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DESENVOLVIMENTO E APLICACAO CLINICA DO RADIOIMUNOENSAIO DE  GASTRINA
HUMANA

Maria Gloria Peig Ginabreda, Vania Caira Borghi e Agostinho detarello

RESUMO

A determinacao dos nives circulantes de gastrina € fundamental pa-
ra o diagnostico e seguimento de diferentes disturbios gastrointesti -
nais. Este trabalho descreve o radioimunoensaio deste hormonio desenvol
vido de acordo com o meétodo de Russell e cols. e sua aplicagao clinica
na determinagcao de gastrinemia de jejum em individuos normais, gastrec-
tomizados, chagasicos, portadores de insuficiencia renal cronica (IRC),
anemia perniciosa (AP) e sindrome ce Zollinger-tllison (ZL). utilizou -
se gastrina humana sintética para a radioiodacac e preparo ge solugdes
padrao bem como anti-soro especifico produzido em coelhos. U normonio
foi marcado com 121 pela técnica da Cloramira T e purificacio por cro-
matografia de troca anionica em QAt-Sephadex A-25, obtendo-se atividade
especifica media ao redor de 200 uCi/ug. Os ensaios foram realizacos in
cubando-se gastrina—lzsI, gastrina padrao (de zero a 500 pmol/l) ou das
amostras a serem dosadas caom o anti-soro por 4 dias a 4. Separou-se a
gastrina livre da ligada ao anticorpo pela adsorgdo cesta Gltima ao car
vao. Os individuos normais apresentaram gastrinemia variavel de 2 a 7%
pmol/1, sendo esta variagao maior nos chagasicos (de 6 a 2ol pmol/1).81
veis elevados de gastrina foram determinados em pacientes com IRC (va -
riando de 12 a 350 pmol/1), AP (variando ce 16U a vs) pmol/l) e em un
paciente com 4E (1010 pmol/), emquanto que niveis ruito vaixos  forem
confirmados em pacientes gastrectomizados (de 1 a ¢ pmol/1).

DEVELOPMENT AND CLINICAL APPLICATION OF HUMAN GASTRIN RADIOIMMUNOAS -
SAY

ABSTRACT
'ihe determination of human gastrin levels in tne blood 1s very
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important for diagnosis of gastrointestinal aisorders. This work de -
scribes the radioimmunoassay of gastrin developed according to Russeli
et al. and its clinical application measuring fasting levels of this nx
mone in normal subjects, gastrectomized, chagasics, patients witn cnro-
nic renal failure (CRF), pernicious anemia (PA) and Zollinger- Lilison
syndrome (ZLS). Syntnetic human gastrin was used for radioiodinationax
as standard, while the specific antibody was raisea in rabbits. Gastrin
was radioiodinated by a modification of the chloramine [ tecnique and
purified by anion exchange chromatography in JAk~Sephadex A-25 to a
specific activity around 200 uCi/ug. The assays were performed by incu-
bation of 1251-gastrin, standard gastrin (zero to 500 pmol/l) or un -
known samples with the antiserum for 4 days at 49C. The antibody wound
and free lzsl-gastrin was separated by adsorption of tie latter to the
cnarcoal. The basal gastrin values of normal subjects ranged from ¢ to
74 pmol/1, being these levels higher in the chajasics (from o to 201
pmol/1). nigher levels of gastrin were determine¢ in patients with CRF
(from 12 to 350 pmol/1), PA (from 160 to 680 pmol/l) anc witn ZLES(1ulJ
pmol/1), while very low levels were contirmed in gastrectomized (from 1
to 8 pmol/1). '

INTRODUGAD

A gastrina, um dos varios hormonios polipeptidicos gastrointesti-
nais, € o responsavel principal pela estimulagdo da secrecdo acica gas -
trica, participando também na regulagdo o crescimento ca mucosa gastri
ca. Este hormonio € secretado pelas ceélulas G situadas nas gianduias 1538
1oricas da mucosa antral e da mucosa duodenal principal.

tmbora Edkins em 19U5 (1) ja tivesse derominaco gastrina ao prin-
cfpiO ativo contido nos extratos ce mucosa L;éstr‘ica, capaz ce estimu -
lar a secregdo acida em gatos anestesiacos, sorente em ldvd, Gregory e
Tracy (2) conseguiram isolar este hormonio da mucosa antral de porco,em
forma pura, sendo determinada posteriormente sua estrutura e obtida sua
sintese.

A gastrina humana (hG) possui diferentes formas moleculares com
comprimentos de cadeia variaveis, sendo as principais formas circulan -
tes a hG-34+ ("big" com 34 residuos de aminoacidos), a hG~17 ("little
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cum 17 aminoacidos) e a hG~14 (“mini"” com 14 aminoacidos), dentre ou -
tras.

No soro ou plasma humands, mais de o0% da gastrina encontra- se
sob a forma hG~34 (3), seguida da nG-i7; sendo que as demais formas en-
contram-se em concentragoes rmuito pequenas (4). Acredita-se porem que
as formas predominantes, hG-3u4 e n>-17, sejam equipotentes (5).

A gastrina circulante ainda existe sob as condigoes nao sulfataca
e sulfatada, cujas estruturas moleculares parecem apresentar diferencas
em suas atividades biologicas (b) e imunologica (7).

A atividade biologica da gastrina e conferida pela seqgiiencia pen-
tapeptidica C-terminal, a qual e compartilnada cam outro hormonio gas -
trointestinal, a colecistoquinina (8). ista sequencia constitue tarwem
o principal determinante antigenico da molécula, que € comum a todas as
formas circulantes.

Anticorpos especificos dirigidos contra o peptideo C-terminal es-
timam, portanto, a atividade total Ga gastrina e permitem a reaiizagao
de ensaios que refletem com maior precisdo sua atividade fisiclogica.

A sintese da gastrina humana possibilitou o desenvolviiento de wn
radiocimunoensaio para sua medica, no final da cecada ce bu (3,iu). A
partir de entao, varios relatos e ensaios de jastrina sao encontrados
na literatura (11-13).

A ueterminagdo ua gastrinemia por rauioimunoensaio € portanto .ui
to utilizada o diagndstico e acanpaniarmento e varios cistirvios jas -
trointestinais, sendo que em alguns casos, cone na sindrone Je Jollin -
ger-rllison, este exame € incispensavel para estabelecer o Jiagnostico
gefinitivo (14),

J presente trabalho descreve o desenvolvirento de il racioliunoen
saio de gastrina altamente sensivel e especitico, erprejanic-se i tra-
gador cuidadosamente preparaco, Com Srance estanilidace apos puriiica -
Gao em QAL-Sephagex (15), e um anticorpoc especiiico. binclskente, a veil
dade deste ensaio € confirmada peia sua apiicigdo ciinica ra wetertiina-
¢a0 da gastrinemia em inaiviuos jastrectonizidos. cidgdsi. . s, portado-
res de insuficiencia renal cronica, aneria perniciosa e sincrome de ol

I3 . e ’ . L .
linger-Lllison em camparagao Coil 1ndividuos norvals.

MATERIAIS E METODOS
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0 radioimunoensaio de gastrina foli desenvolvido de acordo can ©
metodo descrito por Russel e cols. (13) empregando-se gastrina numana
sintetica para radioiodagao (hG-17) e preparo do hormonio padrao ( 68 /
439), obtidas respectivamente do 'Research Plus Laboratories” (Denvil -
le, U.5.A.) e do '"Medical Research Council" (London, J.K.). J anticorpo
especifico (1611), reagente com a porgao C-terminal Ja gastrina,  foi
produzido em coelhos e fornecido pelo Dr. J.li.walsh, "Jniversity of Ca-
lifornia" (Los Angeles, U.S.A.). Lste anticorpo reage cam todas as for-
mas moleculares do hormonio e apresenta fraca reagao cruzada cam os pep
tideos da colecistoquinina (16).

A radioiodag3o da gastrina foi realizada de acordo cam o  metodo
classico da cloramina T modificado (17). O normonio 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 incubacao durante 4
dias a 49C de u'a mistura de reagao contendo 0,4 ml de tampac Veronal
0,05 M, pH 8,0 (com 0,25% de albumina sérica humana-HSA-Santa Catari -
na), 0,2 ml de concentracoes progressivas de gastrina padrdo (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 -
luicdo apropriada e 0,1 m. da gastrina-12°1,

O plasma isento de gastrina foi preparado a partir de plasma ve -
lho de Banco de Sangue extraido com carvao (Merck Reinst) a 5% (18), a
fim de se eliminar todo o hormonio endogeno.

Separou-se a gastrina ligada ao anticorpo da gastrina livre pela
precipitagao desta Gltima com 0,5 ml/tubo de uma suspensdo de 5% de car
vao (Merck Pro-Analise) recoberto com 0,5% de dextran T70 (Sigma), pre-
parado no tampao Veronal sem HSA contendo 8,4% de plasma velho de Banco
de Sangue, seguida de centrifugagao a 2500 rpm por 20 minutos a 49C.

A seguir foram aspirados os sobrenadantes por meio de sucgao com
pipeta Pasteur e determinada a radioatividade de ambas as fases. A por-
centagem de ligacdo da gastrina—lzsl ao seu anticorpo especifico foi
calculada em relagio a radioatividade total.

A determinagac da atividade especifica do tragador foi realizada
pelo metodo do auto-deslocamento (13), tratando-se o tragador cam nume-



0s

ro miltiplo de contagens como amostras desconnecidas e a sensibilidade
dos ensaios foi estimada pelo calculo da dose minima detectavel de a -
cordo com o metodo descrito por Rodbard (20).

As amostras sanguineas foram coletadas em tubos heparinizados(10
unidades/ml) ou nao, sendo centrifugaaas posteriormente a 4oC, e o
pJasma ou soro assim obtidos estocados a -209C para posterior dosagem.
Analisou-se a viabilidade do uso indistinto de plasma ou soro na deter
minagao da gastrinemia, comparando-se os valores obtidos nesses dois
fluidos biologicos em 23 individuos.

Foram determinados os niveis de gastrina, apos jejum de uma noi-
te, em 124 individuos can idade variavel. Lsses individuos foram divi-
didos em 6 grupos campreendidos por b4 normais (de 19 a 55 anos, 33 mu-
lheres e 25 hiamens), 27 chagasicos (de 21 a 6U anos, 11 mulheres e 1lb
nomens), 13 portadores de insuficiencia renal cronica (de 19 a 76 a -
nos, 10 mulheres e 3 homens), 5 nomens com anemia perniciosa (de 45 a
78 anos), 14 gastrectomizados (de 21 a 70 anos, 4 mulheres e 10 nomens)
e 1 homem portador da sindrame de Zollinger-tllison (19 anos).

As camparagoes estatisticas em todos os experimentos foram reali
zadas por testes nao-parametricos (21). Foi utilizado o teste de wil -
coxon para comparar os niveis de gastrina das amostras dependentes (so
ro e plasma) e o teste U de Mann-whitney para comparar os niveis da
gastrinemia entre os diferentes grupos, considerando as diferengas sig-
nificativas quando p{0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As fragoes correspondentes ao pico do cromatograma da purifica -
cao da gastrina-l251 que apresentaram ligagao elevada com o anti- soro
em excesso foram misturadas e estocadas a -209C para serem utilizadas
como tragador nos radioimunoensaios (Fig. 1).

A gastrina radioiodada tem se apresentado estavel por mais  de
tres meses apos Seu preparo, cam atividade especifica media ao redor '
de 200 uCi/ug.

A figura 2 apresenta umacurva padrao tipica de gastrina na qual
se observa a sensibilidade elevada dos ensaios realizados.Pequenas va

riagCes nas quantidades do padrao causam diferengas significativas na



ligagao do tragador ao anticorpo especifico. A ose minima de gastrina
detectavel nos varios ensaios variou e U,o a Z,7 pmol/1, confirmanuo a
sensibilidade dos mesmos.

i«a Tabela I estao apresentadas as ooncentragoes de gastrina ueter
minadas no soro e plasma aos 23 inuividuos analisados. Apesar de terenm
sido determinados valores inais elevauos no soro, estas cdiferengas nao
foram estatisticamente significantes, inuicanao a possibilicade e se
enpregar inaistintamente soro ou plasma para o radioimunoensaioc deste
normonio.

rntretanto, alguns autores cono wWalsh(ZZ) e Hctuigan e cols ( 23)
ja alertaram para possiveis problemas no ensaio dJe gastrina causados pe
la presenga de neparina, optando pelo emprego de soro. Apesar disso, Ou
tros autores como Russell e cols (13) padronizaram seu radioinunoensaio
empregando sempre plasma.

fendo em vista a falta de uniformidade entre os autores e a ir -
relevancia das diferengas existentes entre as duas determinagoes nao d-
penas estatisticamente, como tamoem clinicamente, pode-se concluir que
esses dois meios biologicos sao 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. Us valores basais de indiviauos nor -
mais descritos na literatura variam em fungao do anticorpo utilizado.Us
niveis medios aqui apresentados (% desvio padrao), (16,4 % 15,0 pmol/1,
variando ge 2 a 7% pmol/1), sao concordes com os observados por walsh
(22) utilizandc o anticorpo 123v que também reconnece todas as  formas
da gastrina e reage de forma similar ao anticorpo 1611 empregado em nos
sos ensaios. Lsses valores foram estatisticamente diferentes quanco com
parados com aqueles determinados nos indiviauos dos demais grupos.

Como era de Se esperar, O grupo gastrectomizado apresentou niveis
de gastrina muito baixos, 3,U 2,3 pmol/l, variando de 1 a 8 pmol/1l ,
confirmando a remog3o aas celulas G antrais e duodenais. Resultados si-
milares ja haviam sido observados por walsh (12).

0 grupo chagasico apresentou concentragao de pastrina elevaaa
43,1 ¥ v3,7 pmol/1, com un intervalo amplo de o a 2bl pmol/1. Valores €
levados também foram dservayos por outros autores (24,25) senuo dtr‘i[)ui

aos principalmente a hiposecregao acida pastrica observada nesses pa -
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ientes (2u).

A hlpergastrinemia osservada nos portadores de anemia perniciosa,
(390,4 ¥ 213,1 pmol/]l varianao de isy a bsd prol/l) e de insuficiencia
renai cronica (107,2 T 1u3,0 pmol/i, variando de 12 a 35J prol/l) con -
firma reiatos previos de valores elevados nessas condicoes (26,27) sen-
do associada a acloridria. tntretanto, ainda rdo se estaleleceu una co-
nexdo clara entre os niveis de gastrina e a secregao acida jastrica nos
pacientes portadores deste disturcic renai.

0 nivel de gastrina extremamente elevado determinado no paciente
com a sindrome de collinger-bllison, causado por um tumor pancreatico
gastrectomizados, dao validace ao ensaio, confirmanuo sua apiicagac na

medida Ge concentragbes clinicas.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem aos dJdoutores JiR ceitune, L£A Tronoan, L Roma
nello e WM 'lachado o formecimento das amostras para a determinagao hor-
monal. Agradecem tambem a FAPLSP e ao CliPq respectivamente, a bolsa de
mestrado e o auxilio concedido (processo n? 405-557/87).

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

01. LOKINS, J.S. On the chemical mechanism of gastric secretion.
Proc. R. Soc. (London) Ser. ©, Iy:376, 1305.

02. GREGORY, R.A. & TRACY, H. J. The constitution and properties of two
gastrins extracted from hog antral mucosa. 7The isolation of two

gastrins from hog antral mucosa. Gut., §:103-17, 1964,
03. McGUIGAN, J.E. Gastrin. Vitam. tiorm., 32:47-88, 1974.

O4. REHFELD, J.F. Radioimmunoassay of gastrin. In: 8LOOM, S.R., ed.
Gut hormmones. New York, Churthill Livingstone, 1978. p. 1u45-8.

05. LYSSLLEIN, V.LE.; MAXWELL, V.; RekDY, T. Similar acid stimula -
tory potencies of synthetic numan pig an little gastrins in nu -



08

mans. Gastroenterology, §4:1147, 1983 (Abstract).

06. JENSEN, S.L.; RE#FrLO, J.F.; 10OLSE, J.J.; FARENKRUG, J.; NILLSEN ,
0.V.; SCRAFFALITZKY DE MUCRADELL, O.8. Secretory effects of the
gastrins on the isolated perfuseu porcine pancreas. Am. J. thy -
siol., 23§:186-3u, 198G,

07. REHFELD, J.F.; D& MAGISTRIS, L.; ANDCRSLK, B.¥. Sulfation of gas -
trin: effect on immunoractivity. Regulatory peptides., 2:333-42,
1981.

08. AALSH, J.H. Gastrin. In: oLO31, S.R. & POLAK, J., eas. Gut :or -
mones. London. ,Churcnill Livingstone, 1331. p. 1b3-7u.

09. OuilL, wW.D.; CHARTERS, A.C.; DAVIOSON, w.u.; [iOHMPSON, J.C. Radio-
imunoassay for numan gastrin using unconjugated gastrin as an an
tigen J. Clin. kndocrinol., 48:1u4u-2, 19ba.

10. McQUIGAW, J.E. Immunochemical studies witn synthetic nwman gastrin.
Gastroenterology, 24:1005-11, lyb8.

11. YALOW, R.S. & BERSON, S.A. Radioimmunoassay of gastrin. Gastroen-
terology, 9g:1-14, 1370.

12, WALSH, J.H. Radioimmunoassay of gastrin. In: ROTIFELD, B., ed .
Huclear medicine "in vitro'. Philadelpiiia. Lippincott, 1374: p.
231-u48,

13. RUSSELL, R.C.G.; FIELDLVG, L.P.; BLOOM, S.R.; BRYANT, M.G, Current
problems in tile measurement of gastrin release. A reproducible
measure of physiological gastrin release. Postgrad. Med. J., 22:
64550, 1976.

14, JAFFE, B.M.; PLSKIN, G.; KAPLAN, L.L. uviagnosis of occult Zollin -
ger-Lilison tumors by gastrin radioimmunoassay. Cancer, 2j3:094 -
700, 1372,



15.

16.

17.

18,

19,

20.

21.

22,

23,

24,

09

PLIG GINABRLDA, M.G.; B0RGhI, 7/.(.; oLTTARELLO, A. Quality control
of radioiodinated gastrin for radioimmunoassay. Arg. Biol. i'ec -
nol., 31:163, 1398,

JAFFE, 3.M. & WALSE, J.H. Gastrin and related peptides. In: JAF -
FE, B.M. & BERfAN, H.R., eds. Methods of hormone radioirmunoas -
say. dNew York, Academic Press, 1973. p. u435-77.

PrIG GINABREDA, M.G.; BORGhI, V.C.; BETTARELLO, A. Preparation of
radioiodinated gastrin for radioimmunoassay. Arg. pbiol. Tecnol.,
Ju: 41, 1987.

BORGHI, V.C.; WAJCHLINBERG, B.L.; ALAUQWLRQUL, R.h. Evaluation of a
sensitive and specific radioimmunoassay for pancreatic glucagon
in human plasma and its clinical application. Clin. Chim. Acta ,
136: 33-48, 1384,

MORRIS, B.J. Specific radioactiv.T, ¢f radioimmunoassay tracer de-
termined by self-displacement: a re-evaluation. Clin. Chim. Ac-
ta, 73:213-6, 1976.

RODBARD, D. Stastical estimation of the minimal detectable concen-
tration ("sensitivity”) for radioligand assays. Anal. biochem. ,
90:1-12, 1978.

SIEGEL, S. Estatistica nao-parametrica para as ciencias do campor-
tamento. Sao Paulo, McGraw-iiill, 1375.

WALSH, J.H. Clinical significance of gastrin radioimmunoas-ay. Se-
min. iucl. Med., §:247-54, 1975,

McGUIGAN, J.E. & TRUDLAU, W.L. Studies with antibodies to gastrin.
Gastroenterology, 2§:139-50, 1970.

iRONCON, L.E.A.; OLIVEIRA, R.B.; MENUGHELLI, V.C.; DANTAS, R.O0.; GO
J0Y, R.A. Fasting and food-stimulated plasma gastrin levels in



10
Chronic Chagas'Disease. Digestion, 29:171-5, 1984,

25. MOTT, C.B. Avaliacao funcional do pancreas exocrino e da liberagdo
de hormonios gastro-entero-pancreaticos em portadores de  doenga
de Chagas cronica. S3o Paulo, 1485. (Tese de livre docencia, Fa
culdade de Medicina, Univ. Sao Paulo).

26, GANGULI, P.C.; CULLEN, D.R.; IRVINL, W.J. Radioimmunoassay of plas
ma gastrin in pernicious anemia, achlorhydria without pernicious
anemia, hypochlorhydria, and controls. Lancet, 1:155-8 1971.

<7. KORMAN, M.G.; LAVER, M.C.; 1AINSKY, J. ilypergastrinemia in chronic
renal failure. Br. Med. J., 4:209-10, 1372.



1n

LEGENDAS DAS FIGURAS

Fi-g.

Fig.

Fig.

1:

3:

Cromatograma da purificacao da gastrina-12°1 em QAL-Sephadex
A-25. A linha continua expressa a radioatividace uas fragdes
em contagens por minuto e a linia descontinua representa a
porcentagem de ligagao da gastrina—leI ao seu anticorpo es-
pecifico, empregaao em excesso. A drea hachurada correspon-
de as fracoes que foram misturadas e estocadas a -209C para

serem usadas camo tragador nos ensaios.

Exemplo tipico de uma curva padrdo obtida no radioimunoen -

salo de gastrina.

Wiveis circulantes de gastrina, em condigbes de jejum, deter
minados em individuos normais, pastrectomizados, chagasicos,
portadores de anemia perniciosa, insuficiencia renal cronica
e sindrome de Zollinger-illison, indicando o valor medio de
caua grupo. As muiheres sao representadas por (=) e os ho -
mens por (+).
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TABLLA I: Valores da gastrinemia determinados no Soro e plasma numanos.

INDIVIDUOS GASTRINA (praol/1)

SORO PLASMA
AL.H. 11 9
I.A. 150 150
R.A. 23 20
Y.M. 9 7
AW, 77 75
N.F. 10 9
L.A. 12
I.C. 5 M
L.k, 25 26
O.R. 13 18
E.d. 1o 16
AV, 12 10
F.s. 11 9
L.E. 6
G.P. 12 12
T.A. 20 14
v.C. 7 7
T.C. 11 11
I.S. 34 27
C.M. 7 6
0.K. 3
K.0, 4 3
C.s. 14 14

MEDIA * DP 21,74 * 31,84 20,12 * 31,94
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