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RESUMO

LEITE, D B. Valores de referéncia para niveis séricos do Fator de crescimento semelhnte a
insulina tipo I (IGF-1) numa populacéo adulta do Estado do Rio de Janeiro, Brasil.2013. 60

f. Dissertacdo (Doutorado em Ciéncias Médicas) - Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

O nivel sérico do Fator de crescimento semelhante & insulina tipo | (IGF-1) é
fundamental para auxiliar no digndstico e controle terapéutico dos transtornos relacionados a
secrecdo do Hormonio de Crescimento (GH), bem como no diagndstico e seguimento de
outras doencas. Estabelecer valores de referéncia para as dosagens séricas de IGF-I por um
ensaio imunoquimioluminométrico (ICMA), utilizando o sistema automatizado Immulite
2000/Diagnostic Products Corporation (DPC), e por um ensaio imunoradiométrico (IRMA),
utilizando o kit comercial ACTIVE IGF-I/Diagnostic System Laboratories (DSL)-5600, numa
populacdo brasileira adulta da cidade do Rio de Janeiro. Este estudo, aprovado pelo Comité
de Etica do Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti, Rio de Janeiro,
Brasil, incluiu amostras de 484 individuos saudaveis (251 homens e 233 mulheres) com
idades entre 18 e 70 anos. As amostras foram estudadas por ICMA- Immulite 2000/DPC and
IRMA- ACTIVE IGF-I/DSL-5600. Para andlise dos dados foram utilizados modelos
especificos para idade e sexo, apés transformacdo dos dados de IGF-I. Foi observada uma
lenta diminuicdo dos niveis de IGF-1 com a idade usando ambos 0s ensaios. Os niveis de IGF-
| foram signicativamente (p=0,0181) mais elevados em mulheres do que em homens, quando
as amostras foram analisadas usando ICMA. N&o houve diferenca significativa dos niveis de
IGF-1 entre homens e mulheres quando as amostras foram analisadas usando IRMA. Este
estudo estabeleceu valores de referéncia de IGF-1 especificos para idade e sexo, determinados
com o sistema automatizado ICMA-Immulite 2000/DPC, e valores de referéncia de IGF-I
especificos para idade, determinados com o kit comercial IRMA- ACTIVE IGF-1/DSL-5600,
em uma populacéo adulta brasileira, da cidade do Rio de Janeiro.

Palavras chave: Populacdo brasileira. Ensaio imunoquimioluminométrico. Ensaio
imunoradiométrico. Fator de crescimento semelhante a insulina tipo I. Valores de referéncia.



ABSTRACT

Serum level of insulin-like growth factor | (IGF-1) is fundamental in order to aid in
the diagnosis and follow-up of growth hormone (GH)-related disorders, as well as in the
diagnosis and follow-up of other diseases. The aim of this investigation was to determine
reference values for IGF-I using an automated immunochemiluminometric assay (ICMA)
system Immulite 2000/Diagnostic Products Corporation (DPC); and an immunoradiometric
assay (IRMA), using the commercial kit ACTIVE IGF-I/Diagnostic System Laboratories
(DSL)-5600, in an adult Brazilian population of Rio de Janeiro city. The study, approved by
the Ethical Committee of the Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira
Cavalcanti, Rio de Janeiro, Brazil, included samples of blood taken from 484 healthy subjects
(251men, 233 women) aged from 18 up to 70. The samples were analyzed by ICMA-
Immulite 2000/DPC and IRMA- ACTIVE IGF-1/DSL-5600. For statistical analysis, age and
sex-specific models were fitted after transformation of IGF-I values. In adulthood, a slow
age-dependent decrease was found, using both assays. IGF-I in women were significantly
(p=0,0181) higher than in men when samples were analayzed using ICMA.There was no
significant difference between men and women IGF-I values when samples were analayzed
using IRMA. The present study established age- and sex specific IGF-1 reference values,
determined with the automated system: ICMA-Immulite 2000/DPC and age-specific IGF-I
reference values determined with the IRMA- ACTIVE IGF-I/DSL-5600, in an adult Brazilian
population of Rio de Janeiro city.

Keywords: Brazilian population, immunochemiluminometric assay, Immunoradiometric
assay, Insulin-like Growth Factor-1, Reference values.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AACC- American Association for Clinical Chemistry

CLSI-  Clinical and Laboratory Standards Institute
DPC - Diagnostic Products Corporation

DSL - Diagnostic System Laboratories

GH - Growth Hormone ou Hormonio de crescimento

ICMA - Immunochemiluminometric assay

IFCC - International Federation of Clinical Chemistry

IGF-1-  Insulin-like Growth Factor-1 ou Fator de crescimento semelhante a insulina tipo |
IGFBPs - IGF binding proteins ou proteinas ligadoras de IGF-I

IRMA - Insulin-like Immunoradiometric assay

rhIGF-I - IGF-I recombinante humano

WHO IS - WHO International Standard
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INTRODUCAO

A dosagem sérica do Fator de crescimento semelhante a insulina tipo | (IGF-I) é
fundamental para auxiliar no digndéstico e controle terapéutico das desordens relacionadas a
secre¢do de Hormonio do Crescimento (GH) (1-4), bem como para a avaliacdo de inUmeras
outras doengas (5-9), sendo importante estabelecer valores de referéncia de IGF-I locais, por

idade (10, 11), e especificos para cada metodologia utilizada (12).

Importéncia e dificuldades da andlise de IGF-I

Uma das mais conhecidas acdes bioldgicas do GH € o estimulo para a producdo de
IGF-1 em vérios tecidos. IGF-1 € o principal responsavel pelas a¢6es bioldgicas do GH (3, 13).
A dosagem de IGF-I oferece vérias vantagens sobre a de GH. As principais vantagens sdo: a
secrecdo hepatica de IGF-I ser relativamente constante durante o dia, permitindo sua dosagem
numa Unica amostra de sangue, diferentemente da dosagem de GH basal, e o fato de que a
maior parte de IGF-I encontra-se ligado as proteinas séricas ligadoras de IGF (IGFBPs), o que
contribui para que o IGF-I permaneca na circulagdo durante varias horas (3, 14). InUmeras
variaveis afetam as concentracdes séricas de GH, mas ndo as de IGF-lI, como o ritmo
circadiano, a liberagdo pulsatil, o exercicio, a privacdo aguda de nutrientes e a flutuacdo aguda
da glicemia (13, 15, 16). Os niveis séricos de IGF-I guardam boa relagdo com os niveis
médios de GH secretados durante o dia, e estdo elevados na maioria dos pacientes com
secrecdo excessiva de GH. Portanto, niveis elevados de IGF-1 tém alta especificidade no
diagnostico da acromegalia (13, 17).

As causas de alteracdes mais frequentes das dosagens de IGF-l sdo as alteracdes
crénicas de desnutricdo, alteracbes dos niveis de IGFBPs, insulina, androgénios, tiroxina,
cortisol, doencas cronicas, idade e estrogénios (14, 18, 19-23), aléem de dificuldades técnicas
relativas as metodologias. Os valores de IGF-I se elevam cerca de 5 vezes do nascimento até a
puberdade e declinam posteriormente cerca de 3,5 vezes até os 80 anos (14). O estrogénio tem
acao direta sobre a secrecdo de GHRH estimulando a liberacdo de GH, além de uma acgéo
indireta inibindo a liberacdo de somatostatina (24, 25). As principais dificuldades técnicas das
dosagens de IGF-1 sdo a afinidade e especificidade dos anticorpos anti-IGF-I e a interferéncia
das IGFBPs (10, 23, 25-27). Outros obstaculos para determinacdo de valores de referéncia de

ensaios de IGF-1 sdo a necessidade de valores de referéncia locais para cada metodologia
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usada, tamanho da amostra de individuos saudaveis, falta de padronizacdo dos valores de
referéncia quanto a divisdo por faixas etéarias ideais, inexisténcia de padronizacdo quanto a
separacdo por sexo, uso de tabelas por estratificacdo etaria em vez de graficos com
distribuicdo continua dos dados (10, 26, 27), além da variabilidade da amostra (14). Amostras
de um mesmo paciente colhidas com intervalos de 6-12 semanas podem apresentar variagéo
de 3 a 36%, mesmo ensaiadas numa mesma bateria para evitar variagdo inter-ensaio (14). Isto
aponta, inclusive, para a necessidade de repetir amostras com resultados discrepantes para
garantir que esta ndo foi a razdo da discrepancia.

Os ensaios de IGF-I tém sido largamente utilizados como teste de screening para
diagndstico da deficiéncia de GH (28), bem como na monitoracdo da resposta ao tratamento
com GH em adultos (5, 28, 29). Também ¢é extremamente util para o diagnéstico e
monitoracdo do tratamento da acromegalia (3), especialmente nos pacientes em uso de uma
promissora classe de drogas, que sdo os antagonistas de GH, como o Pegvisomant (4). O
Pegvisomant é um novo analogo, geneticamente modificado, do GH humano. Funciona como
antagonista altamente seletivo do receptor de GH (4, 13, 30-34). Nos pacientes que fazem uso
desta terapia, a dosagem de IGF-I é a Unica possibilidade de avaliacdo laboratorial para
monitoracdo da doenca. Isto decorre da reagdo cruzada entre o Pegvisomant e o GH, nos
ensaios bioldgicos, inviabilizando assim a dosagem de GH para monitoracdo de tratamento
dos pacientes em uso deste medicamento.

Estudos também tém relacionado os niveis de IGF-I com o risco e progndstico de
doencas malignas (29, 35) e evidenciado sua importancia para seguimento de varias outras
doencas (6, 15). Friedrich et al. (5) demonstraram uma relacdo entre os niveis de IGF-1 e
indices de mortalidade por diversas causas. Portanto, é imperativa a padronizacdo dos ensaios
de IGF-1 e da interpretacdo de seus resultados. Isto inclui estabelecer parametros de
normalidade para cada populacdo, através de estudos populacionais representativos, que
considerem fatores que influenciam as concentragdes de IGF-1, como idade e sexo (10).

Apesar de ja estar bem estabelecida a necessidade de valores de referéncia locais para
IGF-1 (14, 17, 18, 25-28, 35-37), temos conhecimento de apenas um unico estudo avaliando
valores de referéncia numa populacéo brasileira da regido metropolitana de Belo Horizonte,
Minas Gerais, realizado por Roséario, 2010 (38) utilizando o kit comercial ICMA-Immulite
2000/DPC, e nenhum estudo avaliando valores de referéncia para IGF-1, numa populacdo
brasileira, usando o kit comercial IRMA- ACTIVE IGF-I/DSL-5600. Considerando que o

Brasil é um pais de dimensfes quase continentais, este estudo pretende determinar valores de
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referéncia de IGF-I1 numa populacdo adulta saudavel da cidade do Rio de Janeiro/RJ, com
caracteristicas locais bastante distintas da regido avaliada por Rosério, 2010 (38).

As duas metodologias escolhidas em nosso estudo sdo utilizadas no Brasil, sendo que
o ICMA (Immulite 2000/DPC), cujos padrdes foram calibrados pela preparacdo de IGF-I
WHO IS 87/518 (39), é usada em varios centros de Neuroendocrinologia e Laboratérios de
Anélises Clinicas na cidade do Rio de Janeiro e em todo o Brasil. Vale ressaltar que os
valores de referéncia deste kit comercial, fornecidos em bula, sdo derivados de uma populacéo
alemd (40). A outra metodologia escolhida, o IRMA (ACTIVE IGF-l/ DSL-5600), também
ainda esta calibrada pela mesma preparacéo de IGF-1 WHO 1S 87/518.

Tem sido recomendada a calibragdo dos ensaios de IGF-I com uma nova preparagao
de IGF-I recombinante humano (rhIGF-I) produzida pela WHO First International Standard
(WHO IS 02/254) (41, 42). Estes ensaios, futuramente, provavelmente serdo recalibrados com
este novo preparado de rhIGF-1, e novos valores de referéncia serdo determinados para os
ensaios recalibrados.

Ensaios de IGF-I muito utilizados no Brasil

No Brasil, a metodologia mais utilizada para dosagem de IGF-I era 0 IRMA. Um
método manual, com extracdo prévia das IGFBPs com etanol-HCI (kit ACTIVE IGF-I/DSL-
5600) (43). Este ensaio apresenta sensibilidade analitica da ordem de 1 ng/ml. Valores séricos
acima de 500ng/ml, comumente encontrados na acromegalia em atividade, requerem diluigé&o,
pois 0 maior padrao da curva de calibracdo é da ordem de 600 ng/ml.

Nos ultimos anos, contudo, vem crescendo a busca de métodos automatizados, que
utilizem metodologias alternativas aos ensaios com isétopos radioativos. Destes, um método
muito utizado em varios Centros de Neuroendocrinologia e Laboratorios de Anélises Clinicas,
no Rio de Janeiro e no restante do Brasil, € o ICMA automatizado com extracdo prévia das
IGFBPs (Immulite 2000/DPC) (44), sendo, portanto, também escolhido para este estudo. Este
ensaio apresenta sensibilidade analitica da ordem de 20 ng/ml. Requer dilui¢cdo apenas para
valores sericos muito elevados, pois a curva padréo alcanca valores de até 1600 ng/ml.

Quanto aos valores de referéncia, a maioria dos laboratorios no Brasil utiliza os
valores referidos pelo fabricante, estabelecidos para populagbes de outros paises. O kit
comercial IRMA-ACTIVE IGF-I/DSL-5600, apresenta valores diferenciados por sexo até a

idade de 30 anos. Acima desta faixa etaria, o kit fornece um mesmo valor para ambos 0s
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sexos. O kit comercial ICMA-Immulite 2000/DPC, fornece valores Unicos para ambos 0S
sexos em todas as faixas etarias. Ambos os kits comerciais citados fornecem resultados por
faixas etarias, embora os intervalos destas faixas variem enormemente entre os diversos

fabricantes.

Anadlise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no Programa R versdo 2.9.0 (R
Development Core Team, 2009). A amostra final € composta por 484 individuos sendo 251
homens e 233 mulheres com idade entre 18 e 70 anos.

Para analise dos dados foi aplicado o teste estatistico de Shapiro-Wilk com a hipotese
nula de normalidade. Como a distribuicdo dos dados brutos obtidos por ICMA e IRMA néo
indicaram normalidade, foram testadas trés tipos de transformagdes dos dados originais.

As transformacbes BOX-COX, Raiz Quadrada e logaritmica foram comparadas. A
analise dos dados recomendou a transformacdo Logaritmica para os valores de IGF-1 dosados
pela metodologia ICMA, e a transformagdo Raiz Quadrada para valores de IGF-I dosados
pela metodologia IRMA, a fim de serem estabelecidos os valores de referéncia de
normalidade para IGF-1. Os dados foram transformados, calculados média +1 SD e £ 2 SD, e
depois transformados de volta a escala original (45).

Para avaliar a existéncia ou ndo de diferenca estatisticamente significativa dos valores
de IGF-I entre os sexos, foi realizado o Teste de Slope. Este Teste avaliou a interacdo entre
sexo e idade, comparando duas regressdes lineares com 0 mesmo ponto de corte. Foram

aplicados testes entre 0s sexos com Vvarios pontos de corte etarios.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Os valores de referéncia dos kits comerciais usados neste estudo foram estabelecidos
para outras populagdes com caracteristicas distintas da populacéo brasileira. Até 0 momento,
que seja do nosso conhecimento, existe apenas um estudo avaliando valores de referéncia para
IGF-1 numa populacéo brasileira, com individuos da regido metropolitana de Belo Horizonte,
Minas Gerais (38), utilizando o kit comercial ICMA-Immulite 2000/DPC, e nenhum estudo
avaliando valores de referéncia para IGF-1, numa populagéo brasileira, usando o kit comercial
IRMA-ACTIVE IGF-I/DSL-5600.

Considerando a necessidade de estabelecer valores de referéncia locais, especificos
para cada metodologia, e que o Brasil € um pais de propor¢des quase continentais, 0s dois
estudos realizados por Leite et al (46) e Leite al (47), que s&o discutidos nessa tese, tém como
objetivo determinar valores de referéncia para IGF-I, em uma populacdo adulta brasileira da
cidade do Rio de Janeiro, por estes dois métodos de dosagem sérica, através de uma

amostragem significativa de individuos saudaveis.

2.2 Objetivos especificos

e Definir valores de referéncia de IGF-I, para o ICMA-Immulite 2000/DPC, em adultos
saudaveis da cidade do Rio de Janeiro.
e Definir valores de referéncia de IGF-1, para o IRMA-ACTIVE IGF-1/DSL-5600, em

adultos saudaveis da cidade do Rio de Janeiro.
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3 ARTIGOS PUBLICADQOS

3.1 ARTIGO 1 — Serum insulin-like growth factor-1 adult reference values for an automated

chemiluminescence immunoassay system. Afr J Biotechnol 2011; 10: 18027-18033.

Neste artigo, o objetivo principal foi definir valores de referéncia de IGF-I, para o
ICMA-Immulite 2000/DPC, em adultos saudaveis da cidade do Rio de Janeiro.
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Serum insulin-like growth factor | (IGF-I) assays have
been found to be useful as a screening test for the
presence of growth hormone (GH) deficiency and to
monitor the response to GH treatment in adults (Drake et
al., 2001). IGF-I has also been found very important in
establishing the diagnosis of acromegaly (Cordero and
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Analysis of insulin-like growth factor | (IGF-1) in serum is fundamental in order to aid in the diagnosis
growth hormone (GH)-related disorders, as well as in the diagnosis and follow-up of other diseas
Considering the importance of IGF-l local normal range, the aim of this study was to determ
reference values for IGF-I (Immulite 2000) in a Brazilian adult population from the city of Rio de Jane
This study included samples of blood taken from 484 healthy subjects (251 men, 233 women) aged 1¢
70. The subjects agreed with this study, approved by the ethical committee of the Instituto Estadual
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti, Rio de Janeiro, Brazil. The samples were analyzed by
automated immunochemiluminometric assay (ICMA). For data analysis, age and sex-specific figu
were fitted after transformation of IGF-I values. In adulthood, a slow age-dependent decrease was se
IGF-I in women were significantly higher than in men.The present study established age- and s
specific IGF-I reference values, for the healthy Brazilian adult populatoin from the city of Rio de Jane
determined with the currently most widely IGF-l assay used in Brazil (Immulite 2000).

Key words: Insulin-like growth factor I, chemiluminescence assay, reference range.

INTRODUCTION

Barkan, 2008) and in monitoring the response |
ment of acromegaly (Roemmler at al., 2009). In
to these applications in GH-related disorders,
studies have focused on a possible relation betwe
| levels and the risk for certain malignancies as we
a prognostic significance of IGF-I levels in patie
malignant diseases (Janssen at al., 2004). Frie
al. (2011) reported a relation between IGF-l and a
mortality in male primary care patients. These ¢

*Corresponding author. E-mail: bernardofilhom@gmail.com.

Abbreviations: IGF-, Insulin-like growth factor I; GH, growth
hormone; ICMA, immunochemiluminometric assay.

ments indicate that analysis and interpretation
levels shall comprise an important component v
widely used in the diagnosis and follow-up o
disorders (Ben-Shlomo and Melmed, 2001). It
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Table 1. Age and sex distribution of the studied population .
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Subject Age (year)

18-20 21-25 26-30 31-40 41-50 51-60 61-70 All subject
Men 30 38 37 37 40 33 251
Women 31 37 31 34 32 34 233
Total 61 75 68 71 72 67 484

imperative that uniform interpretations of IGF-I levels be
achieved by improving the standardization and inter-
laboratory comparability of IGF-l1 analysis procedures
(Quarmby et al., 1998). This includes the establishment
of normative data in representative populations by valid
immunoassays and by considering non-GH-related
factors known to influence IGF-I concentrations like age
and sex (Ranke et al., 2001, 2003; Barkan et al., 2007).
Despite of the well known necessity of IGF-I local
reference range (Clemmons, 2007), to our knowledge,
there is only one study evaluating IGF-1 reference range
in the Brazilian population (Rosario, 2010), with people
from the metropolitan region of Belo Horizonte, Minas
Gerais State.

The determination of the serum levels of IGF-l has
been performed by some methods, as the immunor-
adiometric assay (IRMA) and the immunochemilu-
minometric assay (ICMA). ICMA has been widely used in
the world in determination of the values of the IGF-l and
other biological markers in the human serum (Brabant et
al., 2003; Friedrich et al., 2011). The Immulite 2000
assay is an ICMA commercial kit (IMMULITE/ IMMULITE
IGF-1, 2006). Nowadays, the ICMA (Immulite 2000),
chosen in this study is the assay currently used at various
Neuroendocrinology centers and clinical analysis
laboratories in Rio de Janeiro city, as in the most part of
Brazil (Rosario, 2010). In the case of the assay tested in
this present study, the reference values are derived from
a German population (Elmlinger, 2004).

To improve IGF-I measurement, the calibration of
assays against a new preparation of recombinant human
IGF-I (rhIGF-I) produced by the WHO First International
Standard (WHO IS 02/254) has been recommended
(Burns et al., 2009; Clemmons, 2011).

Considering the necessity to determine local normal
ranges and because Brazil is an almost continental
country, the aim of this study was to determine reference
values for IGF-I (Immulite 2000) in a healthy Brazilian
adult population from the city of Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro State.

MATERIALS AND METHODS
Ethical approach
Subjects were either selected from blood-bank donors or general

population. Informed consent was obtained from all the subjects.
This study protocol had been approved by the ethical committee of

the Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira
Cavalcanti, Rio de Janeiro, RJ, Brazil.

Excluded criteria

Subjects that has taken any medications that interfere in IGF-I
analyses (contraceptive drugs, estrogens, corticosteroids) were not
considered to be in this investigation. Also, subjects with renal
diseases, liver diseases, malignant disorders, diabetes mellitus and
diseases of the pituitary gland, were excluded from this
investigation. These information were obtained directly by medical
history in a private interview.

Subjects

IGF-I was determined in samples from 484 healthy subjects (251
men, 233 women) aged from 18 to 70 (Table 1), selected from
blood-bank donors or general population of the Rio de Janeiro city,
Brazil. Seven groups divided according to age were pre-defined,
with a minimum of 60 subjects per group (Ranke et al., 2003).
Since the need of different reference values for men and women is
not clear (Brabant and Wallaschofski, 2007), each group was
divided into two subgroups (at least 30 men and 30 women). Each
participant selected was allocated according to gender and age
until the predefined number of subjects per subgroup was
completed.

Serum samples

The subjects were from the Instituto Estadual de Hematologia
Arthur de Siqueira Cavalcanti, Rio de Janeiro, RJ, Brazil. Samples
of 10 ml of venous whole blood were collected, in fasting state,
between 8 and 10 h , in plastic gel barrier tubes not containing any
anticoagulant. Furthermore, these samples were routinely sent to
the Laboratério Helion Pévoa, Rio de Janeiro, Brazil to be
processed with a maximum time interval of 90 min between
sampling and freezing. Serum was separated and stored frozen at -
20°C up to the analysis. Samples were assayed within 2 to 3
months after sampling. Grossly hemolytic, lipemic or icteric samples
were excluded. Prior to the IGF-I determination, the samples were
allowed to reach room temperature.

Analysis of IGF-I

Serum IGF-I concentrations were determined by an automated,
two-site immunochemiluminescent assay system (Immulite 2000/
Diagnostic Products Corp., Los Angeles, CA). Immulite 2000 IGF-|
is a solid-phase, enzyme-labeled chemiluminescent immunometric
assay with an analytical sensitivity of 25 ug/L, intra- and interassay
coefficient of variation < 8%, standards calibrated against the WHO
is 87/518 preparation (Bristow, 1990), and the reference values
provided by the manufacturer (Elmlinger et al., 2004). The steps of
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Table 2. Serum IGF-| (ng/ml) reference ranges for Immulite 2000 at ages 18 to 70.

Parameter -25D -1SD Mean +1SD +25D
ICMA - Men age in years

18-20 177.68 230.44 298.87 387.61 502.70
21-25 149.61 194.03 251.64 326.36 423.27
26-30 96.06 140.47 205.41 300.37 439.22
31-40 105.95 137.41 178.22 231.13 299.77
41-50 70.18 99.58 141.32 200.54 284.58
51-60 82.02 106.38 137.96 178.93 232.06
61-70 71.74 95.87 128.12 171.23 228.83
ICMA — Women age in years

18- 20 178.39 238.41 318.62 42581 569.07
21-25 173.12 226.78 297.08 389.16 509.79
26-30 100.99 143.31 203.36 288.59 409.53
31-40 84.02 126.60 190.76 287.44 433.11
41-50 81.45 11217 154.47 212.72 292.95
51-60 54.65 84.86 131.76 204.59 317.67
61-70 54.93 77.94 110.61 156.96 222.74

the protocol to the assays have followed manufacturer indications
(IMMULITE/IMMULITE  IGF-1, 2006). Briefly, this system uses
beads coated with monoclonal murine anti-IGF-I for capture and
akaline phosphatase (bovine calf intestine) conjugated to poly-
clonal rabbit anti-IGF-I in buffer for detection. The antibody is highly
specific for IGF-I. Measurement of IGF-I in serum is complicated by
the presence of acid-labile components and binding proteins. Acid
treatment is necessary to release IGF-| to ensure accurate
quantitation. Subject samples are acidified to separate IGF-I from
IGF binding proteins. This displacement method was found to be
very accurate. Calbration range is up to 1600 ng. Analytical
sensitivity is 20 ng/ml.

To ensure proper instrument performance and allow the com-
parison between runs, IGF-| control samples (three levels) were
analyzed in each batch of reference samples. All runs with one or
more controls out of given ranges (mean + 2 SD) were recalibrated
until all controls were in range.

Statistical analysis

In order to find a scale with as constant variance as possible for the
observations, different transformations of the IGF-I values were
compared (BOX-COX (p-value <0.001), square root (p-value <
0.001), log (p-value 0.27)). The analysis of the data recommended
logarithmic transformation of IGF-| data to establish normal ranges
(Armitage et al., 2002). The reference range was defined using
logarithmic transformation of the values obtained, calculation of the
mean * 1 and £ 2 SD of these values, and exponentiation to obtain
the limits corresponding to the original scale (Brabant et al., 2003;
Elmlinger et al, 2004; Massart and Poirier, 2006). Then, we
decided to fit age and sex-specific evaluations following data
transformation.

Gender contribution was tested in the final analysis. Potential
interaction between age and gender was tested using Slope test for
men and women data at three different cut levels: 30, 40, and 50
years. R Program - version 2.9.0 (R Development Core Team,

2009) was used for the statistical analyses.

RESULTS

The transformation that best converted these IGF-I data
to normal distribution was the power 0.27. Mean value
SD and reference limits was calculated on the IGF-°%
scale and then transformed back (Table 2).

As shown in Figure 1, the intersection between men
and women curves represented interaction between age
and gender, with an inversion between men and women
results around 50 years of age. Women had statistically
(p < 0.05) higher values than men up to 50 years of age.
After 50 years of age, women had slightly lower values.

The mean and standard deviation (SD) of the IGF-I
values were dependent on age. After puberty peak,
serum IGF-I decreased rapidly to approximately 25 years
of age. From there, a slow decrease began, persisting up
to at least 70 years of age (Figure 2and Table 2).

When Slope Test was used incorporating an interaction
between gender and age, the data showed a statistically
significant difference in levels between men and women.
The p-value for both genders was 0.0181. Due to this
significant effect of gender and of different standard
deviation sizes, we decided to fit two separate figures,
one for each gender as shown in Figure 2a, Figure 2b.
Table 2 shows read values from Figure 2a, b for ages 18
year up to 70 for men and women. The difference
between fitted gender-specific means was greatest
between ages 18 and 25, when women had fitted means
19 to 45 ng/ml higher. Between ages 25 to 50 women



18030 Afr. J. Biotechnol.

24

4 Male
* Female
S
©
*
ﬁ.'..'-
g N QAQA,D&;.'-.
= Aﬁﬁﬂ:\g'l
E Baalee
— _,388
2 "
:‘: z 7 ““&g
p= %‘aﬁﬁﬂ
Q $giA,
p—4 LS AA&
Cog ln
‘.‘..
w | s
-+
o —
-
] | | I | |
20 30 40 50 60 70
Age (years)

Figure 1. Slope test for men and women data with cut level at 50 years; slope test

between genders — ICMA (p-value: 0.0181).

had fitted means around 12 ng/ml higher. At ages above
50, men had 6 to 17 ng/ml higher mean values. The
smallest between-gender difference was 2 ng/ml. This
was seen between ages 26 and 30. Moreover, the
reference range was a bit broader for women compared
to men, for a given age (Table 2). The distribution of
observed serum IGF-l values closely followed what was
expected from the log normal distribution (Figure 2).

DISCUSSION

IGF-I, while being GH-dependent, is also regulated by
multiple other factors including nutrient intake, nutritional
status, thyroxine, estrogen, cortisol and genetic back-
ground. In addition, the indivual levels of IGF-binding
proteins (IGFBP) can have major influences on IGF-I
levels (Clemmons, 2007). Considering these knowledge,
local reference range should be established (Clemmons,
2007). Brazil is an almost continental country and the
only one studying evaluating IGF-1 reference range in the
Brazilian population, done with people from the metro-
politan region of Belo Horizonte, Minas Gerais (Rosario,

2010).

The aim of this investigation was to generate data for
IGF-I (Immulite 2000) in a clinically well-characterized
healthy Brazilian adult population from the city of Rio de
Janeiro, under normal routine situation. In this present
study, reference values for IGF-I was established based
on a large number of healthy subjects between ages 18
and 70. The results of this study were substancialy
different from the results of the another one performed
with subjects from the metropolitan region of Belo
Horizonte, Brazil (Rosario, 2010), supporting the
necessity of establishment of local reference range. In
this study of Rosario (2010), no difference in IGF-I levels
was observed between genders.

The need for assay-specifc IGF-I reference values has
been well established. The Immulite 2000 assay used in
this study is yet standardized against the WHO IS 87/
518. Otherwise, this method is widely used at various
Neuroendocrinology centers and clinical analysis
laboratories in Brazil (Rosario, 2010) and in others
countries (Elmlinger, 2004). This fact has stimulated the
realization of our investigation with this commercial
assay. In the future, this automated assay probably will
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be calibrated against the WHO IS 02/254 and reference
values will be determined using this recalibrated assay.

The major variability of reference laboratory assays for
establishing useful normative data seems to be the
number of subjects collected (Clemmons, 2007). If
adequate numbers of subjects are collected, then normal
ranges should be reasonably comparable across various
assays methodologies. In a study by Ranke et al. (2003)
using 427 normal adults, in which a standard radio-
immunoassay using excess IGF-Il was compared to an
IRMA and an ICMA assay, there was excellent com-
parability. The correlation coefficients varied between
0.79 and 0.87 for the 427 normal adults. Thus, for
establishment of normal ranges, it is likely that techni-
ques that use high affinity, high specificity antibodies and
some method for eliminating binding protein interference
will give reproducible comparisons for values within the
normal range, if adequate numbers of subjects are
collected.

By having a large number of healthy subjects involved
in this work to establish reference ranges for an analyte,
it was possible to eliminate systematic analytical errors
before the reference samples were analyzed. In our
study, our findings have involved 484 subjects. The size
of this investigation is close to the study reported by
Ranke et al. (2003).

Logarithmic transformation of IGF-I data approach
makes the reference values well suited for monitoring of
IGF-| levels by Immulite 2000/DPC system. Moreover,
the authors recommend logarithmic transformation of
normative data to establish normal ranges, since the
normative dataset follow a lognormal distribution
(Armitage et al., 2002.).

IGF-I values rise from birth until puberty and then
decline with advancing age (Bagg et al., 2006; Brooke
and Drake, 2007). Over the duration of the life span these
changes are quite extensive, that is, from birth to puberty
the values can increase by a mean of 5-fold and,
conversely, between puberty and age 80 they can decline
3.5-fold. Therefore, it is necessary to establish age
adjusted ranges (Brabant et al., 2003; Kwan and
Hartman, 2007). During childhood, particularly in the
years surrounding puberty, the age intervals need to be
relatively narrow. No more than 3 to 4 years included in
each group. In contrast, after age 30, the rate of decline
of IGF-I was lower, so that grouping by decade was
reasonable.

In adult subjects, our results show a steady decrease of
serum IGF-I levels with age, which has already been
demonstrated by other authors (Strasburger et al., 2001;
Friedrich et al., 2008; Jones and Honour, 2006; Li et al.,
2005; Massart and Poirier, 2006; Barkan, 2004). In
addition to this, wellknown age-dependent IGF-I de-
crease, this study indicated a gender difference in the
adult reference ranges with adult women until age 50,
having slightly, but significantly higher IGF-I values than
men. The gender difference was inverted after 50 years
of age with men having slightly higher IGF-I values than
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women. Moreover, the reference range for women were
generally a bit broader compared to that of men. A
possible explanation for these gender differences may be
the effect of estrogen in women before menopause,
which is well known to influence serum IGF-l levels
(Anderson et al., 2001; Jernstrom et al.2001).

Another finding of this study was that the values of
some few reference samples differed significantly from
the total mean. This result obviously reflects the influence
of several factors which could affect IGF-I levels, as
differences between subjects with respect to genetic
background or nutricional status, pre-analytical influences
like sample collection and storage, as well as analytical
interferences (Chestnut and Quarmby, 2002; Yuen et al.,
2004). The finding underlines the fact that selection of a
representative reference population is a delicate task and
that a big sample size reduces the risk of a non-desirable
impact from a single or few subjects.

In conclusion, this present study has established age-
and sex-specific serum IGF-I reference values for the
Brazilian adult population from Rio de Janeiro city, based
on a large number of healthy subjects, and with the
currently most widely IGF-I assay used in Brazil (Immulite
2000/DPC). The reference values may be used in
different laboratories, since systematic difference
between systems is low using the same calibrators and
establishing an efficient intra- and inter-laboratory control
procedure.
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Neste artigo, o objetivo principal foi definir valores de referéncia de IGF-I, para o
IRMA-ACTIVE IGF-I/DSL-5600, em adultos saudaveis da cidade do Rio de Janeiro.
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Abstract

Background: Serum levels of total insulin-like growth factor | (IGF-1) reflects endogenous
GH secretion in healthy adults, which makes it a good diagnostic marker for screening of GH-
related disorders. Studies also have supported a possible relation between IGF-I levels and the
risk and prognostic for some malignancies, besides a relation between IGF-I levels and
mortality. Objective: As the determination of the IGF-I normal values for local populations is
strongly desired, the aim of this investigation was to determine reference values for IGF-I
using an immunoradiometric assay in an adult Brazilian population of Rio de Janeiro city,
since there is no other study using this methodology in Brazilian population, and that this
method is widely used in Brazil and worldwide. Methods: The study included samples of
blood taken from 484 healthy subjects (251men, 233 women) aged 18 to 70. The subjects
agreed with this study, approved by the Ethical Committee of the Instituto Estadual de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti, Rio de Janeiro, Brazil. The samples were
analyzed using a Diagnostic System Laboratories Kit. For data analysis, age and sex-specific
figures were fitted after transformation of IGF-I values. Results: In adulthood, a slow age-
dependent decrease was found. There was no significant difference between men and women
IGF-1 values. Conclusion: The present study established age-specific IGF-1 reference values,
for a healthy Brazilian adult population, determined by a widely IGF-1 immunoradiometric
assay used currently in Brazil.

Keywords: Brazilian population, Immunoradiometric assay, Insulin-like Growth Factor-I,

Reference values.

Background

Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) has become common in practice of endocrinologists
because it has great clinical utility. IGF-I concentrations are not influenced by many variables
that influence growth hormone (GH) levels [1]. IGF-I assays have been found to be useful as
a screening test for the presence of GH deficiency and to monitor the response to GH
treatment in adults [2], in establishing the diagnosis [3] and monitoring treatment of
acromegaly [4, 5]. Studies have also related IGF-I levels and risk for certain malignancies [6]

and for many others clinical disorders [7, 8, 9, 10].
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IGF-1 is regulated by multiple factors including nutritional status, cortisol, thyroxin, and
estrogen. The levels of IGF-binding proteins (IGFBP) also have influence on IGF-I levels.
Chronological age and reference ranges [11] are two factors that impact on interpretation of
IGF-1 assays results. It is imperative the establishment of normal data in representative
population considering age [12-14], but the necessity of reference values considering gender
Is not clear in the literature [15].

The determination of the serum levels of IGF-1 has been widely performed by
immunoradiometric assay (IRMA) worldwide. [8, 16]. The assay chosen for this study is the
IRMA ACTIVE IGF-1 DSL-5600. It is a monoclonal-antibody-based immunoradiometric
assay easy to perform, with a low detection limit and a short incubation time [16-18]. This
assay is currently used in many Healthcare Centers, in Brazil and worldwide [8, 16-18].
Despite the well known necessity of assay-specifc and local IGF-I reference values [1, 19],
there is no other study evaluating IGF-I reference range in the Brazilian population using the
methodology chosen in this study, what causes, sometimes, doubts in diagnosis and treatment
monitoring of Brazilian patients evaluated by this method, since, until now, there was no
appropriate reference range for them. It was the main motivation for performing this study,
considering it is not appropriate to use, for Brazilian population, reference ranges established
for other populations.

There are just two other published studies evaluating IGF-1 reference range in Brazilian
populations [20, 21], but they used another methodology, totally distinct from that used in this
study,and thus, they are not applicable to this IRMA Kkit.

Therefore, the aim of this study was to determine reference values for IGF-I in a health
Brazilian adult population, using an IRMA/DSL commercial kit widely used in Brazil,

considering the need to determine local normal ranges for this specific methodology.

Methods

Ethical approach

Subjects were either selected from blood-bank donors or general population, after carefully
medical interview, respecting excluded criteria described below. Informed consent was
obtained from all the subjects. The study protocol was approved by the Ethical Committee of
the Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti, Rio de Janeiro, RJ,

Brazil.
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Excluded criteria

All information was obtained directly by medical history in a private interview. All subjects
who were using any medications that interfere in IGF-I1 analyses (contraceptive drugs,
estrogens, corticosteroids), and subjects with renal diseases, liver diseases, malignant
disorders, diabetes mellitus, and diseases of the pituitary gland, were not considered to be in
this investigation.

Subjects

IGF-1 has been determined in samples from 484 healthy subjects (251men, 233 women) aged
from 18 to 70 years old, selected from blood-bank donors or general population of the Rio de
Janeiro city, Brazil. They were divided in seven pre-defined groups according to age, with a
minimum of 60 subjects per group [13]. Since the necessity of different reference values for
men and women is not clear [15], each group was divided into two sub groups (at least 30
men and 30 women). Each participant selected was allocated according to gender and age

until completing the predefined number of subjects per sub group.

Serum samples

Samples of whole blood were taken from selected individuals at the Instituto Estadual de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti, Rio de Janeiro, Brazil. The samples were
collected in plastic gel barrier tubes not containing any anticoagulant, and sent to the
Laboratério Helion P6voa, Rio de Janeiro, Brazil, to be processed within a time interval at
most ninety minutes (centrifuged and frozen at —20 °C up to the analysis). Grossly hemolytic,
lipemic or icteric samples were excluded. Prior to the IGF-1 determination, the samples were

allowed to reach to room temperature.

Analysis of IGF-I

Serum IGF-1 concentrations were determined by a two-site immunoradiometric assay
described by Milles et al. [22], wusing the DSL-5600 Active kit (Diagnostic System
Laboratories, Webster, TX), with an analytical sensitivity of 20 ng/ml.; intra- and inter-assay
coefficient of variation <8,2% and standards calibrated against the WHO IS 87/518
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preparation. Calibration range is up to 600 ng/ml. Acid treatment is necessary to release IGF-
| to ensure accurate quantitation since measurement of IGF-I in serum is complicated by the
presence of acid-labile components and binding proteins (IGFBPSs). In this study, IGF-1 was
extracted from IGF-binding proteins by using the acid-ethanol extraction method. This
displacement method was found to be very accurate [23-25]. The steps of the protocol to the
assay have followed manufacturer indications. Briefly, this immunoradiometric assay uses
plastic tubes coated with monoclonal anti-1IGF-I for capture and polyclonal anti-IGF-I, labeled
with 1'%, in buffer, for detection. The antibody is highly specific for IGF-I. To ensure proper
instrument performance and allow the comparison between runs, IGF-I control samples (three
levels) were analyzed in each batch of reference samples. All runs with one or more controls

out of given ranges (mean + 2 SD) were recalibrated until all controls were in range.

Statistical analysis
In order to find a scale with as constant variance as possible for the observations, different
transformations of the IGF-1 values were compared: (BOX-COX (p-value <0.001), square
root (p-value < 0.627), log (p-value 0.001)). The analysis of the data recommended square
root transformation of IGF-I data to establish normal ranges [26]. The reference range was
defined using square root transformation of the values obtained, calculation of the mean +
1 SD and £ 2 SD of these values, and then back transformed (Table 1), to obtain the limits
corresponding to the original scale [27]. Gender contribution was tested in the final
analysis. Potential interaction between age and gender was tested using Slope Test for men
and women data at three different cut levels: 30, 40, and 50 years. R Program - version
2.9.0 (R Development Core Team, 2009) was used for the statistical analyses.

Results

The transformation that best converted these IGF-1 data to normal distribution was square root
transformation. Mean value, SD and reference limits were calculated with transformed data,
and then, transformed back (Table 1). The mean and standard deviation (SD) of the IGF-I
values were dependent on age. After puberty peak, serum IGF-1 decreased rapidly to
approximately 25 years of age. From there, a slow decrease began, persisting up to at least 70
years of age (Figure 1; Table 1). Slope Test was used testing an interaction between gender

and age. The data shown no statistically significant difference in levels between men and
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women groups by the immunoradiometric assay used in this study. The p-value for both
genders was 0.0832. Due to this no significant effect of gender, we fitted just one figure and

one table for both genders as shown in Figure 1 and Table 1.

Discussion

IGF-1 is regulated by multiple factors including genetic background, cotisol, nutricional
status, thyroxine and estrogen. In addition, the individual levels of IGFBP can have influence
on IGF-I levels [1]. Considering these knowledge, local reference range should be established
[1]. The necessity for assay-specifc IGF-I reference values has also been well established
[19]. Brazil is an almost continental country and no one published study evaluating IGF-I
reference range in the Brazilian population, until now, was done with the methodology used
in this study. The aim of the investigation was to generate data for IGF-1 IRMA DSL-5600
Active kit (Diagnostic System Laboratories, Webster, TX), in a clinically well-characterized
healthy Brazilian adult population of the Rio de Janeiro city, under normal routine situation.
To improve IGF-1 measurement, the calibration of assays against a new preparation of
recombinant human IGF-I (rhIGF-1) produced by the WHO First International Standard
(WHO IS 02/254) has been recommended [28; 29]. The assay used in this study is yet
standardized against the WHO 1S 87/518.

Leite et al, 2011 [21], have performed a study evaluating the IGF-I reference range in people
from Rio de Janeiro State, Brazil, but with another distinct methodology (ICMA). The
reference values obtained in that study [21] can not be used for immunoradiometric assay,
since it is already well established that IGF-1 reference values need to be established for each
specific methodology [19]. Other aliquots of serum samples used by Leite et al, 2011, were
used to determine IGF-I values by IRMA assay. These two methodologies are often used
nowadays for IGF-I analysis by many Health Care Centers in Brazil and worldwide [19].
Until this moment there was no study with Brazilian population to determine IGF-1 reference
ranges for immunoradiometric assay. This stimulated our study with this commercial assay.
In the future, this assay probably will be calibrated against the WHO IS 02/254 and reference
ranges will be determined again using the recalibrated assay.

The establishment of reference ranges for an analyte requires the analysis of a large number of
reference samples, in order to be possible to eliminate systematic analytical errors. In the

study by Ranke et al. [13] using 427 normal adults, in which a standard radioimmunoassay
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using excess IGF-11 was compared to an IRMA assay, there was excellent comparability. The
correlation coefficients varied between 0.79 and 0.87 for the 427 normal adults. In our study,
our findings have involved 484 subjects. The size of this investigation is close to the study
reported by Ranke et al [13].

Square root transformation of IGF-I data approach makes the reference values well suited for
monitoring of IGF-I levels by IRMA DSL-5600 Active kit. IGF-1 values rise from birth until
puberty and then decline with advancing age [30]. Throughout of the lifespan of an
individual, authors have reported that these variations are quite important. Firstly, from the
birth to the puberty the values can increase by a mean of 5-fold. Secondly, it has been
reported, that, conversely, between the puberty and 80 years old, the values can decline 3.5-
fold. Putting together these findings, it is desired to try to establish age adjusted ranges, as
suggest by Brooke et al, 2007 [31] and we agree with this consideration.

Clemmons, 2007 [1] has suggested that during childhood, and particularly in the years
surrounding puberty, the age intervals in the investigations need to be relatively narrow. It is
proposed by Clemmons, 2007 [1], and we agree, that no more than 3-4 years would be
included in each group. However, if it is considered a group of individuals with age after 30,
as the rate of decline of IGF-1 is lower in this group, it is possible to consider that grouping by
decade would be reasonable [1].

In adult subjects, our results showed a steady decrease of serum IGF-I levels with age, which
has already been demonstrated by other authors [27, 32, 33].

In the present study, no difference in IGF-I levels was observed between genders, differently
from Leite et al, 2011, using another methodology [21]. Other studies also have failed to
demonstrate such difference and their results were reported without distinction between
genders [19, 27, 34], suggesting that these findings can be specific for different
methodologies and may be dependent on the assay used [19]. The upper and lower limits
(mean £ 2SD) related by Leite et al [21] study, for the same population, but using another
methodology (ICMA), were different from those obtained in the present study (IRMA),
confirming need to establish reference values for each specific assay, as has already been
widely documented in the literature [1, 19]. Another finding of this study is that the values of
some few reference samples differed significantly from the total mean. This result obviously
reflects the influence of several factors which could affect IGF-1 levels, as differences
between subjects with respect to genetic background or nutritional status, pre-analytical
influences like sample collection and storage, as well as analytical interferences [35]. The

finding underlines the fact that selection of a representative reference population is a delicate
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task and that a big sample size reduces the risk of a non-desirable impact from a single or few
subjects.

Conclusions

The present study has established age-specific serum IGF-I reference values for a Brazilian
adult population, by a currently widely IGF-1 assay used in Brazil (IRMA DSL-5600 Active),
based on a large number of healthy subjects from Rio de Janeiro city. Until now there is no
other study performed to determine IGF-I reference values for Brazilian population using
IRMA. These reference values may be used for this methodology in different laboratories,
since systematic difference between systems is low using the same calibrators and

establishing an efficient intra- and inter-laboratory control procedure.
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Table

Table 1 - Serum IGF-1 (ng/ml) reference ranges for IRMA DSL at ages 18 to 70 for
Men/Women

Age in years -2SD -1SD Mean +1SD +2SD
18a20 154.06 250.65 370.64 514.02 680.79
21a25 123.34 213.04 327.10 465.52 628.30
26 a 30 58.72 137.43 249.10 393.74 571.35
31a40 69.21 133.84 219.60 326.49 454.50
41a50 17.41 66.63 147.70 260.60 405.34
51a60 35.40 87.42 162.56 260.82 382.20
61a70 30.20 81.99 159.14 261.63 389.47
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Figure
Figure 1 - IGF-1 data related to age for men and women IRMA-DSL.

Figure presents the individual values of the 484 healthy subjects (251 men and 233 women)
as well as the curves for the fitted mean, = 1 SD and + 2SD functions before transformation

data.
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4 DISCUSSAO

A necessidade de definir valores de normalidade de IGF-1 para cada populacao ja esta
bem estabelecida, devido aos inimeros fatores que influenciam suas concentragfes, como
estado nutricional, uso de tiroxina, drogas anticoncepcionais, estrégenos, corticosterdides e
fatores genéticos (14, 17, 18, 25-28, 35-37).

E fundamental que os laboratdrios fornecam valores de referéncia especificos para
cada metodologia, por idade, adequados a sua populacdo, e estabelecidos numa populacao
representativa (10, 11, 14, 23, 48). Apesar disto, existe apenas um estudo, de nosso
conhecimento, avaliando valores de referéncia em uma populacdo brasileira (38) com
individuos da regido metropolitana de Belo Horizonte, estado de Minas Gerais utilizando o kit
comercial ICMA- Immulite 2000/DPC, e nenhum estudo com populacéo brasileira utilizando
kit comercial IRMA- ACTIVE IGF-1/DSL-5600, apesar deste ensaio imunorradiométrico
também ser um ensaio frequentemente usado ndo apenas no Brasil, mas também no mundo
(49-51). Considerando a dimensdo territorial do Brasil, este estudo (46,47) determinou valores
de referéncia para estas duas metodologias numa populagdo da cidade do Rio de Janeiro,
estado do Rio de Janeiro, com caracteristicas demograficas bastante diversas das da outra
cidade avaliada anteriormente (38).

Ressaltamos que os resultados encontrados para a metodologia ICMA, publicados por
Leite et al, 2011 (46), ndo podem ser usados para 0 ensaio IRMA (47), uma vez que 0S
valores de referéncia para IGF-I1 devem ser estabelecidos para cada metodologia especifica
(52). Para determinar os valores de referéncia para IGF-I pela metodologia IRMA (47), foram
usadas outras aliquotas, fracionadas das mesmas amostras de soro usadas por Leite et al,
2011, para determinar os valores de referéncia para IGF-I pela metodologia ICMA (46).

Os valores de referéncia, fornecidos pelos fabricantes de kits para uso nas rotinas de
laboratorios, geralmente ndo fornecem detalhes da descricdo de como os intervalos de
referéncia foram determinados, como por exemplo os fatores de particionamento da amostra,
tamanho da amostra, diferenciacdo por sexos, dentre outros (53). Com o objetivo de melhorar
a padronizacdo dos meétodos para se estabelecer intervalos de referéncia, o International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC) e o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) estdo desenvolvendo trabalhos conjuntos. No encontro da American Association for
Clinical Chemistry (AACC) em 2007, em San Diego, houve uma sessdo dedicada a este

assunto. As novas orientacbes do CLSI (versdo C28-A3) que foram apresentados a
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comunidade laboratorial diferem da versdo anterior (C28-A2) basicamente no seguinte
(53,54): (i) Para certos analitos, como colesterol, hemoglobina glicada e bilirrubina neonatal
devem ser utilizados, tanto Limites de Decisdo, quanto Intervalos de Referéncia, (ii) O
laboratério deve validar os intervalos de referéncia estabelecidos pelo fabricante, (iii)
Determinacdo de intervalos de referéncia através de estudos multicéntricos, (iv) Aceitam-se
métodos ndo paramétricos, assim como métodos estatisticos robustos, para calculo dos
intervalos de referéncia, (v) Os laboratérios devem fazer relatérios mais faceis de entender,
com valores anormais em destaque e (vi) Os laboratdrios devem citar ou limitar a decisdo ou
intervalos de referéncia, ndo ambos.

Idealmente, o CLSI recomenda um numero minimo de 120 amostras por cada grupo
(por exemplo: por sexo ou faixa etaria) para se estabelecer valores de referéncia (CLSI 28-
A3) (45, 54, 55). Contudo, 0 mesmo documento admite que pouquissimos Laboratdrios ou
mesmo Fabricantes conseguiriam atingir este quantitativo devido, principalmente, ao elevado
custo e a dificuldade de se obter um grupo representativo de individuos normais (56, 57).
Desta forma, este e outros documentos citam como valida, desde que seja realizada uma
adequada analise estatistica dos dados, a alternativa de um minimo de 20 individuos saudaveis
para que sejam validados valores de referéncia para um determinado analito, numa populacéo
local, por um determinado método (53, 54, 58, 59). Foi considerada, portanto,
estatisticamente valida a anélise de pelo menos 30 individuos, por cada grupo, de homens e
mulheres, selecionados conforme faixas etarias que foram estipuladas através de um Projeto
Piloto desenvolvido para este estudo.

Leite et al (46) e Leite et al (47) analisaram 484 individuos saudaveis, tamanho
amostral préximo ao do estudo de Ranke et al (48) que usou 427 adultos normais e
demonstrou excelente comparabilidade entre trés ensaios analisados, com coeficiente de
variacdo entre 0,79 e 0,87.

Quanto a escolha dos intervalos de faixas etarias para valores de referéncia de IGF-I,
sabe-se que os valores de IGF-I se elevam cerca de 5 vezes desde o nascimento até a
puberdade, declinando depois cerca de 3,5 vezes entre a puberdade e os 80 anos de idade (14,
17, 18, 28, 35, 36). Portanto, torna-se indispensavel estabelecer valores de referéncia por
faixas etarias, como sugerido por Brooke et al, 2007 (17) e outros autores (12, 27, 28, 60).
Contudo, ainda ndo estdo definidos quais seriam os intervalos ideais de faixas etarias para
valores de referéncia de IGF-1. Clemmons, 2007 (14) sugere, assim como nossos resultados
(46, 47), que durante a infancia e, especialmente, préximo a puberdade, estes intervalos

devem ser mais estreitos, ndo superiores a 3 ou 4 anos. Clemmons, 2007 (14) propGe ainda, e
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nossos resultados (46, 47) sdo concordantes, que a partir de 30 anos o declinio dos niveis de
IGF-I € menor, o que permite agrupar os individuos por décadas (14, 54). Para a escolha dos
intervalos das faixas etarias usadas neste estudo, foram considerados a literatura (14, 54) e
dados do Projeto Piloto, a partir do qual, apds analises de inimeras possibilidades de
intervalos etarios, optou-se (46, 47) pelos intervalos em que os valores de IGF-I apresentaram
as distribuicdes mais proximas de uma distribuicdo Normal.

Como o intervalo pediatrico completo é do nascimento até aos 18 anos (53), essa
investigacdo procurou estabelecer valores de referéncia para IGF-1 em adultos, baseado em
uma grande populacdo de individuos saudaveis entre 18 e 70 anos de idade. Este estudo
considerou faixas etarias mais estreitas até os 30 anos, com intervalo de 2 anos até os 20 anos
de idade e intervalos de 5 anos entre 20 e 30 anos. A partir desta idade os individuos foram
agrupados por décadas até os 70 anos de idade, totalizando 7 faixas etarias (46, 47).

A transformacéo Logaritmica dos valores de IGF-1 mostrou-se a mais adequada para
se estabelecer os valores de referéncia do ensaio de IGF-I para ICMA, pelo sistema Immulite
2000/DPC. Esta abordagem também é recomendada por outros autores (14, 26) que também
observaram uma distribuicdo log normal dos valores de IGF-1 nas populacGes por eles
estudadas. Os valores de referéncia de ICMA foram, portanto, plotados em escala logaritmica,
e apresentados por sexo e idade, por graficos de regressao linear e, também, por tabelas com
média + 1 SD e + 2 SD, particionados em 7 faixas etérias entre 18 e 70 anos. Quanto a
metodologia IRMA, a transformacdo Raiz Quadrada foi a mais adequada para se estabelecer
os valores de referéncia do ensaio de IGF-I para o kit comercial ACTIVE IGF-1/DSL-5600.
Devido ao tipo de transformada utilizada (Raiz Quadrada), ndo foi possivel gerar graficos de
regressao linear e, portanto, foram geradas apenas tabelas com valores de referéncia por faixas
etarias.

Os resultados de Leite et al (46) e Leite et al (47), em individuos adultos, mostram a
diminuigéo lenta e progressiva dos niveis sericos de IGF-1 com a idade, como ja tem sido
demonstrado por outros autores (15, 18, 26, 27, 36, 61).

Para uma andlise adequada da existéncia ou ndo de diferenca estatistica entre os niveis
séricos de IGF-1 entre homens e mulheres, os estudos de Leite et al (46) e Leite et al, (47)
analisaram um numero minimo de 30 homens e 30 mulheres por cada faixa etaria pré-
estabelecida e utilizaram o Teste de Slope para avaliacdo da interacdo entre sexo e idade. No
estudo com a metodologia ICMA (46), foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
(p-valor: 0.0181) para os valores de referéncia de IGF-1 entre homens e mulheres,

diferentemente do estudo de Rosario, 2010 (38), realizado numa populacdo adulta de Belo
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Horizonte. Em relacdo ao método ICMA (46), os achados de valores de referéncia mais
elevados em mulheres do que em homens com menos de 50 anos, demonstrados pelo Teste de
Slope com corte aos 50 anos, apontam, possivelmente, para a acdo estrogénica, ja bem
conhecida, nos niveis de IGF-1 (24, 62). Ap6s os 50 anos ocorre uma inversao destes valores,
passando os valores masculinos a serem discretamente mais elevados do que os femininos.
Esta diminuicdo dos niveis séricos de IGF-1 em mulheres ap6s os 50 anos se deve,
possivelmente, a diminuicdo da acdo estrogénica na menopausa. As faixas de referéncia
também foram ligeiramente mais alargadas nas mulheres do que nos homens. No estudo com
o método IRMA (47), ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa para 0s
valores de referéncia de IGF-I entre homens e mulheres, diferentemente do estudo utilizando
a metodologia ICMA (46). Portanto os valores de referéncia para 0 método IRMA sdo o0s
mesmos para ambos 0s sexos. Outros estudos tambeém ndo demonstraram esta diferenca, e
seus resultados também foram apresentados sem distingdo entre os sexos (27, 40, 52, 63),
sugerindo que estes achados podem ser especificos para diferentes metodologias e podem ser
dependentes do ensaio utilizado (52).

Os limites superiores e inferiores (média + 2SD) relatados pelo estudo de Leite et al
(46), com o método ICMA, foram diferentes daqueles obtidos no estudo, para a mesma
populagdo, mas utilizando a metodologia IRMA (47), confirmando a necessidade de se
estabelecer valores de referéncia para cada metodologia especifica, como ja estd amplamente
documentado na literatura (14, 52).

Outro achado de Leite et al (46) e Leite et al (47) € que os valores, de algumas poucas
amostras de referéncia, diferiram significativamente da média total, refletindo a influéncia dos
indmeros fatores que podem afetar os niveis de IGF-I, como as diferencas genéticas e
nutricionais individuais, bem como influéncias pré-analiticas como coleta e armazenamento
da amostra, além de interferéncias analiticas (19, 64). Este achado confirma a importancia da
selecdo de uma populacdo de referéncia representativa, e que um numero de amostras
suficientemente adequado reduz o risco do impacto indesejavel de uma Unica ou de algumas
poucas amostras com valores discrepantes.

E esperado que os achados cientificos desse estudo tenham impacto na abordagem
clinica envolvendo a interpretacdo diagnodstica e 0 acompanhamento de pacientes portadores

de transtornos relacionados aos niveis séricos de IGF-I.
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5 CONCLUSAO

Este estudo estabeleceu valores séricos de referéncia para IGF-I, numa populacédo

adulta saudavel da cidade do Rio de Janeiro, para duas metodologias usadas no Brasil.

o Para 0 método ICMA-Immulite 2000/DPC: em homens adultos, os niveis de IGF-I
variaram de 70,18 a 502,70 ng/dL, e em mulheres adultas, os niveis de IGF-I variaram de
54,65 a 569,07 ng/dL, considerando a faixa etaria de 18 a 70 anos.

o Para 0 método IRMA-ACTIVE IGF-1/DSL-5600: em homens e mulheres adultas, 0s
niveis de IGF-1 variaram de 17,41 a 680,79 ng/dL, considerando a faixa etaria de 18 a 70

anos.

Estes valores de referéncia sdo aplicaveis para as analises realizadas pelo sistema de
imunoensaio quimioluminescente automatizado: ICMA-Immulite 2000/DPC, e para 0 ensaio
imunorradiométrico: IRMA-ACTIVE IGF-1/DSL-5600, para a populacdo estudada, mesmo
que em diversos laboratdrios, desde que se utilize um eficiente controle de qualidade intra e

inter-laboratérios.
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APENDICE A - Questionario

Py
HEMORIO Instituto Estadual de Hematologia “Arthur de Siqueira

Cavalcanti”
QUESTIONARIO
CRITERIOS DE EXCLUSAO DO DOADOR DE SANGUE :
E portador de tumor hipofisario? ( )SIM () NAO
Usaestrogénio? ( )SIM () NAO

Usa GH (Hormdnio de Crescimento)? ( )SIM () NAO
Foi submetido a radioterapia de cabeca? ( ) SIM () NAO

A wnp e

Obs : Em caso de a resposta ser SIM, em qualquer dos itens acima, o doador de sangue

ndo preenchera a ficha.

CADASTRO:

DATA : IDADE : DATA DE NASCIMENTO : SEXO :
COR: ( )BRANCO ( )NEGRO ( )PARDO

NOME :

ENDERECO :

CEP: TELEFONE :

NACIONALIDADE : NATURALIDADE :

GRAU DE ESCOLARIDADE : RENDA MEDIA :

Assinale com um X a resposta correta :

1. Pratica alguma atividade fisica? ( )SIM () NAO
2. Qual?
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e ~~ ~ @ ~ ~ @ ~ ~ @ -~ -~
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Quantas vezesporsemana?( )1 ( )2 ( )3 ( )4 ( )5 ( )6 ( )7

H& quantotempo? ( ) Menosdelmés ( )la3méses ( )3a6méses
( ) 6a9meéses ( )9al2méses ( ) maisdelano

Come com que freqliéncia os seguintes alimentos :

Carne de boi

) Todos os dias () Pelo menos 2 vezes por semana

) Menos de 1 vez por semana () Nunca

Peixe

) Todos os dias () Pelo menos 2 vezes por semana

) Menos de 1 vez por semana () Nunca

Frango

) Todos os dias () Pelo menos 2 vezes por semana

) Menos de 1 vez por semana ( ) Nunca

Leite

) Todos os dias () Pelo menos 2 vezes por semana

) Menos de 1 vez por semana () Nunca

Queijo

) Todos os dias () Pelo menos 2 vezes por semana

) Menos de 1 vez por semana () Nunca

Ovos

) Todos os dias () Pelo menos 2 vezes por semana

) Menos de 1 vez por semana ( ) Nunca

E portador de Diabetes? ( )SIM () NAO

E portador de tumor hipofisario? ( )SIM () NAO

E portador de doenca tiroideana? ( )SIM () NAO

E portador de doenca hepatica? ( )SIM () NAO

10. E portador de doenca renal? ( )SIM () NAO

53
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11. Frequéncia do uso de bebida alcodlica :
( ) Todososdias ( )Freqientemente ( ) Raramente ( ) Nunca

12. Das medicag0es abaixo, quais as que VOCé usa ?
+ Anticoncepcional ou hormonio para reposi¢do na menopausa ( estrogénio ) ?
( )SIM ( )NAO
¢ Hormonio tireoideano ?
( )SIM ( )NAO
& Formulas para emagrecer ?
( )SIM ( )NAO
¢ Formulas para aumentar massa muscular ?
( )SIM ( )NAO
+ Suplementos alimentares para ginastica ( concentrados de proteina ou outros ) ?
( )SIM ( )NAO
¢ Horménio de crescimento ( GH, PRO-GH, ou similares ) ?
( )SIM ( )NAO
¢ DHEA?
( )SIM ( )NAO

¢ Cite os nomes de todos os medicamentos em uso :

13. Qual é a altura do pai ?

14. Qual é a altura da mae ?

15. Qual é a sua altura ?

16. Qual é o seu peso ?

17. IMC ( INDICE DE MASSA CORPORAL) =
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APENDICE B — Termo de consentimento livre e esclarecido

5
HEMORIO Instituto Estadual de Hematologia “Arthur de Siqueira

Cavalcanti”

COORDENACAO DE PESQUISA E RECURSOS HUMANOS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

IDENTIFICACAO DO PROJETO :

Titulo : Padronizagdo de normalidade para IGF1 em adultos, distribuidos por sexo e

faixas etarias no Estado do Rio de Janeiro

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA :

Esta pesquisa tem como objetivo estabelecer quais sdo 0s niveis normais, no sangue de
individuos saudaveis, de uma substancia responsavel pelo crescimento. Esta substancia se
chama IGF1. A importancia deste trabalho é permitir o adequado diagndstico e tratamento
de uma doenca chamada acromegalia, e causada por um tumor, dentro da cabeca, que
aumenta os niveis de horménio de crescimento e, consequentemente, de IGF1.

Esta doenga faz com que a pessoa tenha crescimento de suas extremidades, como, por
exemplo, maos, pés, nariz, queixo, etc., bem como aumenta o volume de 6rgaos, do corpo
tais como coracéo, e outros, e faz surgir outras doencas como diabetes, hipertenséo arterial,
dores nas juntas, cancer de intestino, cancer de mama, cancer de tiredide e outros. Ainda
pode provocar cegueira, dores fortes de cabeca, problemas respiratérios, etc.

E de tratamento muito dificil, com cirurgia e radioterapia e medicamentos muito caros. N&o

existe outra forma de um médico acompanhar bem os resultados do tratamento destes
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pacientes, especialmente aqueles pacientes tratados com o remédio chamado Pegvisomant,
a ndo ser através de exame de sangue para verificar os niveis desta substancia.

Como ndo sabemos ainda os niveis normais desta substancia para a nossa populacdo, o
tratamento hoje ainda é muito deficiente.

Com este trabalho pretendemos descobrir as taxas normais, para entdo podermos avaliar e
tratar de forma satisfatdria estes pacientes.

METODO PARA COLHEITA DE MATERIAL :

Para este fim precisamos colher apenas 10 ml de sangue de uma veia do ante-braco de
pessoas saudaveis. Este material sera analisado em laboratério de analises clinicas

V. DESCONFORTO E/OU RISCO :

O procedimento de coleta do sangue podera trazer o desconforto natural de qualquer coleta
normal, ou seja, podera apresentar dor e/ou hematoma no local da coleta.

V. BENEFICIOS DA PESQUISA :

Os resultados obtidos permitirdo que os médicos saibam os niveis normais desta substancia
(IGF1) no sangue, e desta forma possam tratar estes pacientes com tumores que aumentam
as taxas do hormdnio de crescimento e, consequentemente, as taxas de IGF1.

VI.  GARANTIA DE RECEBER ESCLARECIMENTO:

Se vocé nao entender as palavras do texto acima, peca a alguém da equipe do estudo que

lhe explique de forma a que vocé entenda completamente.

VIl. ESCLARECIMENTO SOBRE A LIBERDADE DE PARTICIPAR DO ESTUDO

Sua participacéo neste estudo é voluntaria. A qualidade do seu atendimento nesta instituicdo ndo sera afetada caso vocé decida nédo participar do

estudo.
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VIll.  COMPROMISSO DE SIGILO SOBRE OS RESULTADOS

A sua identidade sera guardada em absoluto sigilo, ou seja, o resultado do seu exame sera
utilizado de forma totalmente andnima, sem identificar vocé, e com a Unica finalidade de

estabelecer os niveis normais de IGF1para a nossa populagcado. Em qualquer publicagdo

IX. CONSENTIMENTO PARA UTILIZAR OS RESULTADOS DA PESQUISA

Sua participacgao significa automaticamente que vocé concorda que seus resultados sejam
divulgados através de encontros cientificos e publicagbes especializadas, desde que

mantidos como andénimos.

X. DECLARACAO DO PACIENTE

Declara seu livre consentimento para que seja colhida uma pequena amostra (10 ml) de seu
sangue, com a finalidade de dosar os niveis de IGF1, uma substancia relacionada ao
crescimento e utilizada como principal meio de diagnéstico e acompanhamento de pacientes
com tumor produtor de horménio do crescimento.

A importancia de sua participacao é possibilitar estabelecer os niveis normais de IGF1, e
desta forma permitir o diagnéstico e o tratamento adequado de portadores destes tumores
(pacientes acromegalicos), uma vez que ainda ndo dispomos dos valores de normalidade de
IGF1 estabelecidos para nossa populacao.

O resultado deste exame serd absolutamente confidencial e utilizado de forma totalmente
andbnima, com a Unica finalidade de estabelecer os niveis normais de IGFlpara a nossa
populacgéo.

Declara, ainda, estar ciente de que a coleta desta pequena amostra de sangue ndo acarreta
nenhum risco para sua saude, a ndo ser a possibilidade de dor e/ou hematoma que podem
ocorrer em qualquer coleta de sangue. O paciente declara ainda estar ciente que n&o
pagard nada pela sua participagdo, e que também ndo receberd qualquer espécie de
remuneracdo para a realizacdo da mesma.

O paciente declara também que recebeu uma cépia deste formulério de consentimento.
Finalmente, o paciente declara ainda que leu e compreendeu toda as informagdes acima

referidas e que recebeu respostas para todas as suas duvidas.
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Nome do participante (letra de forma)

Assinatura do participante ou representante legal

Assinatura da pessoa que apresentou o consentimento
Data: / /

Eu ou meu representante esclarecemos todas as dilvidas do participante ou seu
representante autorizado, fornecendo todas as informacdes necessarias de forma

compreensivel.

Assinatura do investigador principal

Data: / /




ANEXO A — Comité de Etica

59

H

g
%m Instituto Estadual de Hematologia “Arthur de Siqueira Cavalcanti”

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

atento:
[ ]

Atenciosamente,

J‘/Q.m Laura Jane G. Neumann
\Qoordenadora do CEP .
Laura' Jane Neutederio

Coordenadora do CEP HEMORIO

Rio de Janeiro, 26 de julho de 2005.

ASSUNTO: Parecer consubstanciado de projeto de pesquisa avaliado pelo CEP HEMORIO

Prezado Pesquisador,

O projeto, “Padronizagio de normalidade de IGF1 em adultos, distribuidos por sexo e faixa
etéria, no RJ”, cadastrado no CEP HEMORIO sob o n° 062/05, foi aprovado pelo Comité desta
Instituigo, conforme a Resolugdo CNS 196, de 10/outubro de 1996, apés respostas as exigéncias
apontadas.

Ressaltamos abaixo, algumas orientagdes fundamentais, as quais o pesquisador deve estar muito

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em aualquer fase da pesqu1sa sem penalizaciio alguma e sem prejuizo
a0 seu cuidado e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, na fntzgra, por ele assinado;

O pesquisador deve'desenvolver a pesquisa conforme dehneada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que
o aprovou, aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco ou dano n@o previsto
a0 sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a um dos
grupos da pesquisa que requeira agdo imediata;

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o

curso normal do es.udo. £ _papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificacdes ao CEP e 3 ANVISA, junto com seu posicionamento;
Eventuais modifica;Bes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projetos do Grupo I ou II apresentados anteriormente &
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envié-las também & mesma, junto com o
parecer aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente at¢ 03/01/06 e
ao término do estudo.

Sendo assim, por favor, contate a Coordenagio do CEP HEMORIO (Sra. Laura Jane ou Adriana)
pelo telefone 2242-6080, ramal 2141, a fim de estabelecermos o fluxo de sua pesquisa e
tomarmos outras providéncias pertinentes.
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ANEXO B — Carta de aceite do Artigo 2

220213 Gmail - [UMS)Aricle provisionally accepted.

G . l
- -
by LiOOR I

[IJMS]:Article provisionally accepted.

Indian Journal of Medical Sciences <editor@indianjmedsci.org> 4 de dezembro de 2012 15:42
Responder a: editor@indianjmedsci.org
Para: sdavidsfilho@gmail.com

If you cannot see this page properly, please click here.
Dear Prof. Santos-filho,

We are pleased to inform that your manuscript "Determination of Insulin-like Growth Factor-| reference values
using an immunoradiometric assay in a Brazilian adult population” is provisionally accepted. You would
receive an edited version of article in about 2-3 weeks from now for a final check and correction.

We thank you for submitting your valuable research work to Indian Journal of Medical Sciences.
With warm personal regards,

Yours sincerely,
Prabhash Kumar
Indian Journal of Medical Sciences

Message sent on Tuesday, December04, 2012
Please add editori@ndianjmedsci.org as a contact in your E-mail client to ensure that this mail is not considered as a junk mail.

---- END OF MESSAGE ----

Indian Journal of Medical Sciences is Indexed / Listed with Index Medicus, MEDLINE, ISI Current Web
Contents, Excerpta Medica/EMBASE, CAB Abstracts, CINAHL Database, and Index Copernicus, and is
available in full text from www.indianjmedsci.org and www. bioline. org.br/ms. The journal is archived for long
term preservation at OAl-compliant e-print repository at the University of Toronto Library, Canada.

hitps #/mail g oog le. comdmai Fuld uF 2&i=823dacd5378xi ane ptEq=ijms acceptedZqs=trueds ear che= quenéirs g=13b6702c0a101b53 11



