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DESENVOLVIMENTO E APLICAÇÃO CLÍNICA DO RADIOMJNOENSAIO DE GASTRINA

HUMANA

Maria Glória Peig Ginabreda, Vânia Cairá üorghi e Agostinho detarello

RESUMO

A determinação dos níves circulantes de gastrina é fundamental pa-

ra o diagnóstico e seguimento de diferentes distúrbios gastrointesti -

nais. Lste trabalho descreve o radioimunoensaio deste hormônio oesenvol

vido de acordo com o método de Russell e cols, e sua aplicação clinica

na determinação de gastrinemia de jejum em individuos normais, gastrec-

tomizados, chagásicos, portadores de insuficiência renal crônica (IRCJ,

anemia perniciosa (AP) e síndrome de Zollinger-Ellison (ZL). utilizou -

se gastrina humana sintética para a radioiodação e preparo ae soluções

padrão bem como anti-soro específico produzido em coelhos. 0 hormônio

foi irarcado com I pela técnica da Cloramina T e purificação por cro-

matografia de troca aniônica em QAi>Sephadex A-2b, obtendo-se atividade

específica média ao redor de 200 uCi/ug. Os ensaios forani realizados in

cubando-se gastrina-^25it gastrina padrão (.de zero a SUO pmol/1) ou as

amostras a serem dosadas com o anti-soro por 4 dias a H9<J. Separou-se a

gastrina livre da ligada ao anticorpo pela adsorçio desta última ao car

vão. Os indivíduos normais apresentaram gastrinenia variável de 2 a 71*

pmol/1, sendo esta variação maior nos chagásicos (cie 6 A lú\ pmol/l)..M.i

veis elevados de gastrina foram determinados em pacientes con IRC (va -

rianao de 12 a 350 pmol/1), AP (variando de 16ü a ooJ pmoi/1) e em on

paciente com áL (1010 pmol/), enquanto que níveis nuito uaixos forani

confirmados em pacientes gastrectomizados (de 1 a Ó pmol/i).

DEVELOPMEI/r AND CLINICAL APPLICATION OF HJMAN GASTRII^ RAÜIOIMMUNOAS -

SAY

ABSTRACT

ihe determination of human gastrin levels in tiie blood is very
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inçortant for diagnosis of gastrointestinal disorders. Th^s work de

scribes the radioimmunoassay of gastrin developed according to Russeli

et al. and its clinical application measuring fasting levels of tiiis nor

mone in nonnal subjects, gastrectomized, cnagasics, patients witn ciiro-

nic renal failure (CRF), pernicious anemia (PA) and Zollinger- iJilison

syndrome (ZLS). Syntnetic human gastrin was useü for radioioaination axi

as standard, while the specific antibody was raised in rabbits. Gastrin

was radioiodinated by a modification of the chloramine T tecnique and

purified by anion exchange chromatography in vjAL-Sephadex A-2 5 to a

specific activity around 200 uCi/ug. The assays were performed by incu-

bation of ^ I-gastrin, standard gastrin (zero to 500 pmol/1) or un -

known samples with the antiserum for 4 days at 4?C. The antibody oound

and free ^-^^I-gastrin was separated by adsorption of the latter to the

cnarcoal. The basal gastrin values of nonnal subjects rangeu from 2 to

74 pmol/1, being these levels higher in the cliagasics (fron D to 2Õ1

praol/1). nigher levels of gastrin were determined in patients with CRF

(from 12 to 350 pmol/1), PA (from 160 to 660 pmol/1) anü witn ZLSdOU

pmol/1), while very low levels were confirmed in gastrectomized (from 1

to 8 pmol/1).

INTRODUÇÃO

A gastrina, um dos vários hormônios polipeptídicos gastrointesti-

nais, é o responsável principal pela estimularão da secreção acica gás -

trica, participando também na regulação cio crescii.iento ca nucosa gãstrj_

ca. Lste hormônio é secretaao pelas células G situais nas glândulas p_i

loricas da mucosa antral e da nucosa duodenal principal.

ümbora Ldlcins em 190b (1) já tivesse denominado ^astrina ao prin-

cipio ativo contido nos extratos de nucosa gástrica, capaz de estimu -

lar a secreção ácida em gatos anestesiacos, sonente em ldt>4, Gregory e

Tracy (2) conseguiram isolar este hormônio da mucos.a antral de porco,em

forma pura, sendo determinada posteriormente sua estrutura e obtida sua

síntese.

A gastrina humana (hG) possui diferentes formas moleculares com

comprimentos de cadeia variáveis, sendo as principais formas circuian -

tes a hG-34 ("big" com 34 resíduos de aminoácidos), a hG-17 ("little '
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cem 17 aminoácidos) e a hG-11* ("mini" com 11 aminoácidos), dentre ou -

trás.

No soro ou plasma humanos, mais de oü% da gastrina encontra- se

sob a forma hG-31 (3), seguida da nG-17; sendo que as demais formas en-

contram-se em concentrações muito pequenas (U). Acredita-se porém que

as formas predominantes, hG-34 e nG-17, sejam equipotentes (5).

A gastrina circulante ainda existe sob as condições não salfataaa

e sulfatada, cujas estruturas moleculares parecem apresentar diferenças

em suas atividades biológicas (b) e imunológica (7).

A atividade biológica da gastrina é conferida pela seqüência pen-

tapeptídica C-terminal, a qual e compartilnacia corri outro hormônio gas -

trointestinal, a colecistoquinina (8). Lsta seqüência constitue tanDem

o principal determinante antigenico da molécula, que é comum a todas as

formas circulantes.

Anticorpos específicos dirigidos contra o peptídeo C-terminal es-

timam, portanto, a atividade total ca gastrina e permitem a realização

de ensaios que refletem cora maior precisão sua atividade fisiológica.

A síntese da gastrina humana possibilitou o desenvolvinento de uiri

radioimunoensaio para sua medida, no final da década de bü (à,Iü). A

partir de então, vários relatos de ensaios ue gastrina são encontrados

na literatura (11-12).

A determinação oa gastrinenia por rauioir.jnoe:isaio e portar.to .nui_

to utilizada .vo diagnóstico e aca:ipaniia.~.ento Jz varioa cisturuios tyi3 -

trointestinais, sendo que eu alguns casos, co::io na síndrcxnu Je ..oi>i:: -

ger-Lllison, este exame e indisper.sávei ptira estauelecer o aia^nojtico

definitivo (14).

0 presente trabalho descreve o aeseiivolvirento de ura r-icioiiiur.oeri

saio ue gastrina altamente sensívei e es^círico, ej:çre,:ar.i;o-sfe Í;:. r.ra-

çador cuidacxjsamente preparado, con ̂ aiice est^r-iliuaoe apôs p;jrvi ica -

ção em QAL-Sephaoex (lb), e uni anticorpo especíiico. Finülirtente, a vmi^

daue deste ensaio é confimada pe±a soa apüaição rúínica ra ü«ten:,i:;a-

ção da gastrinemia em indivíduos j.astrectoco.Z'.iuoo c;ia;>isi ...«, portado-

res de insuficiência renal crônica, ancráa perniciosa e üíncrome de L.OL_

linger-Lllison em comparação can indivíduos nonriais.

MAXiKIAIS E MÉTODOS



O radioimunoensaio de gastrina foi desenvolvido de acoroo cem o

método descrito por Russel e cols. (13) einpregando-se gastrina numana

sintética para radioiodação (hG-17) e preparo do homõnio padrão ( 68 /

439), obtidas respectivamente do "Research Plus Laboratories" (Denvil -

le, U.S.A.) e do "Medical Research Council" (London, U.K.). 0 anticorpo

específico (1611), reagente com a porção C-tenainal da gastrina, foi

produzido em coelhos e fornecido pelo Dr. J.li.Walsh, "university of Ca-

lifornia" (Los Angeles, U.S.A.). Lste anticorpo reage com todas as for-

mas moleculares do hormônio e apresenta fraca reação cruzada cem os pe£

tídeos da colecistoquinina (16).

A radioiodação da gastrina foi realizada de acordo com o método

clássico da cloramina T modificacto (17). 0 normõnio assim radioiodado '

foi purificado por cromatografia de troca anionica em QAE-Sephadex A-25

(Pharmacia, Uppsala, Sweden) a 49C seguindo-se o procedimento empregado

por Russell e cols. (13).

Os ensaios foram realizados em duplicata pela incubação durante 4

dias a 49C de u'a mistura de reação contendo 0,4 ml de tampão Veronal

0,05 M, pH 8,0 (cem 0,25% de albumina sérica humana-HSA-Santa Catari -

na), 0,2 ml de concentrações progressivas de gastrina padrão (de zero a

500 pmol/1) preparadas em plasma isento de gastrina ou igual volume das

amostras com teor de gastrina desconhecido, 0,1 ml do anti-soro na di -

luição apropriada e 0,1 mi da gastrina-^^1.

0 plasma isento de gastrina foi preparado ã partir de plasna ve -

lho de Banco de Sangue extraído com carvão (Merck Reinst) a 5% (18), a

fim de se eliminar todo o hormônio endógeno.

Separou-se a gastrina ligada ao anticorpo da gastrina livre pela

precipitação desta última com 0,5 ml/tubo de uma suspensão de 5% de car

vão (Merck Pró-Análise) recoberto com 0,5% de dextran T70 (Sigma), pre-

parado no tampão Veronal sem HSA contendo 8,4% de plasma velho de banco

de Sangue, seguida de centrifugação a 250ü rpm por 20 minutos a 49C.

A seguir foram aspirados os sobrenadantes por meio de sucção com

pipeta Pasteur e determinada a radioatividade de ambas as fases. A por-

centagem de ligação da gastrina-125I ao seu anticorpo específico foi

calculada em relação ã radioatividade total.

A determinação da atividade específica do traçador foi realizada

pelo método do auto-deslocamento (13), tratando-se o traçador can nume-
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ro mlltiplo de contagens como amostras desconnecidas e a sensibilidade

dos ensaios foi estimada pelo cálculo da dose mínima detectâvel de a -

cordo com o método descrito por Rodbard (20).

As amostras sangüíneas foram coletadas em tubos heparinizadosílO

unidades/ml) ou não, sendo centrifugadas posteriormente a 49C, e o

p3iisma ou soro assim obtidos estocados a -209C para posterior dosagem.

Analisou-se a viabilidade do uso indistinto de plasma ou soro na deter

minação da gastrinemia, comparando-se os valores obtidos nesses dois

fluidos biológicos em 23 indivíduos.

Foram determinados os níveis de gastrina, apôs jejum de uma noi-

te, em 12t indivíduos com idade variável. Lsses indivíduos foram divi-

didos en 6 grupos compreendidos por b4 normais (de 19 a 5b anos, 39 mu-

lheres e 2ò homens), 27 chagásicos (de 21 a 6U anos, 11 mulheres e Io

ncmens), 13 portadores de insuficiência renal crônica ( d e l 9 a 7 ü a -

nos, lü mulheres e 3 homens), 5 nomens com anemia perniciosa (de 4b a

78 anos), 14 gastrectoriizados (de 21 a 70 anos, 4 mulheres e iü homens)

e 1 homem portador da síndrome de Zollinger-i.llison (19 anos).

As comparações estatísticas em todos os experimentos foram reali

zadas por testes nio-paramétricos (21). Foi utilizado o teste de Wil -

coxon para comparar os níveis de gastrina das amostras dependentes (so

ro e plasma) e o teste U de Mann-Whitney para comparar os níveis da

gastrinemia entre os diferentes grupos, considerando as diferenças sig-

nificativas quando p<0,OS.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As frações correspondentes ao pico do cromatograma da purifica -

ção da gastrina--'-"I que apresentaram ligação elevada com o anti- soro

em excesso foram misturadas e estocadas a -209C para serem utilizadas

como traçador nos radioimunoensaios (Fig. 1).

A gastrina radioiodada tem se apresentado estável por mais de

três meses após seu preparo, com atividade específica média ao redor '

de 200 uCi/ug.

A figura 2 apresenta unacurva padrão típica de gastrina na qual

se observa a sensibilidade elevada dos ensaios realizados.Pequenas va

riações nas quantidades do padrão causam diferenças significativas na
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ligação do traçador ao anticorpo específico. A oose mínina de gastrina

detectável nos vários ensaios variou ue ü,o a 2,7 pmol/1, confirmando a

sensibilidade dos mesmos.

;.a Tabela I estão apresentadas as concentrações de gastrina ueter

minadas no soro e plasma aos 23 inaivíduos analisauos. Apesar de teren

sido determinados valores mais elevaaos no soro, estas diferenças não

foram estatisticamente signiticantes, inoicando a possibilidade de se

e-ipregar indistintamente soro ou plasma para o radioimunoensaio deste

normonio.

mtretanto, alguns autores como Ualsh(22) e McGuigan e cols ( 23)

já alertaram para possíveis problemas no ensaio de gastrina causados pe

Ia presença de heparina, optando pelo emprego de soro. Apesar uisso, ou

tros autores como Russell e cols (13) padronizaram seu radioimunoensaio

empregando sempre plasma.

iendo em vista a falta de uniformidade entre os autores e a ir -

relevância das diferenças existentes entre as duas determinações não a-

penas estatisticamente, como também clinicamente, pode-se concluir que

esses dois meios biológicos são perfeitamente adequados para a estimati

va da gastrina circulante.

A figura 3 ilustra os intervalos da gastrinemia nas amostras de

jejum dos seis grupos estudados. Üs valores basais de indivíduos nor -

mais descritos na literatura variam em função do anticorpo utilizado.üs

níveis médios aqui apresentados (* desvio padrão), (lb,4 * Io,D pmol/1,

variando de 2 a 74 pmol/1), são concordes com os observados por n/alsh

(22) utilizando o anticorpo 12sb que também reconhece todas as formas

da gastrina e reage de forma similar ao anticorpo 1611 ejipregado em nos

sos ensaios. Lsses valores foram estatisticamente diferentes quanoo com

parados com aqueles determinados nos indivíduos dos demais grupos.

Como era de se esperar, o grupo gastrectomizado apresentou níveis

de gastrina muito baixos, 3,0 * 2,3 pmol/1, variando de 1 a 8 pmol/1 ,

confirmando a remoção das células G antrais e duodenais. Resultados si-

milares já haviam sido observados por walsh (12).

0 grupo chagasico apresentou concentração de gastrina elevaüa ,

43,1 - b3,7 pmol/1, com um intervalo ampio de o a 2bl pmol/1. Valores £

levados também foram cteervaclos por outros autores (24,2b) senuo atrioui

dos principalmente à hiposecreção ácida gástrica observada nesses pa -



cientes (24).

A hipergastrinemia observada nos portadores de anemia perniciosa,

(390,4 * 219,1 pmol/1 varianuo de iuü a bdd pnol/i) e de insuficiência

renal crônica (1Q7,2 - 109,u pncl/i, variando de 12 a Jòü pnol/1) con -

firma relatos prévios üe valores elevados nessas condições (2b,27) sen-

do associada à acloridria. uvtretanto, ainda não se estabelecem una co-

nexão clara entre os níveis tie ̂ astrina e a secreçao ácida gástrica nos

pacientes portadores deste distúroio renal.

0 nível de gastrina extremamente elevado determinado no paciente

com a síndrome de ^ollinger-Lllison, causado por un tumor pancreãtico

gastrectonizados, dão validade ao ensaio, confimanoo sua aplicação na

nvedida cie concentrações clínicas.
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LEGENLAS DAS FIGURAS

Fig. 1: Cromatognama da purificação da g a s t r i n a - l ^ I em QAL-Sephauex

A-25. A linha contínua expressa a radioatividade oas frações

em contagens por minuto e a lxnna descontínua representa a

porcentagem de ligação da gas t r ina - x I ao seu anticorpo es -

pecí f ico , empregado em excesso. A área hachurada correspon-

de as frações que foram misturadas e estocadas a -2ü?C para

serem usadas como traçador nos ensaios .

Fig. 2: Lxemplo t íp ico de uma curva padrão obtida no radioiiainoen -

saio de gastrina.

Fig. 3: cíveis circulantes de gastrina, em condições de jejum, deter

minados em indivíduos normais, gastrectomizados, cnagásicos,

portadores de anemia perniciosa, insuficiência renal crônica

e síndrome de Zollinger-Lilison, indicando o valor médio de

caüa grupo. As muineres são representadas por ( " ) e o s h o -

mens por (+).



12

INDIVÍDUOS

M.H.

I .A.

R.A.

Y.M.

A.W.

M.F.

L.A.

I.C.

L.ií.

O.R.

E.d.

A.V.

P.tí.

L.L.

G.P.

T.A.

V.C.

T.C.

I .S .

CM.

O.K.

K.ü.

C S .

MÜJIA * L)P

GASTRINA

SORO

11

150

23

9

77

lü

12

5

2tí

13

ltí

12

11

6

12

20

7

11

•iH

7

6

14

21,74 * 31,84

(praol/1)

PLASMA

9

15ü

20

7

75

9

8

4

26

18

16

10

9

5

U

14

7

11

27

6

3

3

14

2G,12 * 31,94

TAtíLLA I: Valores da gastrinenia determinados no soro e plasma
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