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CONTROLE DE QUALIDADE DA GASTRINA HUMANA RADIOIODADA PARA RADIOIMUNOENSAIO

Maria Glória Peig Ginabreda, Varia Cairá Barghi & Agostinho Bettarello.

RESUHD

A gastrina humana tem sido radioiodada nos laboratórios do IPEN para u

so em radioimunoensaio. 0 presente trabalho realiza o controle de qualidade

deste traçador analisando parâmetros da reação de marcação, da purificação

cromatográfica e do ensaio radioiraunológico. 0 rendimento obtido em cinco

nadioiodação foi reprodutíve" e semelhante quando analido pela eletroforese

em gel de poliacrilandda (EGPA) a 7% (51,70 * 30,76%) e pela precipita -

ção com ácido tricloroacético (TCA) a 5% (57,36 * 9,69%). Após purificação,

a gastrina radioiodada apresentou grau de pureza elevado e invariável quan-

cb submetida ãs análises por EGPA (96,57 ± 1,06%) e pelo TCA ( 94,82 *

1,20%). As atividades especificas dos traçadores e os títulos do anti- soro

que forneceram ligação adequada para realização aos ensaies variaram de 62

a 307 uCi/ug e de 1:32.000 a 1:180.000, respectivamente. Os ED&0 correspon-

dentes variaram de 155 a 24 pmol/1. Entretanto, essas doses permaneceram

praticamente constantes para cada traçador, mesme após ter decorrido três

meses de seu preparo. Os traçadores apresentaram baixíssima ligação inespe-

cífica (1,78 * 0,79%), ligação específica constante (16,49 * 5,65%) e boa

precisão inter-ensaio avaliada por amostra de controle de qualidade interno

(25,71 * 4,30 pmol/1 con coeficiente de variação de 16,74%). A análise por

EGPA da gastrina fria empregada na primeira e na última radioiodação, reve-

lou um componente único que permaneceu inalterado, confirmando a qualidade

dos traçadores.

QUALITY CONTROL OF RADIOIODINATED GASTRIN FOR RADI0BMJN0ASSAY

ABSTRACT

Radioiodinated human gastrin has been prepared at IPEN laboratory for

radioirmunoassay use. This work developed the quality control of this tra -

cer analyzing parameters of the labelling reaction, chromatographic purifi-

cation and radioiimunoassay. The radioiodination yield obtained in five ex-

periments was reproducible and similar when anlyzed on 7% polyaraylamide

gel eletrophoresis -PAGE- (man * SD of 51.70 * 10.76%) and by 1 2 SI incor -



poration checked through thrichloroacetic acid presipitation -TCA- (57-35

* 9.o9%). Similar/, after purification the labelled gastrin revaled high

and reproducibre purity degree wnen submitted to PÀGL (96.57 - 1.06%) and

TCA (94.t»2 - 4.20%) analysis. The respective specific activities varied from

62 to 3G7 uCi/ug, being determined by tne self-displacement method, which

is besed on tne immunoactivity of the tracer. In this way, the antibody ti -

ters required to bina 50% of the tracer ranged from 1:32.000 to 1:180.000 .

Consequently, tne respective doses producing 5U% fall in the maximum respon-

se of the raoioimmunoassays ranged fix*n 155.-0 to 24.0 pmol/1, but remained

unchanged for each tracer even after three months of its preparations. The

tracers presented very low non-specific binding values (1.78 * 0.79%), sta -

ble specific branding values (46.49 * 5.6S%) and a good between-assay preci-

sion, evaluated by an internal quality control sample (25.71 * 4.30% with

coefficient of variation of 16.74%). The PAGL analysis of the unlabeled gas-

trin used in the first and last radioiodination revealed an unique and unal-

tered component, confirming the quality of the tracers.

INTRODUCE

A gastrina, um dos hormônios polipeptídeos gastrointestinais, é* conhe-

cida como sendo a substância mais potente para estimular a secreçio ácida do

estômago. A síntese da gastrina humana permitiu a padronização de um radio -

únunoensaio específico para sua medida no fim dos anos sessenta (1). Desde

então, vários sistemas de radioimunoensaio de gastrina foram desenvolvidos '

para quantificar este hormônio em diferentes condições fisiológicas e patoló

gicas (2-6). 0 desenvolvimento de um radioimunoensaio sensível e específico

exige como condição fundamental o preparo de um traçador com pureza e quali-

dade comprovadas.

Vários autores referem-se a determinados parâmetros que permitem anali

zar as propriedades imunológicas do traçador, bem como realizar um controle

de qualidade do mesmo ao longo de tempo de sua estocagem (4,7-9). Entre es -

ses parâmetros destacame: atividade específica (A.E.), ligações inespecífi-

ca e específica, título de anti-soro que fornece 50% de ligação com o traça-

dor, dose efetiva do padrão que produz uma queda de 50% na ligação máxima do

traçador com o anticorpo (Q>5Q) e concentração de amostras referentes a con-

trole de qualidade interno.

A estabilidade de um hormônio radioiodado em função do tempo decorri-

do ã partir de seu preparo, também constitue uma das características princi-

pais de um bom tiaçador.



Nesse sentido» diversos autores (2-6) realizaram estudos sobre a esta
125 - -

bilidade da gastrina narcada com I pela técnica tradicional da oxidaçao

com Cloramina T, demonstrando que o traçador apresenta-se estável por perío

do variável de 2 a 3 meses após seu preparo.

Este trabalho realiza o controle de qualidade da gastrina humana ra -

dioiodada em nossos laboratórios para uso em radioimunoensaio, analisando -

-se os seguintes parâmetros: estabilidade da gastrina empregada para radio

iodaçâb e da gastrina radioiodada, rendimento da reação de radioiodação, a-

tividade especifica, pureza e imunorreatividade do traçador, título do an-

ti-soro, t D ^ e precisão inter-ensaio.
MATERIAIS £ MÉTODOS

Foram realizadas cinco radioiodações da gastrina de acordo com o meto

do clássico da Cloramina T modificado (10). Vinte microgramas de gastrina

humana sintética I (G-17) obtida do "Research Plus Laboratories" (Denville,
125U.S.A.), foram marcados com 1 mCi de I na presença do agente oxidante

(40 u£ de Cloramina T). A reação foi interrompida dez segundos após seu iní

cio pela adição do agente redutor (40 ug de metabissulfito de sódio). A se-

guir, foram adicionados 200 ul de tampão TRIS 0,05 M e 500 ug de iodeto de

potássio.

Os hormônios assim radioiodados foram purificados por cromatografia '

de troca aniônica em coluna de QAL-Sepiiadex A 25 (1,5 x 24 cm) a U9C, de a

côrdo com o método descrito por Jorgensen e Larsen (11). As colunas foram

primeiramente empacotadas e equilibradas com tampão TKIL-ifaCl de baixa mo-

laridade (TRIS 0,1 M e UaCl 0,5 M contendo 1% de soro albumina bovina -SAB-

a pH 8,6). As amostras foram eluidas com o mesmo tampão, porém com concen-

tração maior de NaCl (1,0 M) e fluxo de 12 ml/h; coletanòo-se frações de

dois mililitros cada.

As frações mais significativas dos perfis cromatográficos foram ava-

liadas quarido ã sua imunorreatividade por incubação rápida (18 horas a

U9C) com anti-soro em excesso (1611, produzido em coelhos pelo Dr. J . H .

Walsh, "University of California", Los Angeles, U.S.A.).

Alíquotas dos hormônios radioiouados não purificados, recém purifica

dos e purificados e estocados por até 3 meses a -209C, foram submetidas a

eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) a 7%, padronizada em nossos

laboratórios (12). Os géis foram cortados em segmentos de 0,3 cm e tiveram

suas atividades determinadas em contador de radiação gama.

0 rendimento das radiações e a pureza dos hormônios radioiodados ob-

tidos após as purificações foram determinados pelo cálcalo do valor porcen

tual do pico de gastrina - I com relação a radioatividade total no gel.

Estes parâmetros foram analisados comparativamente pela precipitação com



o ácido tricloroacético (TCA) a 5%. Os valores de migração relativa (Rm )
125 •»

das gastrinas - I foram determinados nos géis, com relação ao corante

traçador (azul de bromofenol).

A mesma análise eletroforética foi efetuada com o hormônio frio ( não

radioidado) por ocasião da primeira e da quinta radioiodação; sendo estes

géis coradas com "Cooraassie brilliant blue".

Os ensaios foram realizados de acordo com o método descrito por Rus -

sell e colaboradores (5), empregando-se gastrina - I, anti-soro cem títu

Io adequado e hormônio padrão 68M39, obtido do "Medicai Research Council",

Londres, U.K. A separação eatre a gastrina livre e a ligada ao anticorpo '

foi feita após período de incubação de 4 dias a 49C, poraàsorção da gastri-

na livre ao carvão (25 mg/tubo) recoberto com dextran.

0 título do anti-soro utilizado para cada traçador foi determinado pe

Ia incubação de diversas concentrações do mesmo (variando de 1:8.000 a
125 ~ .» .»

1:1.200.000) com a gastrina - I na ausência de hormônio padrão.
Analisaram-se também as ligações específicas (ligações máximas dos

traçadores com o anticorpo na ausência rie hormônio padrão), inespecíficas

(ligações dos traçadores na ausência de anticorpo), valores de EDSQ e as

concentrações de u'a amostra com teor de gastrina médio (ao redor de 25

pmol/1). Essas concentrações foram determinadas em ensaios realizados com

os diferentes traçadores para avaliação do coeficiente de variação inter . -

ensaio. Estes parâmetros foram estimados em ensaios realizados com c hor.õ-

nio padrão nas concentrações variando de zero a 500 pmol/1; preparado em

plasma isento de gastrina.

A atividtiie específica dos traçadores foi avaliada pelo método do au-

to-deslocamento (13); o qual se baseia na atividade imunológica dos mesmos.

RESULTADOS £ DISCUSSÃO

A Figura 1 exibe um perfil cromatográfico típico da purificação de
125 -

gastrina - I em QAL-Sephadex A 25. Os três picos radioativos principais
observados nessa figura forvuri obticías nas cinco purificações.

A Tabela I apresenta os resultados da imunorreatividade e pureza das

frações correspondentes a esses três picos resultantes das cinco radioioda-

ções. Apenas as frações do segundo pico apresentaram valores médios de liga

ção inespecífica baixa (2,36 * 0,38%), de ligação específica com excesso de

anti-soro elevada (82,92 * 5,51%) e precipitação pelo TCA acima de 90% (9t,
- 125

82 * t,20%)i indicando serem estas frações formadas pela gastrina - I pu

ta e imunorreativa. Estas foram misturadas e estocadas a -209C para serem

empregadas como traçadores nos radioimunoensaios.



As frações referentes ao primeiro e ao terceiro pico representados no

cronatognama da Figura 1 forneceram valores médios de ligação inespecffica1

elevados (50,60 * 11,25% e 40,62 - 26,36%, respectivamente). Apenas as fra-

ções do primeiro pico apresentaram valor médio de precipitação pelo TCA sig

nificativo (75,96 * 3,62%). Estes resultados indicam serem as frações do

primeiro pico constituídas par outra proteína que não a gastrina - I, mui

to provavelmente pela SAB presente no tampão de eluiçâo, que corregaria par

te do 125-1 livre.

As frações do terceiro pico, as ultimas a serem desadsorvidas da ma -

triz do QAE - Sephadex pela troca com os íons cloro do tampão de eluição ,
- 125

sao compostas pelo I livre propriamente dito.

A Figura 2 apresenta o eletroforetograma da gastrina fria sjbmetida ã

EGPA por ocasião da primeira radioiodação. Pode-se observar que a gastrina

não radiüiodada revelou após coloração um único componente com valor de Rm

de 0,848. Este valor é elevado devido aos múltiplos resíduos de ácido glu

tâmico presentes na molécula do hormônio que lhe conferem caráter negativo

CO. A gastrina fria manteve-se inalterada mesmo após 30 meses de estoca -

gem na forma liofilrzada a -209C, período transcorrido entre a primeira e

a última radioiodação.

Na Figura 3 é representado um eletroforetograma característico da

gastrina obtida logo após sua radioiodação, no qual são observados dois
125 125picos radioativos correspondentes a gastrina - I e ao I livre.

A Tabela II apresenta os valores de Km destes componentes evidencia-

dos nas cinco radioiodação. Devido ao seu pequeno tamanho (peso molecular

de 2098 daltons), os hormônios quando radioiodados tiveram seu Rm aumenta-

do pela forte eletronegatividade que lhes foi atribuída pela incorporação

do átomo de I em suas moléculas (valor médio de 1,020 ± 0,011). Conse -
125quentemente, seus valores de Rm foram muito próximos aos daqueles do I

livre (1,125 - 0,005), o qual, conforme já observado em outros experimen -

tos (li), migra um pouco mais ã frente do corante traçador.

A Tabela III apresenta os resultados comparativos dos rendimentos '

das cinco radioiodações estimados pelo EGPA (valor médio de 51,70 *10,76%)

e pela precipitação com TGA (valor médio de 57,36 * 9,69%). Ambos os méto-

dos f >meceram resultados compatíveis, permitindo a determinação do rendi-

mento pela precipitação com TCA, que é am método bem mais simples e rápido

do que a EGPA. Valores de rendimento acima de tQ%, quando calculados pela

precipitação com TCA, indicam o sucesso dessas radioiodação. Ganguli e Hun

ter (15) prepararam gastrina I radioiodada com rendimentos da ordem de W0

a 55%, enquanto que Stadil e Rehfeld (3) obtiveram em 12 experimentos ren-



dimentos maiores variando de 71 a 82%.

A Figura •» exibe um eletrof oretograma típico da gastrina - I recém

purificada, no qual se observa um único componente com valor de Rn caracte-

rístico da gastrina radioiodada. Esse comportamento se repetiu nas demais

purificações, conforme é aentnstrado na Tabela IV. Nessa tabela estão repre-

sentados os valores da pureza dos traçadores, determinados pela EGPA (média

de 96,57 * 1,06%) e pela precipitação com TCA (média de 9U.H8 * 4,20%),e os

respectivos valores de Rn (média de 0,996 * 0,022). Mais uma vez ambos os

métodos forneceram resultados semelhantes, facultando o emprego da precipi-

tação pelo TCA para análise da pureza do traçador.

Na Figura 5 estão representados os cromatogramas do traçador decor -

ridos 1 e 3 meses após seu preparo. Pode-se obversar que mesmo apôs 3 meses
125

de estocagem a -209C a gastrina - I permanece pura e inalterada, cem va-

lores de Rm característicos. 0 emprege deste traçador nos radiorjnunoensaios

é evidenciado na Figura 6, que apresenta curvas padrão comparativas prepara
125 -das com a gastrina - I apôs 1 e 3 meses de estocagem. Os valores de liga

çãb inespecífica variaram de 1,11 a 3,65% enquanto que os valores de ED,-

variaram de 69 a 48 pmol/1 nesse período de dois meses.

A Tabela V apresenta os resultados dos diversos parâmetros de oontro-

le de qualidade analisados, referentes aos cinco traçadores. A atividade es

pecífica obtida vai Lou de 62 a 307 uCi/ug, podendo ser explicada pelo tempo

muito curto de exposição do peptídeo ã Cloramina T (dez segundos), que difi

culta o controle da reação. Valores um pouco mais elevados foram obtidos

por Stadil e Kehfeld (3) variando de 220 a 605 uCi/ug com média de 335 uCi/

ug, por McGuigan e Wolfe (6) com valor médio entre 300 a 400 uCi/ug e por

Russel e cols. (5) com valor médio de 550 uCi/ug.

Considerando uma abundância isotópica de 100% para o I (17,2Ci/Jig)

a A.E. correspondente a substituição <ie 1 átomo de I por molécula de gas
125 - ~"

trina seria de 1025 uCi/ug. Como a A.L. do I empregado nas radioiodaçoes

foi da ordem de 15 Ci/mg, seria esperado uma A.E. de 89H uCi por micrograma

de gastrina monoiodada. Entretanto, os traçadores obtidos no presente estu-

do apresentaram substituição de até 0,30 átomos de 1 por molécula de gas

trina.

Apesar de Garguli e Hunter (15) não terem observado alterações na imu

norreatividade de traçadores obtidos com substituição de até 1 átomo de

I por molécula de gastrina, no presente trabalho houve uma progressiva

diminuição na imunorreatividade dos traçadores que apresentaram valores d»

A.E. mais baixos.

A perda da imunorreatividade é evidenciada pelos menores títulos de



anti-soro (1:32.000 e 1:88.000) que forneceram 50% de ligação com os traça-

dores obtidos nas preparações com A.E. de 62 e 70 uCi/ug (radiodações de n9

1 e

na).

125 -1 e 3), correspondentes a 0,07 e 0,08 átomos de I por molécula de gastri

Os valores de EDCQ» que refletem a sensibilidade das carvas padrão

preparadas com esses traçadores, variarair. inversamente com a A.E. tios mes -

mos. As preparações com valores de A.E. e título de anti-soro mars elevados

(radioiodação de nV 2 e 5), apresentaram os menores valores de ED. „ permi -

tindo a realização de ensaios mais sensíveis (30,25 - 4,89 pmol/1) com coe-

ficiente de variação - CV - de 16,17%, referente ã média das duas prepara -

ções).

As mesriias doses médias fornecidas pelos traçadores com os valores de

A.E. irais baixos (radioiodação de n? 1 e 3) foram de 116,25 * 34,69 pmol/ 1

com CV de 79,84%. 0 traçador com valor de A.E. intermediário (radiciodação

de n9 4) apresentou valor médio de ED5Q de 58,20 * 8,58 pmol/1 e CV de 14 ,

75%. Apesar dessas diferencias, cada traçador forneceu valores de EDr0 pou-

co variáveis ao longo dos 3 meses após seu preparo (CV de 12,82 a 27,45%).

Todob os traçadores apresentaram valores de ligaçõa inespecffica mui-

tc b.aixor>, ea torno de 2%, que se mantiveram praticamente constantes com o

decorrer do tempo de estocagem (média de 1,78 - 0,79%, com CV de 44,49%).Da

mesma forma, seus valores de ligação especifica apresentaram pequena varia-

ção entre os diferentes traçadores e durante a estocagem (média de 46 ,49 *

5,65%, cor, CV de 12,16%).

Essa0" ligações fornecidas pelos traçadores, inespecíficas baixas e e£

pecíficas constantes, são devidas ao grau de pureza elevado dos mesmos (au-
125sencia de traçadores degradados ou I livre) e de sua inalterabilidade em

função do tempo de estocagem, conforme demostrado na Figura 5.

Finalmente, a concentração da amostra sérica de gastrina determinada

em ensaios realizados com os cinco diferentes traçadores forneceu um valor

médio de ;S,71 - 4,30 pmol/1, com CV inter-ensaio de 16,74%. Valores siiuila

res de CV inter-ensaio foram estimados por outros autores para amostra;; de

gastrina (5) e hormônio de crescimento (y).

Apesar dos traçadores com A.E. mais elevada teram se ípresentado mais

imunorreativcis e terem fornecido curvas padrão mais sensíveis; todos eles

forneceram ligações inespecífica e específica constantes e permitiram a de-

terminação da concentração da gastrina no soro com precisão elevada.

Pode-se concluir que a gastrina humana radioiodada em nossos laboratõ

rios é extremamente pura e estável, e apresenta-se imunorreativa após lon -
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RADIOIODAÇÃQ

(M?)

1

2

3

1

5

Rm

Gastrina - A"l

1.021

1.026

1.000

1.024

1.021

1.020*0.011

125X

1.122

1.128

1.133

1.122

1.122

1.125*0.005

TABELA II

Valores de Rm obtidos na eletroforese em gel de poliacrilamida a 7%, da gas-

trina - I e do I livre, resultantes de cinco diferentes radioiodações.

RADIOIODAÇÂO

(N?)

1

2

3

1

5

% EGPA

53.90

52.66

71.31

55.63

50.28

57.36*9.69

% TCA

11.08

16.80

66.12

59.50

11.70

f 51.70*10.76

TABELA III

Resultados comparativos dos rendimentos obtidos em cinco radioiodações, «sti

mados pela EGPA e precipitação com TCA.
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RADIOIOÜAÇAO

(N9)

1

2

3

«•

5

% £GPA

95.81

98.39

96.56

95.9»*

96.1U

96.57*1.06

% TCA

95.06

87.58

97.30

97.96

96.22

9U.82*4.20

Rm

1.028

0.973

1.000

0.97o '

1. OCO

0.996*0.022

TABELA IV

Resultados comparativos da pureza dos traçadores estimada peLi EGPA e pxv;i

pitação com TCA e respectivos valores de migração relativa (Rjn) no gel. Da-

dos referentes a cinco diferentes raiioiodações.



11

RADIO-

IODAÇÃO

<N9>

1

2

3

4

5

A . E .

(uCi/ug)

62

307

70

178

252

ESTOCA-

GEM

(dias)

57

55

77

98

23

30

72

16

23

44

72

86

16

34

52

69

86

% LIGAÇfo

INESPECÍFICA ESPECÍFICA

3.62

1.24

1.06

1.20

2.00

1.10

1.27

1.60

1.11

1.48

2.23

3.65

1.46

2.30

1.78

1.1*9

1.73

45.35

48.12

35.50

43.46

38.32

44.20

36.99

4b. 50

45.95

48.56

48.62

46.95

51.21

52.49

57.26

50.67

50.21

TfTULO

ANTI-SORO

1:32.000

1:180.000

1:88.000

1:108.000

1:163.200

L
r
155

31

39

32

115

71

65

69

55

54

48

33

24

24

29

30

GASTRI-

NA

(pnol/1)

25

29

28

20

-

21

-

34

21

31

22

25

23

23

29

29

TABELA V

125,Parâmetros de controle de qualidade da gastrina X " I obtida em cinco radio-

iodações, analisados ao longo do tempo de estocagem: ativddade específica '

(A.E.), porcentagens de ligações inespecifica e específica, título do anti-

soro, EDrQ e concentração de gastrina da amostra referente ao controle de

qualidade interno.
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LEGENDAS IMS FIGURAS

125Fig. 1: Crcmatograma da purificação da gastrina - I en QAE-phadax A 25 .

A linha contínua expressa a radioatividade das frações em contagens

por minuto e a linha descontínua representa a porcentagem de liga -

ção da gastrina - ^ ao seu anticorpo específico, enpregando em

excesso. Á área hachurada corresponde ãs frações que foram mistura-

das é estocadas a -209C para seremusacfes como traçadar nos ensaios.

Fig. 2: EGPA da gastrina não marcada. 0 valor da nrigwgSn relativa do ccnço

nente principal é" indicado em parênteses. C.T. indica a posição do

corante traçador, azul de brcmofenol.

Fig. 3: Eletroforetograma da gastrina obtida logo após sua radioiodaçao. 0

valor da migração relataiva â atividade total no gel, é indicado em

colchetes. A seta indica a posição do corante traçador, azul de bro

mofenol.

• • • • • - • • 1 2 5 *

Fig. t: Eletroforetogramas da gastrina - I recém purificada. 0 valor da

migração relativa do único coiponente é indicado em parênteses e

seu valor percentual, relativo ã atividade total no gel, é indicado

em colchetes. A seta indica a posição do corante, azul de bromofe -

nol.

Fig. 5: Eletroforetogramas obtidos com o traçador após 1 ( ) e 3 (—)

meses de estocagem á -209C. Os valores de migração relativa no gel
125 ~

da gastrina - I sao indicados em parênteses e seus valores por -

centuais, relativos ã atividade total nos géis, são indicados am

colchetes. As setas indicam as posições do corante traçador, azul

de bromofenol.
125 •

Fig. 6: Curvas padrão obtidas com a gastrina - I decorridos 1 (=?—) e 3
( — ) meses apôs seu preparo.
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longos períodos de estocagem. Este traçador é" portanto adequado para ser em

pregado em radioinunoensaios de gastrina humana, permitindo a realização de

ensaios reprodutíves e a determinação precisa de concentração desconhecidas.
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