 18,6
cVv 8,74% 5,71% 14,08% 9,57% 10,47%
EPM 0,584 0,605 0,474 0,488 0,617
Maximo 24,5 35,5 13,4 17,9 21,0
Minimo 18,8 30,3 9,0 13,8 16,1

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 60 — Inter ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 2 (RPC
= 1,48) das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
coradas pelo Stain-Free®.

pool 2 DO % DO % DO % DO % DO %
Stain-Free® Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5

1 21,7 34,2 11,7 15,9 16,5

2 19,3 33,8 10,9 14,8 21,2

3 21,3 33,7 9,5 17,4 18,1

4 20,2 35,7 11,4 17,6 15,1

q 5 19,4 32,9 11,2 15,9 20,6
6 20,4 35,9 11,2 17,1 15,4

7 19,7 33,3 11,5 15,6 19,9

8 19,4 34,1 11,7 18,2 16,6

9 21,4 33 10,2 17,5 17,9

10 20,6 32,4 9,8 15,8 21,4

2 1 19,1 32,9 11,7 16,7 19,6
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2 20,7 36,1 11,7 13,8 17,7

3 20,1 35,4 10,1 17,2 17,2

4 20,1 35,6 11,3 14,6 18,4

5 19,3 33,3 8,4 18,9 20,1

6 19,7 34,0 9,5 18,4 18,3

7 20,6 35,8 11,1 17,2 15,3

8 19,6 33,4 8,2 17,4 21,4

9 21,1 37,5 11,3 15,2 14,9
10 19,8 35,5 11,0 16,0 17,7

1 21,5 30,6 11,0 16,2 20,7

2 21,5 33,3 11,2 17,6 16,5

3 19,0 32,0 10,1 17,9 21,0

4 19,7 30,3 13,4 16,5 20,1

5 20,8 35,3 12,9 13,8 17,2

3 6 21,3 34,9 9,4 13,8 20,7
7 20,6 35,5 9,0 17,0 17,8

8 23,6 34,9 9,7 15,0 16,8

9 18,8 34,4 9,4 17,8 19,6
10 24,5 33,5 10,2 15,7 16,1
Média 20,5 34,1 10,7 16,4 18,3
Desvio Padréo 1,29 1,62 1,22 1,41 2,07
CcVv 6,30% 4,75% 11,40% 8,59% 11,29%
EPM 0,236 0,296 0,222 0,257 0,378
Maximo 24,5 37,5 13,4 18,9 21,4
Minimo 18,8 30,3 8,2 13,8 14,9

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica

As tabelas 61, 62, 63 e 64 apresentam porcentagens das densidades Optica das
bandas de proteinas urinaria do pool 3, obtidas na eletroforese de proteinas urinaria
em gel de poliacrilamida coradas pelo azul brilhante de Coomassie, determinados em
10 corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio), como também pelo
mesmo procedimento realizado em 3 dias consecutivos (para o inter ensaio).

Todos coeficientes de variagao foram superiores a 5%, para o intra ensaio a

variacao foi de 7,27 a 28,95% e para o inter ensaio de 12,55 a 28,03%.
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Tabela 61 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de
poliacrilamida e coradas pelo azul brilhante de Coomassie (CO) realizado no dia 1.

Dia 1 DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%
CcoO Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

pool 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 3,6 7,0 8,3 6,2 20,4 11,9 10,0 13,1 6,3 13,3
2 3,6 7.4 8,8 6,7 20,0 8,8 10,4 11,4 10,3 12,5
3 3,6 8,0 7.8 8,0 23,8 8,5 9,1 9,8 10,5 11,0
4 3,7 8,7 6,4 12,2 19,7 8,9 11,4 10,9 8,3 10,0
5 3,7 7,9 8,7 8,9 19,1 9,5 10,6 12,4 10,6 8,7
6 3,6 8,6 8,8 11,1 19,1 9,1 10,3 9,1 8,7 11,6
7 3,1 7,2 7,7 10,8 19,2 7.1 11,6 13,3 11,0 9,2
8 4,5 8,4 6,1 8,1 22,2 9,0 11,0 12,6 7,9 10,1
9 3,2 8,8 8,1 7.8 19,5 8,6 9,2 12,3 10,7 11,7
10 3,5 8,2 8,1 8,9 19,2 10,5 8,4 12,2 11,6 9,4
Média 3,6 8,0 7,9 8,9 20,2 9,2 10,2 11,7 9,6 10,8

cv 10,70% = 7,88%  12,24% 2194% 7,80% 13,89% 9,99% 11,99% 17,63% 13,98%
EPM 0122 0199 0305 0615 0499 0403 0322 0444 0534 0475

Maximo = 45 8,8 8,8 122 238 11,9 11,6 13,3 11,6 13,3

Minimo 3.1 7,0 6,1 6,2 19,1 7.1 8,4 9,1 6.3 8,7

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica,
CO = Azul Brilhante de Coomassie

Tabela 62 — Intra ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de
poliacrilamida e coradas pelo azul brilhante de Coomassie (CO) realizado no dia 2.

Dia 2 DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%

CcO Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda
pool 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 5,4 7,7 7,9 5,4 23,7 11,8 7,6 14,2 9,7 6,6
2 6,4 8,0 8,6 6,5 21,4 8,9 13,9 8,0 115 6,8
3 6,0 7,9 7,5 6,7 25,2 8,7 9,2 8,0 11,4 9,6
4 6,0 8,7 8,2 5,9 19,2 8,7 12,3 9,0 9,9 12,2
5 6,1 7,9 7,3 9,1 21,8 9,5 13,9 8,1 7,2 9,3
6 6,9 8,7 7,6 6,0 22,5 10,4 8,8 9,5 9,1 10,5
7 4,7 8,5 8,0 5,6 21,1 8,6 7,6 11,2 13,0 11,7
8 5,7 8,5 7,3 5,7 22,6 7,1 9,8 12,2 11,8 9,5
9 5,6 8,4 9,6 5,6 19,7 8,7 8,2 9,7 111 13,5
10 6,2 6,8 7,7 5,4 19,1 9,8 15,7 9,8 9,3 10,2
Média 59 8,1 8,0 6,2 21,6 9,2 10,7 10,0 10,4 10,0

cVv 10,17%  7,27% @ 8,92% | 17,70% 9,07% @ 13,69% 27,80% 20,26% 16,07% @ 21,75%
EPM 0,189 0,187 0,225 0,346 0621 0,398 0939 0,638 0,528 0,687
Maximo 6,9 8,7 9,6 9,1 25,2 11,8 15,7 14,2 13,0 13,5
Minimo 4,7 6,8 7,3 5,4 19,1 7,1 7,6 8,0 7,2 6,6
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
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Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica,
CO = Azul Brilhante de Coomassie

Tabela 63 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de
poliacrilamida e coradas pelo azul brilhante de Coomassie (CO) realizado no dia 3.

Dia 3 DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%
CcoO Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

pool 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 6,5 5,7 5,6 5,0 24,3 10,2 15,1 6,2 10,9 10,5
2 3,8 6,7 3,9 6,0 28,3 58 12,5 7,5 16,9 8,6
3 3,3 43 34 55 28,2 8,8 16,0 6,7 14,4 9,3
4 3,3 5,0 31 5,3 26,1 6,8 15,1 6,7 15,8 12,9
5 3,1 6,1 3,3 8,0 258 75 14,3 8,7 12,0 11,4
6 3.3 42 3,5 5,7 25,0 7,4 11,4 11,2 14,9 13,4
7 5,3 5,1 45 6,2 215 8,5 8,0 9,7 15,9 15,4
8 5,3 4,1 5,3 4,8 252 6,1 12,9 11,1 13,9 11,2
9 4,1 4,0 6,6 6,7 215 58 135 9,7 13,7 14,5
10 6,1 5,9 5,9 8,8 213 8,7 14,7 59 10,1 12,7
Média 4,4 5,1 45 6,2 24,7 7.6 13,3 8,4 13,9 12,0

cv 28,95% 18,78% 27,78% 20,81% 10,58% 19,65% 17,50% 24,06% 16,12% 18,20%
EPM 0401 0303 039 0407 0827 0470 0739 0635 0706 0,690

Maximo = 65 6,7 6,6 8,8 28,3 10,2 16,0 11,2 16,9 15,4

Minimo 3,1 4,0 3,1 4,8 21,3 5,8 8,0 5,9 10,1 8,6

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica,
CO = Azul Brilhante de Coomassie

Tabela 64 — Inter ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de
poliacrilamida corada pelo azul brilhante de Coomassie.

DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%

p%%g Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 3,6 7,0 8,3 6,2 20,4 11,9 10,0 13,1 6,3 13,3

2 3,6 7,4 8,8 6,7 20,0 8,8 10,4 11,4 10,3 12,5

3 3,6 8,0 7,8 8,0 23,8 8,5 9,1 9,8 10,5 11,0

4 3,7 8,7 6,4 12,2 19,7 8,9 11,4 10,9 8,3 10,0

5 3,7 7,9 8,7 8,9 19,1 9,5 10,6 12,4 10,6 8,7

! 6 3,6 8,6 8,8 111 19,1 9,1 10,3 9,1 8,7 11,6
7 31 7,2 7,7 10,8 19,2 7,1 11,6 13,3 11,0 9,2

8 4.5 8,4 6,1 8,1 22,2 9,0 11,0 12,6 7,9 10,1

9 3,2 8,8 8,1 7,8 19,5 8,6 9,2 12,3 10,7 11,7

10 3,5 8,2 8,1 8,9 19,2 10,5 8,4 12,2 11,6 9,4

1 5,4 7,7 7,9 5,4 23,7 11,8 7,6 14,2 9,7 6,6

2 6,4 8,0 8,6 6,5 21,4 8,9 13,9 8,0 11,5 6,8

2 3 6,0 7,9 7,5 6,7 25,2 8,7 9,2 8,0 11,4 9,6
4 6,0 8,7 8,2 5,9 19,2 8,7 12,3 9,0 9,9 12,2



95

5 6.1 7.9 73 9.1 21,8 95 13,9 8.1 7.2 9,3
6 6,9 8,7 7,6 6,0 22,5 10,4 8,8 9,5 9.1 10,5

7 4,7 8,5 8,0 5,6 21,1 8,6 7,6 11,2 13,0 11,7

8 5,7 8,5 73 5.7 22,6 71 9,8 12,2 118 9,5

9 5,6 8,4 9,6 5,6 19,7 8,7 8,2 9,7 111 135

10 6,2 6.8 7.7 5.4 19.1 9,8 15,7 9.8 9,3 10,2

1 6,5 5,7 5,6 5,0 24,3 10,2 15,1 6,2 10,9 105

2 38 6.7 3,9 6,0 28,3 58 12,5 75 16,9 8,6

3 33 43 3.4 55 28,2 8.8 16,0 6.7 14,4 9.3

4 33 5,0 3.1 53 26,1 6.8 15,1 6,7 15,8 12,9

5 3.1 6.1 33 8,0 25,8 75 14,3 8,7 12,0 11,4
S 33 4,2 3,5 5,7 25,0 7.4 11,4 11,2 14,9 13,4
7 53 5,1 45 6.2 21,5 8,5 8,0 9,7 15,9 15,4

8 53 41 53 4,8 25,2 6.1 12,9 111 13,9 11,2

9 41 4,0 6.6 6.7 21,5 5.8 13,5 9,7 13,7 145

10 6.1 5,9 5,9 8,8 21,3 8,7 14,7 5,9 10,1 12,7
Média 4.6 71 6.8 7.1 22,2 8,6 11,4 10,0 11,3 10,9

oV 2717%  22,46% 28,03% 27,19% 1255% 17,51% 22,74% 22,52% 2321% 19,10%
EPM 0229 0290 0347 0351 0508 0276 0474 0411 0478 0,380

Méaximo =~ 6.9 8,8 9,6 12,2 28,3 11,9 16,0 14,2 16,9 15,4

Minimo =~ 3.1 4,0 3,1 4,8 19,1 58 7,6 5,9 6.3 6,6

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica,
CO = Azul Brilhante de Coomassie

Nas tabelas 65, 66, 67 e 68 encontram-se descritos os resultados individuais das
porcentagens das densidades Optica das bandas de proteinas urinaria do pool 3
obtidos na eletroforese de proteinas urinaria em gel de poliacrilamida, coradas pela
Prata, determinados em 10 corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio),
como também pelo mesmo procedimento realizadas em 3 dias consecutivos (para o
inter ensaio). A figura 18 apresenta os graficos obtidos das diferentes bandas para as
coloracdes de azul brilhante de Coomassie e Prata.

Todos os coeficientes de variacao foram superiores a 5%: para o intra ensaio a

variacao foi de 7,28 a 24,36% e para o inter ensaio de 8,86 a 24,75%.

Tabela 65 — Intra ensaio para avaliagédo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de
poliacrilamida e coradas pela Prata realizado no dia 1.

Dia1l DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%

PRATA Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

pool 3 1 2 3 4 5 6 I 8 9 10
1 4,7 4,7 4,3 6,2 29,4 115 16,2 4,3 10,7 8,1
2 3,5 34 4,1 10,1 26,6 10,8 16,9 7,5 10,0 7,0

3 4,8 4,9 4,8 7,9 26,8 8,1 17,7 4,9 12,7 7,3
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4 3,7 3,7 4,1 10,9 29,8 10,2 16,1 3,9 11,1 6,5

5 4,3 4,7 4,1 6,7 28,8 14,8 15,6 4,1 10,0 7,0

6 4,5 4,9 5,0 6.7 22,9 12,9 21,2 4,9 7,2 9,7

7 5,5 5,5 5,6 7,4 26,0 12,0 14,5 5,0 8,1 10,4

8 4,6 4,3 4,8 7.1 28,3 10,3 21,3 4,6 8,0 8,8

9 5,7 5,7 5,8 8,7 28,8 8,5 10,7 5,7 11,6 8,7

10 5,6 5,6 5,5 7.1 29,0 12,7 14,1 6,0 8,2 6,2

Média 4,7 4,7 4,8 7,9 27,6 11,2 16,4 5,1 9,8 8,0

cv 16,15% | 16,16% | 13,74% | 19,83% | 7,59% | 18,20% | 19,37% | 21,14% | 18,63% | 17,52%

EPM 0239 | 0242 | 0209 | 0495 | 0664 | 0644 | 1,005 | 0341 | 0576 | 0,441
Maximo | 5.7 5,7 5,8 10,9 29,8 14,8 21,3 7,5 12,7 10,4

Minimo 3,5 3,4 4,1 6,2 22,9 8,1 10,7 3,9 7,2 6,2

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade 6ptica

Tabela 66 — Intra ensaio para avaliagédo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de
poliacrilamida e coradas pela Prata realizado no dia 2.

Dia 2 DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%

PRATA Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

pool 3 1 2 3 4 5 6 7 8 ) 10
1 4,5 3,7 3,9 5,2 26,2 10,1 18,9 6,8 9,1 11,8

2 3,7 3,5 3,9 5,0 28,5 9,7 15,7 9,4 13,0 7,7

3 3,5 3,5 3,3 6,8 22,8 8,4 19,4 6,8 18,1 7,6

4 4,2 4,1 5,2 5,2 24,0 5,5 18,3 6,1 15,2 12,2

5 4,3 4,3 4,2 4,5 24,1 10,9 18,2 6,2 10,7 12,7

6 3,7 4,7 3,7 4,8 25,9 91 20,1 7,9 12,9 7,1

7 3,0 3,1 4,4 6,0 26,9 8,4 16,5 5,0 12,4 14,2

8 3,8 3,8 4,0 6,3 26,6 8,8 21,6 6,8 9,0 9,4

9 3,3 3,3 3,2 5,0 26,8 8,1 19,1 7,8 11,7 11,7
10 3,5 3,5 3,6 4,8 23,2 8,0 19,1 9,6 11,0 13,6
Média 3,8 3,7 3,9 54 25,5 8,7 18,7 7,2 12,3 10,8
cVv 12,83% | 12,90% | 14,96% | 13,85% | 7,28% | 16,73% | 8,94% | 19,99% | 22,53% | 24,36%
EPM 0,152 0,153 0,186 0,235 0,587 0,460 0,528 0,457 0,876 0,832
MAaximo 4,5 4,7 5,2 6,8 28,5 10,9 21,6 9,6 18,1 14,2

Vi (e 3,0 31 3,2 4,5 22,8 5,5 15,7 5,0 9,0 71

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padréo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 67 — Intra ensaio para avaliagédo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de
poliacrilamida e coradas pela Prata realizado no dia 3.

Dia 3 DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%
PRATA Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

pool 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 3,8 3,6 3,0 7,1 28,0 8,9 14,0 7,8 11,3 12,6
2 4,1 3,3 3,5 9,1 24,7 7,3 16,6 7,8 14,4 9,2

3 3,2 3,4 4,5 8,4 23,5 7,3 16,7 6,8 16,8 9,4
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4 3,8 3,7 3,5 75 22,1 10,1 16,8 5,0 17,1 10,5
5 3,5 4,4 3,5 7,8 24,0 10,2 15,4 4,0 14,7 12,5
6 3,0 4,1 4,8 7.2 25,8 8,1 17,3 6,7 13,4 9,6
7 4,1 3,1 3,9 9,0 26,3 8,4 13,6 6,7 14,0 11,1
8 3,5 3,7 3,8 73 25,1 7.1 17,9 8,6 12,9 10,1
9 3,0 3,1 3,1 7,3 28,2 8,1 15,1 6,5 12,3 13,3
10 2,8 2,9 2,7 4,1 30,9 7.9 16,6 6,2 11,0 14,9
Média 3,5 3,5 3,6 7,5 25,9 8,3 16,0 6,6 13,8 11,3
cv 13,06% | 13,46% | 18,03% | 18,60% | 10,08% | 13,16% | 8,91% | 20,63% | 14,96% | 17,04%
EPM 0,144 | 0150 | 00207 | 0,440 | 0824 | 0347 | 0451 | 0431 | 0652 | 0,609
Maximo | 4.1 4,4 4,8 9,1 30,9 10,2 17,9 8,6 171 14,9
Minimo 2,8 2,9 2,7 4,1 22,1 7.1 13,6 4,0 11,0 9,2

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade 6ptica

Tabela 68 — Inter ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de
oliacrilamida e coradas pela Prata (PR).

100 DO % DO % DIOR DO % DO % DO % DO % DO % DO % DO %
- Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banada Banda Banda Banda
A / 6 8 O 0
1 4,7 4,7 4,3 6,2 29,4 11,5 16,2 4,3 10,7 8,1
2 3,5 3,4 4,1 10,1 26,6 10,8 16,9 7,5 10,0 7,0
3 4,8 49 4,8 7,9 26,8 8,1 17,7 4,9 12,7 7,3
4 3,7 3,7 4,1 10,9 29,8 10,2 16,1 3,9 111 6,5
5 4,3 4,7 4,1 6,7 28,8 14,8 15,6 4,1 10,0 7,0
! 6 4,5 4,9 5,0 6,7 22,9 12,9 21,2 4,9 7,2 9,7
7 55 55 5,6 7,4 26,0 12,0 14,5 5,0 8,1 10,4
8 4,6 4,3 4,8 7,1 28,3 10,3 21,3 4,6 8,0 8,8
9 57 5,7 5,8 8,7 28,8 8,5 10,7 5,7 11,6 8,7
10 5,6 5,6 55 7,1 29,0 12,7 14,1 6,0 8,2 6,2
1 4,5 3,7 3,9 5,2 26,2 10,1 18,9 6,8 9,1 11,8
2 3,7 3,5 3,9 50 28,5 9,7 15,7 9,4 13,0 7,7
3 3,5 3,5 3,3 6,8 22,8 8,4 19,4 6,8 18,1 7,6
4 4,2 4,1 5,2 52 24,0 5,5 18,3 6,1 15,2 12,2
5 4,3 4,3 4,2 4,5 24,1 10,9 18,2 6,2 10,7 12,7
2 6 3,7 4,7 3,7 4,8 25,9 9,1 20,1 7,9 12,9 7,1
7 3,0 3,1 4,4 6,0 26,9 8,4 16,5 5,0 12,4 14,2
8 3,8 3,8 4,0 6,3 26,6 8,8 21,6 6,8 9,0 9,4
9 3,3 3,3 3,2 5,0 26,8 8,1 19,1 7,8 11,7 11,7
10 3,5 3,5 3,6 4,8 23,2 8,0 191 9,6 11,0 13,6
1 3,8 3,6 3,0 7,1 28,0 8,9 14,0 7,8 11,3 12,6
2 4,1 3,3 3,5 9,1 24,7 7,3 16,6 7,8 14,4 9,2
3 3 3,2 3,4 4,5 8,4 23,5 7,3 16,7 6,8 16,8 9,4
4 3,8 3,7 3,5 7,5 22,1 10,1 16,8 5,0 17,1 10,5
5 3,5 4,4 3,5 7,8 24,0 10,2 15,4 4,0 14,7 12,5
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6 3,0 41 4,8 7,2 25,8 8,1 17,3 6,7 13,4 9,6
7 4,1 3,1 3,9 9,0 26,3 8,4 13,6 6,7 14,0 11,1
8 3,5 3,7 3,8 7,3 25,1 7.1 17,9 8,6 12,9 10,1
9 3,0 3,1 3,1 7,3 28,2 8,1 15,1 6,5 12,3 13,3
10 2,8 2,9 2,7 4,1 30,9 7,9 16,6 6,2 11,0 14,9
Média = 4.0 4,0 41 6,9 26,3 9,4 17,0 6,3 12,0 10,0
cv | 19,30% | 19,53% | 19,31% | 24,16% | 8,86% | 21,23% | 14,45% | 24,66% | 23,00% | 24,75%
EPM | 0140 | 0,143 | 0,146 | 0,305 | 0426 | 0364 | 0449 | 0284 | 0502 | 0453
Maximo | 5.7 5,7 5,8 10,9 30,9 14,8 21,6 9,6 18,1 14,9
Minimo | 2.8 2,9 2,7 4,1 22,1 55 10,7 3.9 7,2 6,2

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrao da média, DO = Densidade 6ptica,

PR = Prata

Figura 18 - Gréficos de resultados do pool 3 de amostras de urina coradas pelo azul brilhante
de Coomassie e pela Prata, analisados pelo Vision Works.
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Os valores individuais das porcentagens das densidades Optica das proteinas

urinéarias do pool 3, avaliados pela eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas

pelo Stain-Free®, estédo dispostos nas tabelas 69, 70, 71 e 72. As densidades Optica

foram determinadas em 10 corridas eletroforéticas no mesmo dia (para o intra ensaio),

como também o mesmo procedimento foi realizado em 3 dias consecutivos (para o

inter ensaio).

Os coeficientes de variagcao foram menores em comparacgao aos observados nas

coloracdes pelo azul brilhante de Coomassie e a Prata, e no intra ensaio o CV variou
de 2,20 a 27,73%, sendo que nas bandas 5, 7 e 10, do dia 1, o CV foi inferior a 5%,
como também nas bandas 5 e 7 do dia 3. No relativo ao inter ensaio, a variacdo do

CV foi de 4,16 a 24,68% e em apenas uma banda o CV foi menor que 5%, banda 7

com o valor de 4,16%.
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Tabela 69 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade Optica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de

Dia 1

poliacrilamida e coradas

pelo Stain-Free® realizado no dia 1.

Stain- DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%

Free® Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda
e 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0,9 0,6 1,2 13,6 20,9 3,6 34,4 2,4 8,5 13,9

2 0,6 0,4 1,2 13,0 21,4 3,2 33,3 2,7 10,2 14,0

3 0,8 0,7 1,6 12,2 20,6 3,1 34,7 2,5 10,2 13,6

4 0,8 0,5 1,4 12,7 21,3 3,1 31,9 2,6 11,8 13,8

5 0,7 0,4 1,4 13,3 21,9 3,3 31,3 2,6 11,1 13,8

6 0,6 0,5 1,6 13,0 21,8 3,1 31,5 2,8 11,2 13,8

7 0,7 0,5 0,9 15,2 19,9 3,0 31,5 2,5 11,6 14,3

8 0,6 0,5 1,7 13,3 21,1 29 32,2 3,2 10,5 13,9

9 0,6 0,5 1.3 13,6 21,5 2,4 32,8 2,8 10,4 14,2

10 0,7 0,4 1.3 11,6 18,7 3,3 34,9 29 11,2 14,9

Média 0,7 0,5 1,4 13,1 20,9 31 32,9 2,7 10,7 14,0
cVv 14,17% | 19,75% | 17,97% | 7,26% 4,67% 9,67% 4,23% 8,11% 8,89% 2,68%
EPM 0,032 0,031 0,078 0,302 0,309 0,095 0,439 0,069 0,300 0,119

Maximo 0,9 0,7 1,7 15,2 21,9 3,6 34,9 3,2 11,8 14,9

Minimo 0,6 0,4 0,9 11,6 18,7 2,4 31,3 2,4 8,5 13,6

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 70 — Intra ensaio para avaliagdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de

Dia 2

poliacrilamida e coradas

pelo Stain-Free® realizado no dia 2.

Stain- DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%

Free® Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda
e 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0,8 0,5 1,6 15,2 20,7 3,2 33,5 3,4 6,5 14,5

2 0,8 0,7 2,0 16,3 20,7 29 29,3 31 8,8 15,6

3 0,6 0,5 1.3 14,0 21,4 4,0 31,9 2,5 9,0 14,8

4 1,0 0,9 1,4 12,3 20,9 4,1 31,1 3,9 8,8 15,4

5 0,7 0,5 1,7 14,5 19,5 3,4 32,6 2,9 8,2 16,1

6 1,0 0,5 1,5 14,6 19,1 2,7 32,9 2,8 8,6 16,2

7 0,9 0,8 0,9 14,6 19,9 3,1 34,3 2,4 7,4 15,7

8 0,5 0,4 1,6 15,9 19,8 2,8 32,8 3,3 6,8 16,0

9 0,8 0,8 15 16,8 22,6 3,0 29,7 2,6 8,1 14,1

10 0,7 0,5 15 13,7 21,7 2,7 34,2 2,7 5,9 16,4

Média 0,8 0,6 1,5 14,8 20,6 3,2 32,2 3,0 7.8 15,5
cVv 19,99% @ 27,73% | 18,33% @ 8,89% 526% | 15,64% | 5,42% | 1597% @ 14,11% @ 5,01%
EPM 0,049 0,053 0,087 0,416 0,343 0,158 0,552 0,150 0,349 0,245

Maximo 1,0 0,9 2,0 16,8 22,6 4,1 34,3 3,9 9,0 16,4

Minimo 0,5 0,4 0,9 12,3 19,1 2,7 29,3 2,4 5,9 14,1

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
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Legenda: CV = Coeficiente de Varia¢do, EPM = Erro padrédo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 71 — Intra ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinaria pela eletroforese em gel de
poliacrilamida e coradas pelo Stain-Free® realizado no dia 3.

Sl?ti.:ir?- DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%
Free® Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda
ool 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 1,1 0,4 1,7 14,3 20,7 3.4 32,7 2,6 10,4 12,6
2 0,9 0,4 1.3 12,5 20,2 4,5 30,9 2,6 13,2 13,6
3 0,9 0,5 1,1 11,4 19,4 55 32,5 2,6 12,3 13,7
4 0,8 0,6 1,6 13,8 19,6 3,3 31,7 2,5 12,3 13,8
5 0,7 0,5 1,3 13,1 19,0 4,6 31,6 2,5 12,6 14,2
6 0,8 0,4 1,2 13,4 19,1 4,2 31,5 2,3 13,0 14,2
7 0,7 0,5 1,3 12,5 19,2 4,1 32,3 2,4 12,6 14,4
8 0,9 0,6 1,6 13,5 18,7 4,2 315 2,7 12,6 13,8
9 1,0 0,6 11 12,4 18,0 3,9 32,9 2,6 12,4 15,1
10 1,0 0,4 0,9 11,7 18,4 4,6 32,9 19 11,5 16,7

Média 0,9 0,5 1,3 12,9 19,2 42 32,1 2,5 12,3 14,2

cv 16,83%  16,67% 19,79% 7,22%  4,18%  1514% 220% 9,07% @ 656% | 7,62%
EPM 0,046 0,025 0,082 0294 0254 0203 0223 0071 0255 0,342

Maximo 1,1 0,6 1,7 14,3 20,7 55 32,9 2,7 13,2 16,7

Minimo 0,7 0,4 0,9 11,4 18,0 3.3 30,9 1,9 10,4 12,6

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variagdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica

Tabela 72 — Inter ensaio para avaliacdo das porcentagens de densidade 6ptica do pool 3 (RPC
= 14,41) das bandas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 das proteinas urinéria pela eletroforese em gel de
poliacrilamida e coradas pelo Stain-Free®.

D Pool3 DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO% DO%
| Stain- Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda Banda

A Free® 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0,9 0,6 1,2 13,6 20,9 3,6 34,4 2,4 8,5 13,9
2 0,6 0.4 1,2 13,0 21,4 3,2 33,3 2,7 10,2 14,0
3 0,8 0,7 1,6 12,2 20,6 3,1 34,7 2,5 10,2 13,6
4 0,8 0,5 14 12,7 21,3 31 31,9 2,6 11,8 13,8
5 0,7 0,4 14 13,3 21,9 3,3 31,3 2,6 111 13,8
! 6 0,6 0,5 1,6 13,0 21,8 3,1 31,5 2,8 11,2 13,8
7 0,7 0,5 0,9 15,2 19,9 3,0 31,5 2,5 11,6 14,3
8 0,6 0,5 1,7 13,3 21,1 2,9 32,2 3,2 10,5 13,9
9 0,6 0,5 13 13,6 21,5 2,4 32,8 2,8 10,4 14,2
10 0,7 0,4 13 11,6 18,7 3,3 34,9 2,9 11,2 14,9
1 0,8 0,5 1,6 15,2 20,7 3,2 33,5 3,4 6,5 14,5
2 0,8 0,7 2,0 16,3 20,7 2,9 29,3 3,1 8,8 15,6
2 3 0,6 0,5 13 14,0 21,4 4,0 31,9 2,5 9,0 14,8
4 10 0,9 1,4 12,3 20,9 4,1 31,1 3,9 8,8 15,4
5 0,7 0,5 1,7 14,5 19,5 3,4 32,6 2,9 8,2 16,1
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Média
Ccv
EPM
Maximo

Minimo

1,0 0,5 15 14,6
0,9 0,8 0,9 14,6
0,5 0,4 1,6 15,9
0,8 0,8 15 16,8
0,7 0,5 15 13,7
11 0,4 1,7 14,3
0,9 0,4 1,3 12,5
0,9 0,5 11 11,4
0,8 0,6 1,6 13,8
0,7 0,5 1,3 13,1
0,8 0,4 1,2 13,4
0,7 0,5 1,3 12,5
0,9 0,6 1,6 13,5
1,0 0,6 11 12,4
1,0 0,4 0,9 11,7
0,8 0,5 1,4 13,6
18,96% | 24,68% | 18,91% | 9,98%
0,027 0,024 0,048 0,248
11 0,9 2,0 16,8
0,5 04 0,9 11,4

19,1 2,7
19,9 3,1
19,8 2,8
22,6 3,0
21,7 2,7
20,7 3,4
20,2 4,5
19,4 55
19,6 3,3
19,0 4,6
19,1 4,2
19,2 4,1
18,7 4,2
18,0 3,9
18,4 4,6
20,3 3,5
5,90% | 20,13%
0,218 0,129
22,6 55
18,0 2,4

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: CV = Coeficiente de Variacdo, EPM = Erro padrdo da média, DO = Densidade Optica

5.3

32,9 2,8
34,3 2,4
32,8 3,3
29,7 2,6
34,2 2,7
32,7 2,6
30,9 2,6
32,5 2,6
31,7 25
31,6 2,5
31,5 2,3
32,3 2,4
315 2,7
32,9 2,6
32,9 19
32,4 2,7
4,16% | 13,76%
0,246 0,068
34,9 3,9
29,3 1.9
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8,6 16,2
7,4 15,7
6,8 16,0
8,1 14,1
5,9 16,4
10,4 12,6
13,2 13,6
12,3 13,7
12,3 13,8
12,6 14,2
13,0 14,2
12,6 14,4
12,6 13,8
12,4 15,1
115 16,7
10,3 14,6
20,43% | 6,93%
0,382 0,184
13,2 16,7
59 12,6

Coeficiente de variagdo das amostras de urina dos pools 1,2e 3

As tabelas 73, 74 e 75 apresentam a compilacdo dos coeficientes de variagéo

dos pesos moleculares e das densidades 6pticas obtidos na eletroforese de proteinas

urinaria em gel de poliacrilamida, nas diferentes coloragdes ou no marcador de

bandas, determinadas em trés dias subsequentes e realizadas para a amostra de pool

1 (intra e inter ensaios).

e inter ensaios do pool 1, se

Tabela 73 - Coeficientes de variagdo dos pesos moleculares, das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 do intra
undo as diferentes coloracdes e método de marcacdo de bandas.

pool 1 BANDA 1 BANDA 2 BANDA 3 BANDA 4 BANDA 5
PM D1 [ D2 [ D3 | D1 [ D2 [ D3 [ D1 [ D2 [ D3 [ D1 [ D2 [ D3 | D1 | D2 | D3
co (T?\é‘;f 2,73 155 1,15|098 063 248|150 1,40 222|142 139 615|123 183 224
PR (T?\st 263 089 084|066 141 058|129 109 092|294 179 139|121 138 1,24
ST (%\Fg‘;f 260 093 1,15|1,60 079 099 |1,88 1,86 141|167 080 100|141 1,71 1,09
D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3
CV% PM CV% PM CV% PM CV% PM CV% PM
TER | MIN/MAX | TER | MIN/MAX | TER | MIN/MAX | TER | MIN/MAX | TER | MIN/MAX
co 1,90 | 93-99 | 2,06 | 61-67 | 350 | 51-58 | 3,95 | 32-41 | 4,08 | 26-30
PR 423 | 86-99 | 243 | 62-68 | 243 | 53-58 | 585 | 31-37 | 529 | 25-29
ST 332 | 87-98 | 255 | 61-67 | 325 | 51-55 | 369 | 31-35 | 3,73 | 25-29




Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: PM = Peso Molecular, CV% TRA = Coeficiente de Variagdo Intra ensaio, CV% TER =
Coeficiente de Variacado Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias.
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Tabela 74 - Coeficientes de variagcdo das porcentagens das densidades 6ptica das bandas 1, 2

e 3 dointra e inter ensaios do pool 1, segundo as diferentes coloracdes.

pool 1 BANDA 1 BANDA 2 BANDA 3
DO D1 | b2 | D3 D1 [ D2 | D3 D1 | b2 | D3
co (T?\Fg"f 523 7,16 5,84 8,21 8,11 754 | 1599 19,60 14,36
PR %ZO 539 961 10,73 9,04 6,44 865 | 1503 17,56 17,67
ST g\é% 810 346 583 | 11,08 1297 971 | 1586 16,15 13,19
D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3

CV% %DO CV% %DO CV% %DO

TER MIN-MAX TER MIN-MAX TER MIN-MAX
co 6,14 26,2-33,8 | 7,88 25,7 — 34,8 17,18 53-12,6
PR 8,78 22,6-31,2 | 843 22,2-35,9 21,53 5,9-14,3
ST 6,10 26,2 34,1 12,12 18,2 -32,3 14,83 6,8-12,8

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: DO = Densidade Optica, CV% TRA = Coeficiente de Variacéo Intra ensaio, CV% TER
= Coeficiente de Variacao Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias,
MIN = Minimo, MAX = Maximo.

Tabela 75 - Coeficientes de variacdo das porcentagens das densidades 6ptica das bandas 4 e

5 do intra e inter ensaios do pool 1, segundo as diferentes coloracdes.

pool 1 BANDA 4 BANDA 5
DO D1 | b2 | D3 D1 | b2 | D3

co g\é‘? 1856 8,14 1842 | 16,63 12,32 8,28

PR %‘Zﬂ 17,34 16,30 13,52 | 11,46 4,67 9,24

ST %;/f 12,84 1423 16,82 | 9,03 11,23 10,27

D1, D2 e D3 D1, D2 e D3

CV% %DO CV% %DO
TER MIN-MAX TER MIN-MAX

co 16,57 10,5-19,1 13,06 13,7-22,1

PR 15,30 10,7 - 18,9 10,01 14,0-21,6

ST 15,24 13,4 — 23,3 10,64 14,0 -22,1

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: DO = Densidade optica, CV% TRA = Coeficiente de Variagdo Intra ensaio, CV% TER
= Coeficiente de Variacéo Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias, MIN
= Minimo, MAX = Maximo.

Os coeficientes de variagao do intra ensaio do pool 1, no referente aos pesos

moleculares, em todas as coloracdes (azul brilhante de Coomassie, Prata e Stain-

Free®), foram inferiores a 5% em todas as bandas de proteinas. Em relacao ao inter

ensaio, somente na coloracao pela Prata foi detectado coeficiente de variagcado acima

de 5% nas bandas de menor peso molecular (Bandas 4 e 5, CV = 5,85 a 5,29%

respectivamente).
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Em relacéo a avaliacdo do intra ensaio das porcentagens de densidade Optica
das bandas referentes aos pesos moleculares nas trés coloracdes do gel de
poliacrilamainda, os coeficientes de variacdo foram superiores a 5% em todos 0s
ensaios, a exce¢ao na banda 5 no intra ensaio do dia 2 com a coloragao de Prata e a
banda 1 no dia 2 com o Stain-Free®. Quanto ao inter ensaio, todos os coeficientes de
variacdo foram superiores a 5%, observando-se valores maximos de até 21,53%. Os
maiores coeficientes de variacdo foram observados em todas as coloragoes,
principalmente nas bandas 3 e 4, sendo que foi detectado para a coloragcéo Prata o
maior coeficiente de variacdo na banda 3.

Nas tabelas 76, 77 e 78 estdo descritos os coeficientes de variacdo dos pesos
moleculares e das porcentagens da densidade Optica referentes as trés coloracfes
dos tracados eletroforéticos para as avalicdes do intra e inter ensaios para a amostra

de urina do pool 2.

Tabela 76 - Coeficientes de variagdo dos pesos moleculares das bandas 1, 2, 3,4 e 5 do intra
e inter ensaios do pool 2, segundo as diferentes coloraces.

pool 2 BANDA 1 BANDA 2 BANDA 3 BANDA 4 BANDA 5
PM D1 [ D2 [ D3 | D1 | D2 [ D3 [ D1 [ D2 [ D3 | D1 |D2][D3|D1]D2]D3
co g\é"’f 148 1,74 098|189 1,34 099 [372 101 083|464 215 072|366 2,38 148
PR g\é‘ﬁ) 234 219 135|103 237 303|111 223 149|275 237 204|528 242 212
ST g\é‘f 065 090 089|068 079 116 |38 089 073|149 142 063|141 152 2,08
D1, D2 e D3 D1,D2 e D3 D1, D2 e D3 D1,D2 e D3 D1,D2 e D3
CV% | PM [CV%| PM |[CV% | PM [CV%| PM |[CV% | PM
TER | MIN'MAX | TER | MINIMAX | TER | MIN/MAX | TER | MINIMAX | TER | MIN/MAX
co 151 | 73-77 [ 1,98 | 62-68 | 3,29 | 50-57 | 332 | 33-38 | 3,41 | 26-29
PR 2,65 | 69-76 | 2,71 | 61-67 | 2,17 | 52-57 | 321 | 31-36 | 3,52 | 25-29
ST 1,02 | 73-76 | 1,78 | 62-66 | 2,30 | 53-58 | 1,26 | 32-34 | 2,02 | 25-27

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: PM = Peso Molecular, CV% TRA = Coeficiente de Variagéo Intra ensaio, CV% TER =
Coeficiente de Variacao Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias.

Tabela 77 - Coeficientes de variagdo das porcentagens de densidades Optica das bandas 1, 2

e 3 dointra e inter ensaios do pool 2, segundo as diferentes coloraces.

pool 2 BANDA 1 BANDA 2 BANDA 3
DO D1 | D2 | D3 D1 | D2 | D3 DI | D2 D3
co %"Aﬁ) 719 529 884 6,76 714 372 | 1994 13,09 11,15
pr | €V% | 1408 574 8,09 5,22 667 4,15 | 1234 10,64 1985
TRA
ST %"Aﬁ) 441 318 8,74 3,38 420 571 | 7,31 12,70 14,08
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D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3
CV% %DO CV% %DO CV% %DO
TER MIN-MAX TER MIN-MAX TER MIN-MAX
CcoO 7,97 16,4 -22,8 6,93 33,0-40,9 18,47 10,4-21,1
PR 9,74 14,4 -229 5,57 32,3-42,0 19,48 8,1-19/4
ST 6,30 18,8 — 24,5 4,75 30,3-37,5 11,40 8,2-13/4

Legenda: DO = Densidade optica, CV% TRA = Coeficiente de Variagao Intra ensaio, CV% TER
= Coeficiente de Variacéo Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias, MIN
= Minimo, MAX = Maximo.

Tabela 78 - - Coeficientes de variagédo das porcentagens de densidades 6ptica das bandas 4 e
5 do intra e inter ensaios nos dias 1, 2 e 3 do pool 2, segundo as diferentes coloragées.

pool 2 BANDA 4 BANDA 5
DO D1 | D2 | D3 D1 | D2 | D3
co | CV% | 2413 1966 12,44 | 17,93 19,17 12,02
TRA
pr | €Y% | 1201 1582 1846 | 1602 16,70 9,93
TRA
sT | V% | 670 985 957 | 1301 11,25 10,47
TRA
D1, D2 e D3 D1, D2 e D3
CV% %DO CV% %DO
TER MIN-MAX TER MIN-MAX
co 20,30 82-2111 16,88 9,8-19,.2
PR 16,10 9,4-17,0 20,23 9,8 — 23,4
ST 8,59 13,8-18,9 11,29 | 149-21,4

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: DO = Densidade éptica, CV% TRA = Coeficiente de Variacdo Intra ensaio, CV% TER
= Coeficiente de Variacéo Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias, MIN
= Minimo, MAX = Maximo.

Em relac&o ao intra ensaio na avaliacdo dos pesos moleculares do pool 2, o
coeficiente de variacdo foi inferior a 5% para todas as coloracfes, com excec¢ao
apenas para a banda 5 no dia 1 para a coloracdo Prata. Para o inter ensaio, 0s
coeficientes de variacdo foram menores que 5% em todas as colora¢des para todas
as bandas (1, 2, 3,4 e 5).

Quanto a avaliacdo das porcentagens das densidades Opticas em todas as
coloracdes foram detectados coeficientes de variacdo superiores a 5% para o intra
ensaio, sendo que valores maiores que 10% foram observados a partir da banda 3,
exceto a banda 1 no dia 1 na coloracgéo Prata , e sendo observado principalmente para
as coloracgdes azul brilhante de Coomassie (banda 3 no dia 1, banda 4 nos dias 1 e 2
e banda 5 no dia 2) e Prata (banda 3 no dia 3); o Stain-free® foi 0 que apresentou
menor coeficiente de variacdo em todas as bandas. No referente ao inter ensaio do
pool 2 para as porcentagens das densidades 6pticas em todas as coloragfes, 0s

coeficientes de variacdo foram maiores que 5%, sendo que os maiores coeficientes
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foram observados a partir da banda 3, principalmente para as coloracdes azul

brilhante de Coomassie e Prata; o Stain-Free® apresentou os menores coeficientes

de variacdo quando comparados aos observados nas coloracdes de azul brilhante de

Coomassie e Prata.

Nas tabelas 79, 80, 81, 82 e 83 estédo apresentados, no referente a amostra de

urina do pool 3, os coeficientes de variacdo dos pesos moleculares e das

porcentagens da densidade Optica das trés coloracfes empregadas nos tracados

eletroforéticos para as avali¢cdes do intra e inter ensaios.

Tabela 79 - Coeficientes de variagdo dos pesos moleculares das bandas 1, 2, 3, 4 e 5 do intra
e inter ensaios do pool 3, segundo as diferentes coloracdes.

pool 3 BANDA 1 BANDA 2 BANDA 3 BANDA 4 BANDA 5
PM D1 [ D2 | D3 | D1 [ D2 [ D3 | D1 [ D2 | D3 [ D1 | D2 [ D3| D1]|D2] D3
co CTJ\F/&) 1,84 1,96 2,03 |445 243 413|448 146 338 |207 152 132|256 087 1,73
PR g\é‘f 2,30 252 216|441 165 228|602 1,77 206 207 078 118|117 3,33 2,33
ST CTJ\F/;K) 0,83 1,26 295|202 244 286|074 106 201 |1,07 058 160|203 061 1,92
D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3
CV% PM CV% PM CV% PM CV% PM CV% PM
TER | MIN/MAX | TER | MIN/MAX | TER | MIN/MAX | TER | MIN/IMAX | TER | MIN/MAX
co 2,41 | 132-146 | 4,07 | 101-118 | 448 | 81-97 | 283 | 67-75 | 2,46 | 60-67
PR 4,26 | 129-151 | 4,62 | 107-127 | 4,35 | 86-106 | 1,80 | 69-75 | 3,33 | 58-66
ST 1,97 | 133-144 | 2,44 | 108-119 | 1,37 | 91-98 | 119 | 72-75 | 161 | 59-63

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: PM = Peso Molecular, CV% TRA = Coeficiente de Variacdo Intra ensaio, CV% TER =
Coeficiente de Variacao Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias.

Tabela 80 - Coeficientes de variacdo dos pesos moleculares das bandas 6, 7, 8, 9 e 10 do intra
e inter ensaios do pool 3, segundo as diferentes coloraces.

pool 3 BANDA 6 BANDA 7 BANDA 8 BANDA 9 BANDA 10
PM D1 [ D2 [ D3 | D1 | D2 [ D3 [ D1 [ D2 [ D3 | D1 |D2][D3|D1]D2]D3
cO ?_\é(ﬁ’ 1,82 086 163|126 041 159|350 1,25 1,13 |1,79 128 215|655 0,69 1,03
PR (_f_\é%’ 09 105 092|128 119 054|176 0,77 099|126 132 1,10 | 248 1,79 1,19
ST 'CI'\IQZ(\) 1,00 102 187|112 050 173|091 049 160|140 0,77 1,87 |1,28 0,76 1,83
D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3
CV% PM CV% PM CV% PM CV% PM CV% PM
TER | MIN/MAX | TER | MIN/MAX | TER | MIN/MAX | TER | MIN/MAX | TER | MIN/MAX
Cco 2,77 | 54-59 | 2,03 | 48-52 | 281 | 31-35 | 2,15 | 25-28 | 4,07 | 20-25
PR 158 | 54-57 | 160 | 49-52 | 1,40 | 32-34 | 128 | 26-28 | 2,03 | 23-25
ST 1,41 | 53-56 | 1,25 | 48-51 | 1,10 | 33-35 | 1,63 | 26-28 | 1,66 | 22-24
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: PM = Peso Molecular, CV% TRA = Coeficiente de Variacdo Intra ensaio, CV% TER =
Coeficiente de Variacéo Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias.
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Tabela 81 - Coeficientes de variagéo das porcentagens das densidades Optica das bandas 1,
2, 3 e 4 dointra e inter ensaios do pool 3, segundo as diferentes coloracdes.

pool 3 BANDA 1 BANDA 2 BANDA 3 BANDA 4
DO D1 | D2 | D3 D2 | D3 | D3 D1 | D2 | D3 D1 | D2 | D3
co C{‘\é‘f 10,70 10,17 28,95 | 7,88 7,27 18,78 | 12,24 8,92 27,78 | 21,94 17,70 20,81
PR f{‘\é‘f 16,15 12,83 13,06 | 16,16 12,90 13,46 | 13,74 14,96 18,03 | 19,83 13,85 18,60
ST CTi\F/;ﬁ) 14,17 19,99 16,83 | 19,75 27,73 16,67 | 17,97 18,33 19,79 | 7,26 8,89 7,22

D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3

0

CV% %DO CV% %DO CV% ,\/;ﬁ\f CV% %DO
TER MIN-MAX | TER MIN-MAX TER MAX TER MIN-MAX
co 27,17 31-6,9 |2246| 4,0-8,8 28,03 31-96 | 27,19 | 48-12,2
PR 19,30 28-57 |19,53 29-57 19,31 27-58 | 24,16 | 4,1-10,9
ST 18,96 05-1,1 |24,68 0,4-0,9 18,91 09-20| 998 |11,4-16,8

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: DO = Densidade optica, CV% TRA = Coeficiente de Variac¢éo Intra ensaio, CV% TER
= Coeficiente de Variacéo Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias, MIN
= Minimo, MAX = Maximo.

Tabela 82 - Coeficientes de variacdo das porcentagens das densidades Optica das bandas 5,

6 e 7 do intra e inter ensaios do pool 3, segundo as diferentes coloracdes.
pool 3 BANDA 5 BANDA 6 BANDA 7
DO D1 [ D2 | D3 D1 | D2 | D3 D1 | D2 | D3
co g\é‘f 780 9,07 1058 | 13,89 1369 19,65 | 999 27,80 17,50
pr | €V% | 759 728 10,08 | 1820 16,73 13,16 | 1937 8,94 8,91
TRA
ST CT3\F/2‘Z? 467 526 4,18 9,67 1564 1514 | 4,23 5,42 2,20
D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3
CV% %DO CV% %DO CV% %DO
TER MIN-MAX TER MIN-MAX TER MIN-MAX
co 1255 | 19,1-283 | 17,51 58-11,9 22,74 7,6 -16,0
PR 8,86 22,1-30,9 | 21,23 55-14,8 14,45 10,7 - 21,6
ST 5,90 18,0-22,6 | 20,13 2,4-55 4,16 29,3 -34,9

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
Legenda: DO = Densidade optica, CV% TRA = Coeficiente de Variagdo Intra ensaio, CV% TER
= Coeficiente de Variacao Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias, MIN
= Minimo, MAX = Maximo.

Tabela 83 - Coeficientes de variacao das porcentagens das densidades Optica das bandas 8,
9 e 10 do intra e inter ensaios do pool 3, segundo as diferentes coloracdes.

pool 3 BANDA 8 BANDA 9 BANDA 10

DO D1 | D2 | D3 D1 | D2 | D3 D1 | D2 | D3

co %‘K’ 11,99 20,26 24,06 | 17,63 16,07 16,12 | 1398 21,75 18,20

pr | V% | 21,14 1999 2063 | 1863 2253 1496 | 17,52 24,36 17,04
TRA

ST %‘Z? 8,11 1597 9,07 889 1411 656 | 268 5,01 7,62
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D1, D2 e D3 D1, D2 e D3 D1, D2 e D3
CV% %DO CV% %DO CV% %DO
TER MIN-MAX TER MIN-MAX TER MIN-MAX
CcO 22,52 59-14,2 23,21 6,3-16,9 19,10 6,6 —15,4
PR 24,66 3,9-9,6 23,00 7,2-18,1 24,75 6,2-14,9
ST 13,76 19-39 20,43 59-13,2 6,93 12,6 — 16,7

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Legenda: DO = Densidade optica, CV% TRA = Coeficiente de Variagdo Intra ensaio, CV% TER
= Coeficiente de Variacéo Inter ensaio, CO = Coomassie, PR = Prata, ST = Stain-free®, D = Dias, MIN
= Minimo, MAX = Maximo.

Para o intra ensaio do pool 3, no referente aos pesos moleculares, foram
detectados coeficientes de variacdo menores que 5% em todas as coloracfes nas
bandas de proteina em sua grande maioria, com excec¢ao da coloracao pela Prata na
banda 3 do dia 1, e pelo azul brilhante de Coomassie, na banda 10 do dia 1. No inter
ensaio, os coeficientes de variacado foram inferiores a 5% em todas as coloragfes e
bandas (1 a 10). Em relacéo ao coeficiente de variacdo da percentagem de densidade
Optica, no intra ensaio, referente a todas as coloracfes, somente a coloracdo pelo
Stain-Free® apresentou o coeficiente de variagao inferior a 5%. No inter ensaio, 0
coeficiente de variagéo superior a 5% foi observado em todas as coloracdes avaliadas
no gel em poliacrilamida, entretanto nas bandas 5, 7 e 10 do dia 1 e as bandas5e 7
no dia 3 o coeficiente de variacdo observado no Stain-Free® foi inferior a 5%. No
atinente ao inter ensaio, em todas as coloracdes e bandas, os coeficientes de variacao
foram maiores que 5%, exceto a banda 7 no Stain-Free®. Para o Stain-Free® (banda
4), a Prata e Stain-Free® (banda 5) e o Stain-Free® na banda 10 apresentaram

coeficientes de variacao entre 5% a 10%, sendo os demais acima de 10%.

5.4 Analise estatistica dos pools
A analise estatistica pela ANOVA para a avaliagdo dos pesos moleculares na
amostra de urina do pool 1, comparando-se as trés marcacdes de bandas de proteinas
para a eletroforese em gel de poliacrilamida, esta descrita nas tabelas 84, 85, 86, 87
e 88. Observa-se que o sistema Stain-Free® apresentou diferenca significante com a
coloragdo pela Prata nas bandas 2 e 3, como também com o azul brilhante de

Coomassie, mas somente para a banda 3.
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Tabela 84 - Estatistica do peso molecular da banda 1, do pool 1 (RPC = 0,04), segundo a
comparacdo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Analise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 85 - Estatistica do peso molecular da banda 2, do pool 1 (RPC = 0,04), segundo a
comparacdo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P<0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 86 - Estatistica do peso molecular da banda 3, do pool 1 (RPC = 0,04) , segundo a
comparacéo com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,01 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 87 - Estatistica do peso molecular da banda 4, do pool 1 (RPC = 0,04), segundo a
comparacdo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinéarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,01 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 88 - Estatistica do peso molecular da banda 5, do pool 1 (RPC = 0,04) , segundo a
comparacéo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,0
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

bY

No relativo & avaliacdo estatistica da porcentagem de densidade Optica das
bandas de proteinas na comparacao das trés coloracbes/marcacdes de bandas na
eletroforese em gel de poliacrilamida, referente as diferentes bandas dos pesos
moleculares do pool 1, esta apresentada nas tabelas 89, 90, 91,92 e 93. Nota-se que
a coloracado Stain-Free® foi o que apresentou diferenca significante com o azul

brilhante de Coomassie nas bandas 2 e 4 e com a Prata nas bandas 1 e 4. A diferenga
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das coloracdes do azul brilhante de Coomassie com a Prata somente foi detectada na

banda 1.

Tabela 89 - Estatistica da porcentagem da densidade éptica da banda 1, do pool 1 (RPC =
0,04), segundo a comparacao com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,05
Stain-Free® P>0,05 P<0,01

Analise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 90 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 2, do pool 1 (RPC =

0,04), segundo a comparacao com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinérias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,001 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 91 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 3, do pool 1 (RPC =

0,04), segundo a comparacdo com 0os métodos de coloragdo da eletroforese de proteinas.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 92 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 4, do pool 1 (RPC =

0,04), segundo a comparacao com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 93 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 5, do pool 1 (RPC =

0,04), segundo a comparacao com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Analise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

No relativo a avaliacdo dos pesos moleculares da eletroforese de proteinas

urinéria do pool 2, somente foi observada diferenca entre o Stain-Free® com o azul
brilhante de Coomassie na banda 5 (tabelas 94, 95, 96, 97 e 98).
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Tabela 94 - Estatistica do peso molecular da banda 1, do pool 2 (RPC = 1,48), segundo a
comparacédo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urindrias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Analise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 95 - Estatistica do peso molecular da banda 2, do pool 2 (RPC = 1,48), segundo a
comparacdo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 96 - Estatistica do peso molecular da banda 3, do pool 2 (RPC = 1,48), segundo a
comparacéo com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 97 - Estatistica do peso molecular da banda 4, do pool 2 (RPC = 1,48), segundo a
comparacdo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 98 - Estatistica do peso molecular da banda 5, do pool 2 (RPC = 1,48), segundo a
comparacéo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,001 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Quanto a porcentagem da densidade Optica na comparacdo entre as
coloragcées/marcacgéao de bandas na eletroforese do pool 2 (tabelas 99, 100, 101, 102
e 103), diferencas foram detectadas em relacéo ao Stain-Free® com o azul brilhante
de Coomassie e a Prata nas bandas 2, 3 e 4, e na banda 5 foi observada diferenca do

Stain-Free® com a Prata, como também a Prata com o azul brilhante de Coomassie.
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Tabela 99 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 1, do pool 2 (RPC =
1,48), segundo a comparacéo com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Analise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 100 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 2, do pool 2 (RPC =
1,48), segundo a comparagdo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 101 - Estatistica da porcentagem da Densidade Optica da banda 3, do pool 2 (RPC =
1,48), segundo a comparagcdo com 0s métodos de coloragdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 102 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 4, do pool 2 (RPC =
1,48), segundo a comparacdo com os métodos de coloracao da eletroforese de proteinas urinérias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,05 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 103 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 5, do pool 2 (RPC =
1,48), segundo a comparagdo com os métodos de coloragdo da eletroforese de proteinas urindrias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,001
Stain-Free® P>0,05 P<0,01

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Na andlise estatistica dos pesos moleculares do pool 3 (RPC = 14,41), nas
bandas detectadas pelas trés diferentes coloragdes/marcacédo de bandas do gel em
poliacrilamida, o sistema Stain-Free® foi diferente do azul brilhante de Coomassie
somente na banda 3, e o Stain-Free® com a Prata somente na banda 5. A coloragéo
pela Prata foi diferente com o azul brilhante de Coomassie nas bandas 2, 3 e 10
(Tabelas 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112 e 113).
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Tabela 104 — Estatistica do peso molecular da banda 1, do pool 3 (RPC = 14,41), segundo a
comparacédo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Analise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 105 - Estatistica do peso molecular da banda 2, do pool 3 (RPC = 14,41), segundo a
comparacédo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,01
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 106 - Estatistica do peso molecular da banda 3, do pool 3 (RPC = 14,41), segundo a
comparacéo com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,01
Stain-Free® P<0,01 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 107 - Estatistica do peso molecular da banda 4, do pool 3 (RPC = 14,41), segundo a
comparacdo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 108 - Estatistica do peso molecular da banda 5, do pool 3 (RPC = 14,41), segundo a
comparacéo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,05 P<0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 109 - Estatistica do peso molecular da banda 6, do pool 3 (RPC = 14,41), segundo a
comparacdo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
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Tabela 110 - Estatistica do peso molecular da banda 7, do pool 3 (RPC = 14,41), segundo a
comparacédo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Analise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 111 - Estatistica do peso molecular da banda 8, do pool 3 (RPC = 14,41), segundo a
comparacdo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 112 - Estatistica do peso molecular da banda 9, do pool 3 (RPC = 14,41), segundo a
comparacéo com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 113 - Estatistica do peso molecular da banda 10, do pool 3 (RPC = 14,41), segundo a
comparacdo com os métodos de coloracdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,001
Stain-Free® P>0,05 P>0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Quanto a analise das porcentagens de densidade Optica no perfil eletroforético
do pool 3, o sistema Stain-Free® foi diferente com a coloracdo pela Prata em todas
as 10 bandas detectadas e, ainda, o Stain-Free® foi diferente com a coloracéo
Coomassie em 9 do total de 10 bandas (exceto na banda 9). A diferenca entre as
coloracdes pela Prata com o azul brilhante de Coomassie ocorreu em 7 bandas do
total de 10 bandas (bandas 1, 2, 3, 5, 7, 8 e 10) (Tabelas 114, 115, 116,117,118,119,
120, 121, 121 e 123).

Tabela 114- Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 1, do pool 3 (RPC =
14,41), segundo a comparacao com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,05
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
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Tabela 115 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 2, do pool 3 (RPC =
14,41), segundo a comparacéo com os métodos de coloragdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,001
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Analise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons

Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 116 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 3, do pool 3 (RPC =
14,41), segundo a comparacdo com os métodos de coloragao da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,001
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Analise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 117 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 4, do pool 3 (RPC =
14,41), segundo a comparacdo com os métodos de coloracado da eletroforese de proteinas urinérias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 118 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 5, do pool 3 (RPC =
14,41), segundo a comparacdo com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,001
Stain-Free® P<0,01 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 119 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 6, do pool 3 (RPC =
14,41), segundo a comparacdo com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 120 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 7, do pool 3 (RPC =
14,41), segundo a comparacdo com os métodos de coloracao da eletroforese de proteinas urinérias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,001
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020
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Tabela 121 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 8, do pool 3 (RPC =
14,41), segundo a comparacéo com os métodos de coloragdo da eletroforese de proteinas urinarias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P<0,001
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Analise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 122 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 9, do pool 3 (RPC =
14,41), segundo a comparacdo com os métodos de coloragdo da eletroforese de proteinas urinérias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P>0,05 P<0,05

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

Tabela 123 - Estatistica da porcentagem da densidade 6ptica da banda 10, do pool 3 (RPC =
14,41), segundo a comparacdo com os métodos de coloracéo da eletroforese de proteinas urinérias.

Coomassie Prata
Coomassie
Prata P>0,05
Stain-Free® P<0,001 P<0,001

Andlise de variancia, seguido por teste Tukey-Kramer Multiple Comparisons
Fonte: arquivo pessoal — Ricardo Duarte Lopes, 2020

6. DISCUSSAO

O estudo da validacao da técnica de eletroforese de proteinas urinarias em gel
de poliacrilamida se faz necessario para a investigacéo e o diagnostico adequado da
origem da perda de proteinas na urina (por exemplo, do segmento do nefron
comprometido — glomérulo e/ ou tubulos) e, consequentemente, para a indicacao
condizente de terapia. Assim, a escolha para o uso de um determinado corante ou de
uma técnica para marcac¢ao ou identificacdo dos pesos moleculares das bandas de
proteinas, como também de suas respectivas concentracbes, seria de suma
importancia, pois a repetitividade e a reprodutibilidade alicercariam informagdes
fidedignas, confiabilidade no método e interpretacdo clinica adequada.

A avaliacdo do coeficiente de variacdo usualmente € indicada para verificar o
guanto os valores obtidos dos pesos moleculares e das densidades O6pticas
apresentam dispersdo de uma distribuicdo de probabilidade, e segundo estudos
realizados de eletroforese em que foram empregados géis denominados como
convencionais, ou seja, aqueles confeccionados de forma manual, relata-se como

sendo aceitaveis valores de coeficiente de variagdo de até 10% e ndo de 5%, valor
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esse usualmente considerado para a maioria das técnicas laboratoriais, mas que no
relativo a eletroforese, alguns fatores devem ser considerados que possam influir na
diminuicdo da precisdo dos resultados (SCHERBERICH et al., 1989; BIANCHI-
BOSISIO et al., 1991) .

Assim, no presente estudo, em relacdo a identificacdo das bandas dos pesos
moleculares de proteinas urinaria, observou-se que na maioria das analises em que
foi utilizado os diferentes corantes e marcadores de bandas de proteinas, o coeficiente
de variagéo era inferior a 5%, tanto para o intra como para o inter ensaios, e quando
se observava valores superiores a 5%, estes eram constatados em menor frequéncia.
O intervalo dos valores do coeficiente de variacdo constatado no presente estudo,
para a andlise dos pesos moleculares na eletroforese em gel de poliacrilamida, foi
proximo a um outro estudo em que foi empregado um gel de origem comercial, 0
PhastGels® (8-25%), em que foram detectados valores de coeficientes de variacéo
entre 0,41 a 6,76% (SCHERBERICH et al., 1989; BIANCHI-BOSISIO et al., 1991).

Assim, observa-se a importancia da escolha na metodologia empregada no
presente estudo de um gel comercial de poliacrilamida (Bio-rad® - TGX Stain-Free™
FastCast™ Acrylamide Solutions), cuja justificativa foi, entdo, com o intuito de
minimizar as interferéncias que pudessem ocorrer durante a confec¢cdo manual do gel,
gue usualmente séo observadas pelo uso dos géis denominados como convencionais.
Estes referidos géis usualmente foram empregados nos estudos previamente
publicados e que foram confeccionados seguindo-se protocolos quimicos e, portanto,
poderiam estar sujeitos as variacdes e interferéncias tais como entre os operadores e
a técnica. Particularmente para a preparacdo dos géis em poliacrilamida, relata-se a
importante interferéncia da concentracdo da poliacrilamida utilizada, como também do
fator temperatura que interfere na polimerizacdo do gel e das proteinas agregadas
(WESTERMEIER, 2007; KURIEN; SCOFIELD, 2019).

Quanto as diferentes coloracbes ou métodos de deteccdo das bandas de
proteinas que foram empregadas no gel de poliacrilamida comercial no presente
estudo, com a finalidade de identificacdo das bandas dos pesos moleculares,
observou-se que houve boa repetitividade e reprodutibilidade, ou seja, tanto para o
intra como para o inter ensaios e, portanto, tanto para amostras de urina com menores
concentracdes de proteina (pool 1; RPC de 0,04) quanto para aquelas amostras com
concentracdes de proteinas de discreta a intensa (pools 2 e 3, respectivamente de

RPC = 1,48 e RPC = 14,41), sugerindo-se, assim, que para a identificacdo dos pesos
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moleculares em amostras de urina, independente da concentracdo de proteinas
presente, podera ser indicado o uso de qualquer uma das colora¢des ou do marcador
de banda (Stain-Free®).

A identificacdo das bandas de proteinas pelo peso molecular pela técnica do
Stain-Free® foi 0 que apresentou os menores coeficientes de variacdo quando
comparadas com as coloragdes azul brilhante de Coomassie e Prata, principalmente
nas amostras de urina com quantidades de proteina de discreta a intensa, nos pools
2 e 3, respectivamente. Possivelmente a justificativa para esse achado tenha base no
fato da técnica do Stain-Free® nao requerer um processo ou etapa quimica de
coloracdo apos a corrida eletroforética, ou seja, de nao ter tido a necessidade da
manipulacdo manual para a transferéncia do gel para um outro sistema, da forma
como foi necesséaria quando da execucédo do processo de coloracao pelo azul brilhante
de Coomassie ou pela Prata. Portanto, o achado de valores menores do coeficiente
de variacdo para o método do Stain-Free® possa ser justificado por esta técnica nao
estar vulneravel a manipulacédo do gel e, assim, ndo comprometendo o alinhamento
das posicbes das bandas de proteinas e respectivos pesos moleculares, como
também com o alinhamento das bandas do padréo de pesos moleculares.

Ainda no atinente a identificacdo das bandas de proteinas / pesos moleculares,
os coeficientes de variacdo para as coloracbes pela Prata e azul brilhante de
Coomassie foram semelhantes para as referidas coloracdes, entretanto foram maiores
em comparacao aos observados para o Stain-Free® mas, ainda, inferiores a 5% em
sua maioria. Estes achados podem, entdo, serem justificados pela necessidade do
procedimento manual na manipulacdo dos géis apds a corrida eletroforética e que
foram similares para ambas as coloragoes.

No referente as coloracdes do azul brilhante de Coomassie e da Prata, 0s
resultados obtidos sugerem que a coloracao pelo azul brilhante de Coomassie parece
ser a mais indicada para a identificacdo das bandas dos pesos moleculares na
eletroforese em gel de poliacrilamida para as amostras de urina com quantidades
menores de proteinas, ou seja, a semelhanc¢a do pool 1 (RPC = 0,04), visto que para
a referida coloracdo foram detectados os menores coeficientes de variagao.

No referente a avaliacdo da porcentagem da densidade Optica das bandas,
ou seja, na quantificacdo das proteinas existentes na referida banda correspondente

ao peso molecular, observou-se coeficientes de variacdo de valores muito maiores
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guando comparados com os coeficientes de variacdo detectados para a identificacéo
dos pesos moleculares. Nota-se que para marcacao da area referente a porcentagem
de densidade Optica, existe maiores possibilidades de interferéncia quando do uso de
coloragfes ou do método de identificacdo das proteinas, e que pode estar relacionada
com a maior ou a menor sensibilidade para a marcacao das proteinas e também de
outros fatores. Na literatura consultada, ndo foram identificados estudos sobre intra e
inter ensaios, para avaliacdo dos pesos moleculares e as respectivas porcentagens
de densidade Optica, entretanto ha um estudo de inter ensaio em que foi avaliado, de
forma visual, o nUmero de bandas e as respectivas intensidade ou densitometria da
banda, e nesta metodologia, o coeficiente de variacédo foi de 10% (ZINI; BONFANTI;
ZATELLI, 2004; HOKAMP et al., 2018). Um outro estudo com amostras de urina de
pacientes humanos, mas em gel de agarose contendo duodecil sulfato de sédio (SDS-
AGE), foi relatado coeficientes de variacdo entre 2 a 5% para inter ensaio, e de 1 a
4% para o intra ensaio em proteinas de baixo peso molecular (BRICON et al., 1998).
Assim, as avaliagcbes das repetitividade e reprodutibilidade no relativo aos
métodos para a deteccao da quantidade de proteina presente nas bandas dos pesos
moleculares podem suscitar discussfes acerca das técnicas empregadas, e para
aguelas que utilizam corantes, estas podem apresentar menor reprodutibilidade, pois
a coloracdo das proteinas, em particular no gel de poliacrilamida, estaria na
dependéncia da concentracéo de poliacrilamida presente no gel. Assim, em situagdes
em que ha menores concentracdes de poliacrilamida e que podem ocorrer,
principalmente, nos géis confeccionados manualmente, o desenvolvimento da
coloracdo ocorre de forma mais rapida e numa situacéo oposta, ou seja, nas regides
com maiores concentracbes de poliacrilamida, pode ocorrer o retardo no
aparecimento da coloracéo, acarretando, assim, no achado de colora¢des desiguais
(BIANCHI-BOSISIO et al., 1991).
No presente estudo, a deteccao de valores maiores de coeficientes de variagao
na avaliacdo das porcentagens de densidade Optica ocorreu nas coloragcdes com o
azul brilhante de Coomassie e a Prata em comparagdo com o Stain-Free®, e este
achado poderia ser justificado, possivelmente, pela interferéncia da maior
sensibilidade dos corantes ou mesmo pela distribuicdo de concentracdes diferentes
de poliacrilamida no gel, mesmo sendo este de confeccdo com metodologia
padronizada, ou seja, de um kit comercial. Ainda, outra possibilidade a ser aventada,
seria que a coloracdo pela Prata poderia necessitar de tempos variados para o
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desenvolvimento da coloracdo final, ou seja, um outro fator a ser considerado,
referente ao tempo de exposicédo do gel com a Prata no processo de manipulacéo da
técnica. Assim, este procedimento poderia ter a interferéncia do técnico ou do
operador para a decisdo do término do processo de coloragdo, pois cada gel pode
apresentar um ponto de parada de coloracdo diferente e que também estaria na
dependéncia da quantidade de proteinas presentes, justificando-se, assim, no
comprometimento da reprodutibilidade da coloracdo (CHEVALLET; LUCHE;
RABILLOUD, 2006; SASSEL; GALLAGHER, 2009; BERNDT et al., 2018). Também
deve ser considerada a influéncia da temperatura no sistema de coloracéo e que esta
na dependéncia da temperatura ambiente, fator muito importante nesse processo, 0
que pode, portanto, justificar a observacdo dos maiores coeficientes de variacao
detectados no presente estudo para a coloracdo pela Prata a semelhanca ao
observado na coloracédo pelo azul brilhante de Coomassie, principalmente no dia 3
dos inter ensaios nos pools 1, 2 e 3 (BIANCHI-BOSISIO et al., 1991).

Também em um outro estudo em que foi empregado a coloracao pela Prata na
eletroforese em gel de poliacrilamida 2D, utilizando-se proteinas comerciais e soros
de pacientes humanos, observou-se coeficientes de variagdo entre 3,87 a 7,41%,
sendo que os maiores coeficientes de variacao foram constatados no soro, fato este
gue pode estar associado a presenca de inUmeras proteinas no soro em comparacao
com as proteinas especificas purificadas presentes no padréo comercial (HARRISON
et al.,, 1992). No presente estudo, as amostras de urina de cdes ndo foram
previamente tratadas ou purificadas e, assim, suscita-se a possibilidade da existéncia
de variados tipos de proteinas oriundas do sistema urinério e que pode ter acarretado
no comprometimento da repetitividade e reprodutibilidade. Estudos futuros
empregando-se um processo de purificagcdo ou didlise das amostras de urina em
comparacao com amostras de urina sem purificacdo poderiam ser conduzidos para
assim obter informagGes mais verticalizadas e, consequentemente, para a melhora
dos procedimentos laboratoriais.

Ha também de se considerar com o intuito de justificar as variacbes maiores
nos valores dos coeficientes de variagcdo observados nas porcentagens de densidade
Optica, a possibilidade, apesar da confeccdo do gel comercial ter seguido as
recomendacdes segundo o fabricante, da interferéncia ndo apenas da distribuicdo
homogénea do corante nos geéis, como também da capacidade de captura da imagem

do gel em pixels no momento do escaneamento, ou ainda, no relativo ao processo de
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analise da imagem do gel no software e que podem, portanto, ter interferido no
aumento dos valores do coeficiente de variagcdo. Assim o presente estudo cumpriu
com a finalidade do seu objetivo que foi de verificar a repetitividade e reprodutibilidade
nas condi¢des disponiveis, ou seja, 0 estudo em amostras de urina ndo purificadas
obtidas na rotina clinica e submetidas a metodologia com o uso de equipamentos mais
recentes e tecnologicamente disponiveis nos laboratérios de pesquisa e de rotina
clinica. A deteccdo de menores coeficientes de variagdo para a porcentagem de
densidade 6ptica com o uso do Stain-Free® em comparagcao com as coloracdes pelo
azul brilhante de Coomassie e Prata acena a possibilidade deste método ter menos
interferéncias, visto que no Stain-Free® ndo hé a necessidade de manipulacdo do gel
como ocorre no processo de coloracao (azul brilhante de Coomassie e Prata), bem
como no relativo ao escaneamento da imagem e, assim, pode ser justificada a melhor
repetitividade e reprodutibilidade para o Stain-Free®.

Fica evidente que a marcacédo das bandas de proteinas pelo Stain-Free® difere
das coloracdes pelo azul brilhante de Coomassie e a Prata, visto que nessas referidas
coloracdes foi observada maior semelhanca dos coeficientes de variacédo tanto para a
analise dos pesos moleculares como para a porcentagem de densidade Gptica quando
comparadas com o Stain-Free® e que foram avaliadas pela analise de variancia,
principalmente para as amostras de urina dos pools 1 e 2 com RPC de 0,04 e 1,48,
respectivamente. No referente ao pool 3, amostra de urina com RPC de 14,41, na
avaliacao das porcentagens de densidade épticas das bandas de proteinas, observou-
se que os coeficientes de variacdo sdo relativamente semelhantes entre o azul
brilhante de Coomassie e a Prata. O método Stain-Free® foi 0 que mais apresentou
diferenca entre as referidas coloracfes, sugerindo que para as amostras de urina com
altas concentracdes de proteinas, as coloracfes pela Prata e pelo azul brilhante de
Coomassie para a identificacdo das bandas de proteinas, e respectivas densidades
Optica, podem ser indicadas, entretanto, deve-se ressaltar que 0S menores
coeficientes de variacdo ainda foram observados para o Stain-Free®.

No referente as limitagbes do presente estudo, as diferencas observadas entre
as coloracdes e o método de marcacdo de bandas pelo Stain-Free®, nas
comparacdes dos pesos moleculares e das porcentagens de densidade Optica
(ANOVA), podem ter ocorrido em decorréncia do uso de diferentes densitometros e

softwares para o Stain-Free® e para as coloracdes com o azul brilhante de Coomassie
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e a Prata, observando-se melhor repetitividade e reprodutibilidade para o Stain-Free®.
Entretanto ha de se considerar que para uma melhor analise comparativa dos
métodos ou coloracbes, o0 emprego de um mesmo equipamento seria 0 mais
adequado (COLELLA et al., 2012). Ainda, no que se refere as particularidades da
coloragéo pela Prata que foi realizada de forma manual, mesmo com o uso de luvas
durante o procedimento e outras precaucdes, ha possibilidade de ocorrer manchas no
gel decorrentes da manipulacdo e especificamente para reverter esse fato, ha
protocolos para reversdo e reiniciar o processo de coloracdo (RIZZI et al., 2002;
BURGESS, 2009).

Sobre as vantagens detectadas no estudo, observou-se que 0 processo para
a confeccao do gel (SDS-PAGE) obtidos de kit comercial, como também a execucao
do método Stain-Free® foram conduzidos de forma rapida e mais simples, pelo fato
no Stain-Free® néo requerer a manipulacéo do gel para a realizacdo de um processo
de coloracédo e, sim, aguardar apenas 5 minutos para que ocorresse a ativagdo no
sistema de Ultravioleta. Ainda, o processo do Stain-Free® apresenta custo menor em
comparacao com as técnicas de coloracdes, pois ndo houve o custo da aquisi¢cdo do
corante. Na sequéncia, em termos de execucdo técnica, a coloracdo pelo azul
brilhante de Coomassie foi a que apresentou maior facilidade para a execucéo, tais
como o tempo de realizacédo do procedimento de aproximadamente 60 minutos e de
baixo custo. A coloracdo pela Prata foi o que apresentou uma maior dificuldade para
a realizacao de todo o procedimento de cerca de aproximadamente 5 horas, além do
custo mais elevado, principalmente relacionado como o valor dos reagentes
(CHEVALLET; LUCHE; RABILLOUD, 2006; SASSEL; GALLAGHER, 2009; BERNDT
et al., 2018).

Outra importante situacao que deve ser levada em consideragéo seria o destino
ou o descarte dos produtos quimicos. O processo pelo Stain-Free® nao acarreta na
producdo de residuos quimicos, como ocorre nos casos pelas coloragfes pelo azul
brilhante de Coomassie e a Prata, sendo, portanto, o Stain-Free® acarretando um
menor impacto para o meio ambiente, além do menor custo (COMISSAO NACIONAL
DE SEGURANCA QUIMICA, GOUVEIA, 2015).

No relativo a temperatura e tempo de conservacédo das amostras de urina do
presente estudo, todas foram mantidas a — 20 °C até o momento da analise. Em um

estudo conduzido por Théron et al (2017), em amostras mantidas as temperaturas de
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4°C, - 20° C e —80° C por até 1 ano, houve apenas uma pequena diferenca nos valores
da RPC nas amostras mantidas a -20°C somente apds o tempo de armazenamento
de 90 dias, mas sem ocorrer uma mudanca drastica na interpretacdo dos resultados.
Nas amostras de urina mantidas a -20° C foram observadas o aumento da intensidade
da banda no peso molecular =2 150 kDa ap6s 15 dias de armazenamento, como
também a diminuicdo da intensidade das bandas de proteinas / peso molecular,
entretanto, ndo foram conduzidos estudos relativos a avaliagcdo dos coeficientes de
variagdo aceitaveis e, ainda, como limitacdo do referido estudo, foram utilizados
diferentes lotes de reagentes devido ao longo tempo de conducdo do estudo (360
dias) (THERON et al., 2017). Assim, seria importante a conducéo de um estudo de
validagdo mais completa para avaliar o efeito do armazenamento e estabilidade das
amostras e possiveis interferentes. Possibilidades como contaminac¢édo bacteriana ou
crescimento bacteriano, além do fracionamento da albumina causado por proteases,
podem ser levados em consideracdo nesta temperatura de -20° C de conservacgao, o
qual foram mantidas as amostras neste estudo e sem nenhum prévio tratamento das
amostras de urina (KANIA et al., 2010; SMETS et al., 2010; THERON et al., 2017).

7. CONCLUSAO

Nas condi¢cbes em que o estudo foi conduzido, pode-se concluir que:

e para a deteccao das bandas dos pesos moleculares pelas coloracbes com o
azul brilhante de Coomassie e a Prata, como também pelo método do Stain-
Free®, constatou-se bons resultados de repetitividade e reprodutibilidade;

e paraa andlise das porcentagens da densidade 6ptica das bandas dos pesos
moleculares, a repetitividade e reprodutibilidade variaram de acordo com o
corante e foram constatados altos coeficientes de variagéo, principalmente nas
bandas de baixo peso molecular pelas colora¢des azul brilhante de Coomassie
e Prata, e 0 método de Stain-Free® foi o que apresentou 0sS menores
coeficientes de variacao;

e acoloracéo pelo azul brilhante de Coomassie foi o que apresentou oS menores
coeficientes de variacdo para a amostra de urina do pool 1, ou seja, haquela

com menor concentra(;éo de protel'nas;
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para amostras de urina com quantidades de discreta a intensa de proteinas
(pools 2 e 3), os trés procedimentos de colora¢des para a identificacdo dos
pesos moleculares e respectivas porcentagens de densidade Optica foram
semelhantes, entretanto o método do Stain-Free® apresentou coeficientes de
variagcdo menores quando comparados com as coloracdes azul brilhante de
Coomassie e Prata;

a coloracdo pela Prata foi a que apresentou os maiores coeficientes de
variacdo, possivelmente devido maior sensibilidade na deteccdo de proteinas
e variacfes no procedimento técnico, sendo que para essa coloracao sugere-

se que haja cautela na interpretacéo de resultados.
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