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RESUMO

Nos laboratorios do IPEW foi preparada gastrina radioiodada para
uso em radioimunoensajo tendo sido realizado o controle de sua qualida-
de. Este trabalho conclui o estudo da avaliagao da qualidade da gastri-
na radioiocada no IPEN, comparando-a a um tragador comercial através da
analise d: sua pureza e da adequagao de seu emprego no radioimunoen -
saio. 0 tracador IPEN apresentou elevada pureza quando submetido a ele
troforese em gel de poliacrilamida a 7% (85,00% contra 65,31%). A incor
poracao de ]251 avaliada atraves da precipitacao pelo acido tricloroac§
tico confirmou seu elevado grau de pureza (96,23% contra 75,38%). Ainda
em relagao a pureza, no sistema de radioimunoensaio, o tragador IPEN a-
presentou menor valor de 1jgacao inespecifica (1,40% contra 7,30%). Os
titulos de anti-soro que forneceram ligacao de 50% com os tragadores fo
ram muito similares: 1:136.000 para o IPEN e 1:152.000 para o comercial.
Nesse sentido, os valores das ligacoes especificas obtidos nos ensaios
foram muito proximos (48,60% para o IPEN e 45,90% para o comercial) bem

(*) Trabalho apr.sentado na XVII1 Reunido Anual da Sociedade Brasileira
de Bioquimica, realizada em Caxambu (MG) de 4 a 6 de maio de 1989,

(1) Professor Titular da disciplina de Gastroenterologia CiTnica da Fa-
culdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, falecido em margo
de 1989,
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como as respectivas doses que produziram uma queda de 50% na ligagao mi
xima (45 e 40 pmol/1). Alem disso, as curvas padrao obtidas com ambos
os tracadores foram paralelas apresentando elevada sensibilidade (0,99
- puol/1 para o IPEN e 0,80 pmol/1 para o comercial). Amostras de contro
le de qualidade interno foram dosadas nos ensaios realizados com estes
tragadores apresentando correlagao significante (p€ 0,001), indicando
ser 0 nosso tracador de qualidade comparavel aquele importado.



GASTRIN LABELLED AT IPEN: COMPARISON WITH A COMMERCIAL TRACER*
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ABSTRACT

Radioiodinated gasfrin has been prepared at IPEN laboratory for
radioimmunoassay use and submitted to a quality control evaluation .
This work concludes the evaluation of quality of gastrin radioiodinated
at IPEN, comparing it with a commercial tracer through the analysis of
the purity and the radioimmunoassay performance. The IPEN tracer pres-
ented a higher purity when analyzed on 7% polyacrylamide gel electropho
resis (85,00% against 65,81%). The ]251 incorporation evaluated through
thrichloroacetic acid precipitation confirmed its high purity degree
(96,23% against 75,38%). In relation to the purity, in the radioimmino -
assay system, the IPEN tracer presented the lower non-specific binding
value (1,40% against 7,30%). The antibody titers required to bind 50%
of the tracers were very similar: 1:136.000 for the IPEN and 1:152.000
for the commercial. In this way the specific binding of the radioimmuno
assay was close (48,60% for the IPEN and 45,90% for the commercial) as
wel) as the respective doses producing 50% fall in the maximum responses
(45 and 40 pmol/1). Besides, the standard curves obtained with both

(*) Paper presented at XVIII Reunido Anua) da Sociedade Brasileira de
BioquTmica, held in Caxambu (MG), May 4-6, 1989,

(1) Gastroenterology Department of the Medical School of Sado Paulo Uni-
versity - FMUSP, deceased in march 1989.
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tracers were parallels presenting very *igh sensitivity (0,99 pmol/1 for
the IPEN and 0,80 pmol/1 for the commercial). Samples of internal quali-
ty control measured in the standard curves prepared with these tracers
shaed a high significant correlation (p€ 0,001), indicating the compa -
rable quality of our tracer with imported one.
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INTROOUGKO

0 desenvolvimento do radioimuncensaio de gastrina no final da
década de 60 (1,2) possibilitou o conhecimento da fisiologia e pato-
fisiologia deste hormonio (3-6), tornando-se uma ferramenta indispen
savel para os estudos relativos ao mecanismo de sua liberagao, de
sua biossTntese bem como da interagao com seus receptores celulares.

Mais recentemente, foi desenvolvido em nossos laboratorios um
radioimunoensaio de gastrina altamente sensivel e especifico, cuja
validade foi confirmada pela sua aplicagao clinica na determinagao
ds gastrinemia de individuos portadores de diferentes afeccoes (7).

A padronizagao deste radioimunoensaio exigiu o preparo cuidado
so de seu tragador, tendo sido realizado um rigoroso controle de sua
qualidade pela andlise dos seguintes parametros: rendimento da radio
iodagao, atividade especifica, pureza, imunorreatividade e estabil{-
dade da gastrina radioiodada (8).

0 presente trabalho conclui o referido controle de qualidade ,
comparando o tracador preparado em nossos laboratorios com um traga-
dor comercial por meio da analise de sua pureza e da adequagdo de
seu emprego no radioimunoensaio de gastrina.

MATERIAIS E METODOS

Gastrina humana sintetica radioiodada no IPEN (8) foi compara-
da com quela fornecida por um conjunto diagnostico comercial (Baxter
Travenol Diagnostics) no que diz respeito a sua pureza e adequacao
para ser empregada como tragador na realizagdo de ensafos radioimuno
1ogicos.

Para tal fim, aliquotas de ambos tragadores foram submetidas &
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) a 7% e ao teste de pre-
cipitagao de proteTnas pelo acido tricloroacetico (TCA), realizados
de acordo com procedimentos descritos em trabalho anterior (8).

Estes tracadores foram empregados na realizagao de ensaios com
parativos realizados de acordo com o metodo previamente desenvolvido
en nossos laboratorios(7).

Analisaram-se os valores das ligagles especificas (1igacSes ma
ximas dos tragadores com o anticorpo na auséncia de hormonio padrdo),



inespecificas (ligacoes dos tragadores na auséncia de anticorpo), va
lores de EDSO e de sensibilidade desses ensaios. A sensibilidade foi
estimada pelo calculo da dose minima detectavel (DMD) de acordo com
o metodo descrito por Rodbard (9).

A concentragao de gastrina de amostras controle foi determina-
da em ambos os ensaios. Calculou-se a correlagao linear entre estes
valores quando estimados com um ou outro tragcador, a fim de confir -
mar o paralelismo desses ensaios.

Quando foram realizados esses testes, haviam transcorrido 75 e
45 dias respectivamente, desde o preparo do tracador IPEN e do comer
cial.

. RESULTADOS E DISCUSSAC

A oportunidade de poder comparar o tragador IPEN com aquele
fornecido por um conjunto diagnostico comercial foi de grande impor-
tancia para concluir o estudo referente ao controle de qualidade do
tracador do radioimunoensaio de gastrina.

A Tabela 1 apresenta os valores de Rm e de pureza (% EGPA e %
precipitagao pelo TCA) dos tragadores IPEN e comercial. Seus valores
de R foram bem semelhantes e caracteristicos da gastrina radiofioda-
da, conforme observado em trabalho anterior.

Quando analisados pela EGPA, o tragador IPEN apresentou maior
grau de pureza do que o tragador comercial o que foi confirmado ain-
da pelos valores obtidos na precipitagao pelo TCA (Tabela 1). Ambos
tragadores mostraram nos seus respectivos eletroforetogramas apareci
mento de 12° en consequéncia de seu tempo de estocagem, sendo que a
liberagao de ]251 pelo tragador comercial foi bem major (Figura 1).

A Figura 2 apresenta as curvas obtidas quando realizados conco
mitantemente ensaios com esses tracadores. Os valores relativos & 11
gacdo inespecifica, especifica, ED;, e sensibilidade dessas curvas
sao mostrados na Tabela 2.

0 valor de ligacao inespecifica obtido no ensaio realizado com
o tracador IPEN, valor inferior ao obtido com o tracador comercial ,
confirma o mafor grau de pureza desse tracador. Entretanto, os valo~
res de 1igagao especifica, 5050 e D4 obtidos nas curvas padrao quan



Tabela | - Valores comparativos da pureza e Ra dos tracadores
(IPEN e comercial) quando submetidos a EGPA e TCA

Tragador Rm % EGPA $ TCA

IPEN 0,984 85,00 96,23

Comercial 1,000 65,80 75,38
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Figura 1: Eletroforetogramas dos tragadores IPEN (-——)
e comercial (------ ).
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Figura 2: Curvas padrao obtidas com os tracadores IPEN (——) eco
mercial (=---).



Tabela 2 - Parimetros relativos @s curvas padrao obtidas cam o
tragador IPEN e o comercial

% Ligagio ¢ Ligagio EDg Y]
Tragador
inespecifica  especifica  (pmol/l)  (pmol/l)
IPEN 1,40 48,60 45 0,99

Comercial 7,30 45,90 40 0,80

F
P
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do empregados um ou ocutro tracador foram bem semelhantes, bem como
os titulos de anti-soro que forneceram 50% de )igacio com os traga-
dores (1:136.000 para o do IPEN e 1:153.000 para o comercial respec
tivamente).

As concentracoes de diferentes amostras controle determinadas
em ambos 0s ensajos estio expressas ma Tabela 3. Conforme pode ser
observado, estes valores sdo muito similares, apresentando um ccefi
ciente de correlagao linear de 0,9842, significativo pars pX 0,001
(Figura 3).

As diferencas existentes entre as concentragoes de gastrina
quando determinadas com um outro tracador ndo foram portanto signi-
ficantes, sendo ligeiramente maiores entre os valorss extremos, va-
riacio esta inerente &s proprias regides de leftura da curva padrao
conforme ja descrito na literatura (10).

Os resultados assim obtidos confirmam a qualidade do tracador
preparado em nossos laboratdrios, bem como a perfeita adequagio do
seu uso no radioimynoensaio de gastrina.
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Tebela O - Valores comparativos das amostras controle quando dosa-
das e curvas obtidas com o tracador- IFEN e o comercial

Mmostras controle = < Gastrina (pwol/l)

o) " © " Tragador IPEN ' Tragador Cimercial

1 e o ST R ¥ {
2 16 19
3 19 o 2
‘ 0 4
5 48. 49
6 75 75
7 100 125
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Figura 3:
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Estudo da correlacao linear dos valores de gastrinemia de
amostras controle quando dosadas em ensaios realizados com
os tracadores IPEN e comercial. A reta que melhor se ajusta
e a definida pela equacdo y = 1,1443X + 0,1425,
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