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CONTROLE DE QUALIDADE DA GASTRINA HUMANA RADIOICDADA PARA RADIOIMUNCZINSAIO

Maria Gloria Peig Ginabreda, Varia Caira Borghi & Agostinho Bettarello.

RESUMD

A gastrina humana tem sido radioiodada nos laboratorios do IPEN para u
so em radioimunoensaio. O presente trabalho realiza o controle de qualidade
deste tragador analisando parametros da reagao de marcagao, da purificagao
cromatografica e do ensaio radioimunologico. O rendimento wbtido em cinco
radioiodag3o foi reprodutive’ e semelhante quando analido pela eletroforese
em gel de poliacrilamida (EGPA) a 7% (51,70 % 19,76%) e pela precipita -
¢ao com acido tricloroacetico (TCA) a 5% (57,36 * 9,69%). Apos purificacao,
a gastrina radioiodada apresentou grau de pureza elevado e invariavel quan-
do submetida as analises por EGPA (96,57 ¥ 1,06%) e pelo TCA ( 94,82 x
4,20%). As atividades especificas dos tragadores e os titulos do anti- saro
que formeceram ligacao adequada para realizagao aos ensains variaram de 62
a 307 uCi/ug e de 1:32.000 a 1:180.000, respectivamente. Os EDg, correspon-
dentes variaram de 155 a 24 pmol/l. Entretanto, essas doses permaneceram
praticamente constantes para cada tracador, mesmc apos ter decorrido  tres
meses de seu preparo. Os tragadores apresentaram baixissima ligagao inespe-
cifica (1,78 * 0,79%), ligacao especifica constante (46,49 £ 5,65%) e boa
precisac inter-ensaio avaliada por amostra de controle de qualidade intermo
(25,71 * 4,30 pmol/1 com coeficiente de variagao de 16,74%). A analise por
EGPA da gastrina fria empregada na primeira e na ultima radioiodagao, reve-
lou un componente unico que permaneceu inalterado, confirmando a qualidade
dos tragadores.

QUALITY CONTROL OF RADIOIODINATED GASTRIN FOR RADIOIMMUNOASSAY

ABSTRACT

Radioiodinated human gastrin has been prepared at IPEN laboratory for
radioimmunoassay use. This work developed the quality control of this tra -
cer analyzing parameters of the labelling reaction, chromatographic purifi-
cation and radioimmnoassay. The radioiodination yield obtained in five ex-
perinents was reproducible and similar when anlyzed on 7%  polyaraylanide
gel eletrophoresis -PAGE- (mean * SD of 51.70 # 10.76%) and by 2°I incor -
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poration checked through thrichloroacetic acid presipitation -TCA- (57-36
t g.59%). Similary, after purification the labeliea gastrin revaled  high
and reproducmrve purity degree wnen submitted to PAGL (96.57 ¥ 1.06%) and
TCA (94.82 2 4.20%) anaiysis. Tne respective specific activities varied fram
62 to 307 uCi/ug, being determined by the self-displacement method, which
is besed on tne immunoactivity of the tracer. In tnis way, the antibody -ti -
ters required to bina 50% of the tracer ranged from 1:32.000 to 1:180.000 .
Consequently, the respective doses producing S0% fall in the maximum respon-
se of the radioimmunoassays ranged frum 155.0 to 24.0 prol/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 t 0,79%), sta -
ble specific b’nding values (46.49 * 5.65%) and a good between-assay preci-
sion, evaluated by an internai 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 qi.:ality of the tracers.

INTRODUGAD

A gastrina, um dos hormonios polipeptidecs gastrointestinais, € conhe-
cida como sendo a substancia mais potente para estimular a secregdo acida do
estomago. A sintese da gastrina humana permitiu a padronizagdo de um radio -
imunoensaio especifico para sua medida no fim dos anos sessenta (1). Desde
entao, varios sistemas de radioimuncensaio de gastrina foram desenvolvidos '
para quantificar este hormonio em diferentes condigbes fisioldgicas e patold
gicas (2-6). O desenvolvimento de um radioimuncensaio sensivel e especifico
exige como condigao fundamental o preparo de um tragador com pureza e quali-
dade comprovadas.

Varios autores referem-se a determinados parametros que permitem anali
zar as propriedades imunologicas do tragador, bem como realizar um controle
de qualidade do mesmo ao longo de tempo de sua estocagem (4,7-9), kntre es -
ses parametros destacamwse: atividade especifica (A.E.), ligacOes inespecifi-
ca e especifica, titulo do anti-soro que fornece 50% de ligacao com o traga-
dor, dose efetiva do padr@o que produz uma queda de 50% na ligacao maxima do
tragador com o anticorpo (EDg;) e concentragao de amostras referentes a con-
trole de qualidade intermo.

A estabilidade de um hormonio radioiodado em fung3o do tempo decorri-
do & partir de seu preparo, também constitue uma das carecteristicas princi-
pais de um bam t.agador.
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Nesse sentido, diversos autores (2-6) realizarem estudos sobre a esta
bilidade da gastrina marcada com 125 pela tecnica tradicional da oxidagao
com Cloranina T, demonstrando que o tragador apresenta-se estavel por per‘fg_
do variavel de 2 a 3 meses apos Seu preparo.

Este trabalho realiza o controle de qualidade da gastrina humana ra -
dioiodada em nossos laboratorios para uso em radioimuncensaio, analisando -
-se oS seguintes parametros: estabilidade da gastrina empregada para radio
iodag3o e da gastrina radioiodada, rendimento da reagao de radioiodagao, a-
tividade especifica, pureza e immorreatividade do tracador, titulo do an-
ti-soro, B e precisao inter—ensaio.

MATERIAIS £ METODOS

Foram realizadas cinco radioiodagoes da gastrina de acordo com o meto
do classico da Cloramina T modificado (10). Vinte microgramas de gastrina
humana sintetica I (G-17) obtida do "Research Plus Laboratories” (Denville,
U.S.A.), foram marcados com 1 mCi de 1251 na presenca do agente oxidante
(40 ug de Cloramina T). A reagao foi interrompida dez segundos apos seu ini
cio pela adigao do agente redutor (40 ug de metabissulfito de sodio). A se-
guir, foram adicionados 200 ul de tampao TRIS 0,05 M e 500 ug de iodeto de
potassio.

Os hormonios assim radioiodados foram purificados por cromatografia '
de troca anionica em coluna de QAb-Sephadex A 25 (1,5 x 24 cm) a 49C, de a
cordo com o metodo descrito por Jorgensen e larsen (11). As colunas foram
primeiramente empacotadas e equilibradas com tampao TKRIS-iaCl de baixa mo-
laridade (iRIS 0,1 1 e HaCl 0,5 M contendo 1% de soro albumina bovina -SAB-
a pH 8,6). As amostras foram eluidas com o mesmo tampao, porem com concen-
tracao maior de HaCl (1,0 M) e fluxo de 12 ml/h; coletando-se fragCes de
dois mililitros cada.

As fragoes mais significativas dos perfis cramatograficos foram ava-
liadas quardo a sua imunorreatividade por incubagdo rapida (18 horas a
49C) com anti-soro em excesso (1611, produzido em coelhos pelo Dr. J . H .
Walsh, "University of California”, Los Angeles, U.S.A.).

Aliruotas dos hormonics radioiodados nao purificados, recem 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
lavoratorios (12). Os geis foram cortados em segmentos de 0,3 cm e tiveram
suas atividades determinadas em contador de radiagac gama.

0 rendimento das radiacdes e a pureza dos hormonios radioiodados ob-
tidos apos as purificagoes foram determinados pelo cilculo do valor porcen
tual do pico de gastrina - 125
Estes parametros foram analisados comparativamente pela precipitacac com

I com relagac a radiocatividade total no gel.
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o acido tricloroacético (TCA) a 5%. Os valores de migracao relativa (Rm )
das gastrinas - 1251 foram determinados nos geis, com relacao ac  corante
tragador (azul de bromofenol).

A mesma analise eletroforetica foi efetuada com o hormonio frio ( n3o
radioidado) por ocasiao da primeira e da quinta radioiodacdo; sendo - estes
geis coradas cam "Coomassie brilliant blue".

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

sell e colaboradores (5), empregando-se gastrina - 125

I, anti-saro com titu
lo adequado e hormonio padrao 68/433, obtido do "Medical Research Council®,
Londres, U.K. A separagao entre a gastrina livre e a ligada ao anticorpo '
foi feita apos periodo de incubagac de 4 dias a 49C, par aaargao da gastri-
na livre ao carvao (25 mg/tubo) recoberto com dextran.

0 tituio do anti-soro utilizado para cada tragador foi determinado pe

la incubagdo de diversas concentragoes do mesmo (variardo de 1:8.000 ~a
1:1.200.000) com a gastrina - 1251 na ausencia de hormonio padrao. v
Analisaram-se tambem as ligagOes especificas (ligagoes maximas  dos

tragadores com o anticorpo na ausencia de hormonio padrdo), inespecificas
(ligagoes dos tragadores na ausencia de anticorpo), valores de D, e as
concentragbes de u'a amostra com teor de gastrina médio (ao redor de 25
pmol/1). Essas concentragoes foram determinadas em ensaios realizados com
os diferentes tragadores para avaliagdo do coeficiente de variagao inter .-
ensaio. [stes parametros foram estimados em ensaios realizados com ¢ hor.o-
nio padrao nas concentragdes variando de zero a 500 pmol/1; preparado  em
plasma isento de gastrina. |

A atividede especifica dos tragadores foi avaliada pelo método do au-

to-deslocamento (13); o qual se baseia na atividade imunologica dos mesmos.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 exibe um perfil cromatografico tipico da purificagac de
gastrina - 1257 em QAL-Sephadex A 25. Os tres picos radicativos principais
observados nessa figura foranm obtidas nas cinco purificagoes.

A Tabela I apresenta os resultados da imunorreatividade e pureza das
fragoes correspondentes a esses tres picos resultantes das cinco radioioda-
goes. Apenas as fragoes do segundo pico apresentaram valores médios de liga’
cao inespecifica baixa (2,36 ¢ 0,38%), de ligagao especifica com excesso de
anti-soro elevada (82,92 ¥ 5,51%) e precipitacao pelo TCA acima de 90% (94,
82 % 4,20%); indicando serem estas fragoes formadas pela gastrina - 125I M
ta e imunorreativa. Estas foram misturadas e estocadas a -209C para serem
empregadas como tragadores nos radioimuncensaios.



As fragoes referentes ao primeirc e ao terceiro pico representados no
cromatograma da Figura 1 forneceram valores medios de ligagdo inespecifica'
elevados (50,60 * 11,25% e 40,62 * 26,36%, respectivamente). Apenas as fra-
¢Oes do primeiro pico apresentaram valor médio de precipitagdo pelo TCA sig
nificativo (75,96 * 3,62%). Estes resultados indicam serem as fragdes do

primeiro pico constituidas par outra proteina que ndo a gastrina 125

I, myi
to provavelmente pela SAB presente no tampao de eluigdo, que corregaria par
te do 125-1 livre.

As fragoes do terceiro pico, as ultimas a serem desadsorvidas da ma -
triz do QAE - Sephadex pela troca com os ions cloro do tampao de eluigao ,
sao compostas pelo 125

A Figura 2 apresenta o eletroforetograma da gastrina fria s ibmetida a

I livre propriamente dito.

EGPA por ocasido da primeira radioiodagao. Pode-se observar que a gastrina
nao radioiodada revelou apos coloragao um Unico componente com valor de Rm
de 0,848. Este valor € elevado devido aos multiplos residuos de acido glu
tamico presentes na molecula do hormonio que lhe conferem carater negativo
(4). A gastrina fria manteve-se inalterada mesmo apos 30 meses de estoca -
gem na forma liofilizada a -209C, periodo transcorrido entre a primeira e
a ultima radioiodag3o.

Na Figura 3 € representado um eletroforetograma caracteristico  da
gastrina obtida logo apos sua radioiodagac, no qual sdo observados  dois
125 e a0 12°1 livre.

A Tabela II apresenta os valores de Rm destes caaponentes evidencia-

picos radioativos correspondentes a gastrina -

dos nas cinco radioiodacao. Devido ao seu pequeno tamanho (peso molecular
de 2098 daltons), os hormonios quando radiociodados tiveram seu Rm aumenta-
do pela forte eletronegatividade que lnes foi atribuida pela incorporagao
do atomo de 12°1 em suas moléculas (valor médio de 1,020 * ¢,011). Conse -
quentemente, seus valores de Rm foram muito proximos aos daqueles do 125 I
livre (1,125 % 0,005), o qual, conforme ja observado em outros experimen -
tos (14), migra um pouco mais a frente do corante tragador.

A Tabela III apresenta os resultados comparativos dos rendimentos '
das cinco radioiodagoes estimados pelo EGPA (valor medio de 51,70 %10,76%)
e pela precipitagdo com TCA (valor médio de 57,36 ¥ 9,69%). Ambos os méto-
dos frneceram resultados compativeis, permitindo a determinagao do rendi-
menito pela precipitacao com TCA, que € um metodo bem mais simples e rapido
do que a LGPA. Valores de rendimento acima de 40%, quando calculados pela
precipitagao com TCA, indicam o sucesso dessas radioiodagao. Ganguli e Hun
ter (15) prepariram gastrina I radioiodada com rendimentos da ordem de 40
a 55%, enquanto que Stadil e Rehfeld (3) obtiveram em 12 experimentos ren-



dimentos maiores variando de 71 a 82%.

A Figura 4 exibe um eletroforetograma tipico da gastrina - 125

I recem
purificada, no qual se cbserva um unico componente com valor de Rm caracte-
ristico da gastrina radioiodada. Lsse comportamento se repetiu nas demais
purificagoes, conforme € danrstrado na Tabela IV. Nessa tabela estao repre-
sentados os valores da pureza dos tracadores, determinados pela EGPA (meédia
de 96,57 ¥ 1,06%) e pela precipitacao com TCA (media de 94,48 % 4,20%),e os
respectivos valores de Rm (media de 0,996 % 0,022). Mais uma vez ambos o8
metodos forneceram resultados semelhantes, facultando o emprego da precipi-
tagao pelo TCA para analise da pureza do tragador.

Na Figura 5 estao representados os cromatogramas do tracador decor -
ridos 1 e 3 meses apos seu preparo. Pode-se cbversar que mesmo apos 3 meses

125

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

lores de Rm caracteristicos. O empregc deste tragador nos radio’muncensaios
€ evidenciado na Figura 6, que apresenta curvas padrdo camparativas prepara
das com a gastrina ~ uslapés 1 e 3 meses de estocagenm. Osvaloresdelig_a_‘
¢do inespecifica variaram de 1,11 a 3,65% enquanto que os valores de ED
variaram de 69 a 48 pmol/1 nesse periodo de dois meses.

A Tabela V apresenta os resultados dos diversos parametros de contro-
le de qualidade analisados, referentes aos cinco tragadores. A atividade es
pecifica obtida variou de 62 a 307 uCi/ug, podendo ser explicada pelo tempo
muito curto de exposicao do peptideo a Cloramina T (dez segunaos), que difi
culta o controle da reacao. Valores um pouco mais elevados foram  obtidos
por Stadil e Renfeld (3) variando de 220 a 605 uCi/ug com media 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 medio de 550 uCi/ug.

Considerando uma abundancia isotopica de 100% para o 21 7 »2Ci/mg)
a A.E. correspondente a substituigao de 1 atomo de 125 por molecula de gas
trina seria de 1025 uCi/ug. Como a A.L. do 125; empregado nas radioiodagoes
foi da ordem de 15 Ci/mg, seria esperado uma A.b. de 894 uCi por microgrema
de gastrina monoiodada. Entretanto, os tragadores obtidos no presente estu-
do apresentaram substituigio de até 0,30 atomos de *2°I por molécula de gas
trina.

Apesar de Ganguli e Hunter (15) ndo terem observado alteracoes na imu
norreatividade de tragadores obtidos cam substituicad de ate 1 atomo de
125, por molécula de gastrina, no presente trabalho houve uma  progressiva
diminuicao na imunorreatividade dos tragadores que apresentaram valores de
A.E. mais baixos.

A perda da imunorreatividade € evidenciada pelos menores titulos de

1
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anti-soro (1:32.000 e 1:88.000) que formeceram 50% de ligagdo com os traga-
dores obtidos nas preparacoes com A.E. de 62 e 70 vCi/ug (radiodagoes de n?

1 e 3), corr:spondentes a 0,07 e 0,08 dtamos de 125

I por molecula de gastri
na).

Os valores de ED;;, que refletem a sensibilidade das curvas padrao
preparadas com esses tragadores, variaram inversamente com a A.E. dos mes -
mos. As prepar:goes com valores de A.E. e titulo de anti-soro mais elevados
(radioiodagao de nv 2 e 5), apresentaram os merores valores de ED_, permi -
tindo a realizacao de ensaios mais sensiveis (30,25 b 4,89 pmol/1) com coe-
ficiente de variagao ~ CV - de 16,17%, referente a media das duas prepara -
coes).

As mesmas doses médias formecidas pelos tragadores com os valores de
A.E. mals baixos (radioiodagao de n? 1 e 3) foram de 116,25 * 34,69 pmol/ 1
com CV de 73,8u%. 0 tragador com valor de A.E. intermediario (radiciodagao
de n? 4) apresentou valor médio de EDgy de 58,20 ¥ 8,58 pmol/1 e CV de 14 ,
75%. Apesar dessas diferencias, cada tragador forneceu valores de EDSU pou-
co variaveis ao longo dos 3 meses apos seu preparo (CV de 12,82 a 27,45%).

Todos 0s tragadores apresentaram valores de ligagoa inespecifica mui-
tc baixos, em torno de 2%, que se mantiverar praticamente constantes com o
decorrer do tempo de estocagem (média de 1,78 % 0,79%, com OV de 4y ,49%).Da
mesma forma, seus valores de ligagdo especifica apresentaram pequena varia-
cao entre os diferentes tracadores e durante a estocagem (meédia de u6,u9 1
5,65%, com CV de 12,16%).

Essac ligagdes fornecidas pelos tragadores, inespecificas baixas e es
pecificas constantes, sao devidas ao grau de pureza elevado dos mesmos (au-
sencia de tragadores degradados ou 125, livre) e de sua inalterabilidade em
fungao do tempo de estocagem, conforme demostrado na Figura 5.

Finalmente, a concentragdo da amostra serica de gastrina determinada
em ensaios realizados com os cinco diferentes tragadores formeceu um valor
médioc de 75,71 ¥ 4,30 pmol/1, com CV inter-ensaio de 16,74%. Valores simila
res de CV inter-ensaio foram estimados por outros autores para amostras de
gastrina (5) e hormonio de crescimento (Y).

Apesar dos tragadores com A.E. mais elevada teram se 1presentado mais
imuncrreativos e terem formecido curvas padrac mais sensiveis; todos eles
forneceran ligacoes inespecifica e especifica constantes e permitiram a de-
terminacao da concentragdo da gastrina nc soro com precisao elevada.

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

rios € extremamente pura e estavel, e apresenta-se imunorreativa apé‘s lon ~
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Fesultados dos testes da imunorreatividade (% de ligagao) ¢ ia pureza (% de
coveipitoge pelo T2A) aas frugoes mais sipnificativas obiias na porifica-

¢ao 43 gastrina ~1451 ' resultante de cinco diferentes radioiodegdc.



RADIOIODACAD Rm

(N9) Gastrina - 12°r 125

1 1.024 1.122

2 1.026 1.128

3 1.0090 1.133

4 1.024 1.122

5 1.024 1.122

1.020%0.011 1.125%0.005

TABELA II
Valores de Rm obtidos na eletroforese em gel de poliacrilamida a 7%, da gas-
trina - +%°I e do 1%°I livre, resultantes de cinco diferentes radioiodagoes.

RADIOIODACRO % EGPA % TCA

(NQ)

1 53.90 41.08

2 52.66 46.80

3 74,34 66.42

Y 55,63 59,50

5 50.28 44,70

57.36%3,69 f 51.70%10,76

TABELA III

Resultados comparativos dos rendimentos obtidos em cinco radicicdagdes, esti
mados pela EGPA e precipitagao com TCA.
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T

RADIOIODACAD % EGPA % TCA Rm

(NQ)

1 95.81 95.06 1.028

2 98.39 87.58 0.973

3 96.56 97.30 1.060

M 95,94 97,96 G.875 ,
5 96,14 96.22 1,060

86.57¢1,06 9y, 8234, 20 0.996%0,022
TABELA IV

Resultados comparativos da pureza dos tragadores estimada pela EGPA e prec:i

pitagao com TCA e respectivos valores de migragao relativa (Rm) no gel. Da-

dos referentes a cinco diferentes radioiodagoes.
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RADIO-| A.E. |ESTOCA- S LIGagko
TODAGRO | (uCi/ug)|GEM | INESPECTFICA ESPECTFICA| ANTI-S0RO [ %0 | NA
(N9) (dias) (prol/1)
1 62 ) 3.62 45.35 | 1:32.000 155 | 25
2 307 55 1.24 48.12 | 1:180.000] 31 | 29
77 1.06 35.50 39 | 28
98 1.20 43.46 2| 20
3 70 23 2.00 38.32 | 1:88.000 (115 | -
30 1.10 4l 20 n| 2a
72 1.27 36.99 ich | -
4 178 16 1.60 46.50 }1:108.000| 65 | v
23 1.11 45.95 69 | 21
4y 1,48 48,56 55 31
72 2.23 48.62 sy | 22
88 3.65 46.95 48 | 25
5 252 16 1.46 51.21  |1:163.200! 33 | 23
34 2.30 52.u9 | -
52 1.78 57.26 w | 23
69 1.49 50.67 29 | 29
86 1.73 50.21 0 | 29
TABELA V

Parametros de controle de qualidade da gastrina 2°I obtida em cinco radio-
iodagGes, analisados ao longo do tempo de estocagem: atividade esecifica '
(A.E.), porcentagens de ligacOes inespecifica e especifica, titulo do anti-
soro, EDg, e concentragao de jastrina da amstra referente ao controle de
qualidade intermo.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig. 1 -Cromatogrmma da purificacao da gastrina -
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I em QAE-phadex A 25 .
A linha continua expressa a radicatividade das fracGes em contagens
por minuto e a linha descontinua nepxesentaapommtagemde liga -
¢an da gastrina - 1257 25 seu anticorpo espem.fmo, empregando  em
excesso. A area hachurada corresponde as fragces que fbmmmstum—

125

das - eestocadasa-ZO?Cparaseremmaimcamtmqadm‘nosensams.

EGPA da gastrina nao marcada. O valor da migragao relativa do compo
nente principal € indicado em parenteses. C.T. indica a posicao do
corante tragador, azul de bromofenol.

: Eletroforetograma da gastrina obtida logo apos sua radioiodagdo. O

valor da migracao relataiva a atividade total no gel, € indicado em
colchetes. A seta indica a posigao do corante tragador, azul de bro
mofenol.

1251 recém pumflcada. 0 valor da
migracao relativa do unico camponente € indicado em parenteses e
seu valor porcentual, relativo a at1v1dade total no gel, e indicado

.emeolchetes. A seta Mcaaposlqaodocomnte azul de bromofe -

nol.

Eletroforetogramas obtidos com o tragador apos 1 ( e 3 (-=)
meses de estocagem a -209C. Os valores de migracao relativa no gel
da gastrina - 125! g30 indicados em parenteses e seus valores por -
centuais, relativos a atividade total nos geis, sao indicados em
colchetes. As setas mdlcam as pos:.g,oes do corante tragador, azul_

de bromfeml.

C,urvas padrao obtidas com a gastrina 71251 decorridos 1 (=) e 3

( - - ) meses ap0s seu preparo.
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longos periodos de estocagem. Este tragador € portanto adequado para ser em
pregado em radioimunoensaios de gastrina humana, permitindo a realizacao de
ensaios reprodutives e a determinagao precisa de concentracao desconhecidas.
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