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PAÜRÜÚlZAÇáO DA lÉCNiCA i £ RADiOImO-

EKSAIO FflRft A DEIEffllNAffO DA GASTRIN 

HUHWft E SÜA A P L I C A ) CLÍNICA 

fflRIA GLORIA PEIG GINABREDA 

RESUMO 

Desenvolveu-se e padronizou-se *r -' **-ta de radioimunoen-

saio para a determinação de gastrina empregando-se gastrina humana sinté­

tica para a radioiodação e preparo de soluções padrão bem como anticorpo 

específico produzido em coelhos. 

0 hormônio foi marcado com 125I pela técnica da Cloramina T e 

purificado por cromatografia de troca aniônica em QAE-Sephadex A-25, sen­

do determinada sua atividade específica. O traçador assim abtido foi sub 

metido a analise de pureza pela eletroforese em gel de poliacrilamida e 

precipitação de proteínas pelo ácido tricloroacetico. Foi avaliada sua 

estabilidade em função do tempo de estocagem, tendo sido também comparado 

com o traçador fornecido por um conjunto diagnóstico comercial, no que 

diz respeito a sua pureza e adequação para uso no radioimunoensaio. 

Os ensaios foram realizados incubando-se gastrina radioiodada, 

gastrina padrão preparada em plasma isento deste hormônio (de zero a 

500 pcol/1) ou amostTas a serem dosadas com o anti-soro por 4 dias a 4°C. 



A separação entre a gastrina livru e a ligada ao anticorpo foi feita pela 

adsorção do hormônio livre ao carvão, cuja concentração ideal foi determi­

nada previamente. Plasma isento de gastrina foi obtido a partir de plasma 

velho de Banco de Sangue submetido ã extração com carvão. 

Quando realizado o controle de qualidade, este radioimunoen-

saio apresentou-se específico, exato, preciso e sensível, permitindo a exe 

cução de ensaios válidos. Sua validade foi ainda confirmada pela nítida 

discriminação não s^ das concentrações de gastrina em indivíduos com ní­

veis muito baixos (gastrectomizados) e extremamente elevados (síndrome de 

Zollinger-Ellison) como também das concentrações de gastrina naqueles indi 

víduos portadores de outras afecçoes, tais como doença de Chagas, anemia 

perniciosa e insuficiência renal crônica. 



STOPWDKATION OF H E RflDIOIMUTJOASSAY 

TEOWQUE FOR Tt£ DETEmiNATION OF HUk 

m \ GASTRIN AND ITS CLINICAL APPLICATION 

KARIA GLORIA PEIG GINABREDA 

BSTRACT 

It was developed and standardized a system of radioimmunoassay 

for tin determination of gastrin, employing synthetic human gastrin for 

radioiodination and preparation of standard as well as specific antibody 

raised rabbits. 

The hormone was labeled with 125I by the Cloramine T tech-

nique and purified by anion exchange chromatography in QAE-Sephadex A-25 , 

being determined its spec'fie activity. The tracer thus obtained was 

submitted to analysis of purity by poliacrilamide gel eletrophoresis and 

precipitation of proteins by trichloroacetic acid. Its stability evalu­

ated according to the time of storage, being its purity and adequation for 

the use in radioimmunoassay also compared to a tracer obtained from a 

commercial diagnosis kit. 

The assays were performed by incubation of radioiodinated 

gastrin, standard gastrin prepared in plasma free from this hormone (from 

zero to 500 pmol/1) or samples to be assayed with the antiserum for 

4 days at 4°C. The separation between the free gastrin and the gastrin 



bound tc the antibody vas carried cut by adsorption of the free hormone to 

the charcoal. Whose ideal concentration vas previously determined. Plasma 

free from gastrin was obtained from tine-expired blood bank plasma sub­

mitted to extraction with charcoal. 

Khen performed the quality control, this radioimmunoassay was 

shown specific, accurate, precise and sensitive, allowing the performance 

of valid assays. Its validation was even confirmed by clear discrimination 

not only of the gastrin concentrations in subjects with very low levels 

(gastrectomized) and extremely high levels (Zollinger-Ellison syndrome) as 

well as gastrin concentrations in subjects with other diseases, such as 

Chagas disease, pernicious anemia and chronic renal failure. 



ABREVIATURAS 

EGPA - Eletroforesc em gel de poliacrilanida 

Rn - Distância de sagração eletroforetica relativa 

TCA - Ácido tricloroaoético 

SAB - Soro albunina bovina 

SAH - Soro albunina humana 

cpm - Contagens por minuto 

rpm - Rotações por ninuto 

nCi - MiliCurie 3,7 x IO7 desintegrações por segundo 

(j_i25j _ Gastrina radioiodada 

DMD - Dose mínima detectável 

C.V. - Coc ficiente de variação 

X ± DP - Média ± desvio padrão 

Med - Mediana 

X t EPM - Média i erro padrão da média 

dpm - Desintegrações por minuto 
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l. mnmp3 

A gastrina, um dos hormônios polipeptídicos gastrointesti­

nais, ê secretada pelas células G situadas nas glândulas pilóricas da 
i n 9A 

mucosa antral e da mucosa duodenal proximal * . Responsável principal 

pela estiraulaçio da secreção ácida gástrica, participa também na regula­

ção do crescimento da mucosa gástrica. 

Além dessas duas funções principais, a gastrina provoca tua 

série de efeitos sobre o epitélio e o músculo liso do aparelho gastroin­

testinal, entre os quais cabe destacar a contração do esfíncter infe­

rior do esôfago, estL.ulação das contrações musculares gástricas e da 
*70 Crt 7A *7*7 

secreção enzimáVca do pancreas * ' ' . Contudo, estes efeitos nor­

malmente provém üe doses farmacolégicas ou de hipersecreçãb anômala da 

gastrina e apesar de não deverem ter importância fisiológica podem ter 

significado patológico. 

Embora em 1905 EDKINS já tivesse denominado gastrina ao 

princípio contido em extratos de mucosa antral que estimulavam a secre­

ção ácida em gatos, a presença concomitante da histanina nesses extratos 

não permitiu que ela fosse considerada ccmo uma entidade própria. Novos 

trabalhos foram realizados até que, em 1964, GREGORY e TRACY isolaram 

uma forma pura de gastrina a partir da mucosa antral de porco. Posteri-
27 

ormente, conseguiu-se determinar a estrutura deste polipeptídeo e rea-

lizar sua síntese . 

A gastrina humana possui diferentes formas moleculares com 

57 73 83 
comprimentos de cadeia variáveis * ' , sendo que a nomenclatura adota 

da para designar estas formas consiste na letra G seguida do número de 

resíduos de aminoãcidos da cadeia polipeptídica. As principais formas 

deste hormônio presentes tanto no sangue quanto na mucosa antral e duode 



z. 

nal são a G-34, seguida da G-17 e G-14 (Tabela 1). Rias formas maiores 

e biologicamente inativas também foram identificadas no sangue e em ex­

tratos tunorais: o componente I e ura forma de gastrina de peso molecu 

lar maior do que a G-34 . 

A gastrina pode ainda apresentar ou não sulfatação no seu 

único resíduo de tirosina (Tabela 1). A forma sulfatada e a não-sulfata 

— 37 
da parecem apresentar diferenças eu suas atividades biológica e imuno-

- 58 
lógica . Entretanto, recentemente alguns autores como MUIHOLLAND e 

cols. afirmam serem equipotentes em relação a estimul; ção da secreçao 

ácida gástrica. 

Al ^7 7? R% fifi 

Na circulação, a G-34 é a forma predominante A»:>'«/'»0«>»00 

- 41 
sendo responsável por 601 da gastrina total , seguida da G-17. As de­
mais formas encontram-se em concentrações muito pequenas. Acredita-se go 

rém que 

,- . 2 
lógica 

rém que as formas predominantes, G-34 e G-17, tenham a mesma potência bio 

.22 

No que diz respeito ã distribuição deste homônio no trato 

gastrointestinal, onde predomina a G-17 * * , a gastrina encontra-se 

presente em concentração mais elevada na mucosa antral do que na duode­

nal. Porém, devido ao fato desta ultima ser mais volumosa, julga-se que 

os dois locais contenham aproximadamente a mesma quantidade deste hormô­

nio. 

A predominância de diferentes formas na circulação e nos te 

- 77 
cidos pode ser explicada pela maior vida media da G-34 e pelo fato da 

G-17 ;er a forma na qual o hormônio é armazenado nos gránulos das célu-

Ias G . A gastrina, assim como outros hormônios, é sintetizada a par­

tir de formas maiores que por clivagem enzimática dão origem àquelas de 

peso molecular menor ' ' . 



Tabela 1 - SeqUência <le aninoncidos das formas moleculares principais da gastrins humana. 

'rna Peso 
Aminoacido 

•ciüar nolecular 

-34 3839 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 M 

Pyro Leu Glj Pro Qy His Pro Ser leu Vai Ala Asp Pro Ser lys lys Qn Qy Pro Trp Leu Glu Clu Glu Glu Qu Al» Ala T/T Qy Trp Mft Asp Pfc* W i 

-17 209Í 

-14 1647 

\s linhas tracejadas indicam a homolojia das formas G-17 e G-14 em relação à G-J4 

istrina não sulfatada. R • H 

..tstrina sulfatada. R.» SO,H 



A atividade biológica da gastrina é conferida pela seqüên­

cia pentapsptxdica C-te.-stínal • a qual é compartilhada cora outro hormônio 

gastrointestinal, a colecistoquinina. Portanto, esses hormônios têm em 

comum uma .série de ações inológicas e a princ: pai diferença entre eles 

parece ser i potência de seus efeitos nor órgãos alvo ' . Esta seqUen 

cia cons tit d tairbém o principal determinante antigênico, comum a todas 

as formas * * * • Pel atos sobre a especificidade de anticorpos de 

gastrina sugerem a existência de uai determinante N-terminal secundário 

e de um terceiro determinante que contém partes de ambas as regiões C e 

N-terminais '. 

A gastrina humana difere da de outros mamíferos pela substi 

tuição de um ou dois aminoácidos na porção média da cadeia polipeptídi-

ca. Estas diferenças parecem não alterar sua ação biológica era outras 

- . 72,84 
espécies ' . 

Todos os mecanismos que levam ã liberação da gastrina agem 

mediante estinulação química da célula G. Entre os principais agentes 

estimulantes encontram-se os produtos da digestão protéica, o café, o vi 

nho, o cálcio e os reflexos vagais. Entre os principais inibidores po­

de -se citar a secretina e a diminuição do pH intragastric© . 

Apesar da descoberta da gastrina datar da primeira década 

deste século, o avanço no conhecimento de sua ação fisiológica foi muito 

lento devido a dificuldades existentes na sua purificação e posterior 

quantificação. 

Inicialmente, a gastrina era dosada por bioensaio medindo-

se sua potência pela estimulação da secreção ácida em testes realizados 

com ratos, cães ou gatos . 0 bioensaio apresentava boa precisão, porem 

faltava-lhe sensibilidade e especificidade. Seu nível de sensibilidade 

era muito baixe para a determinação da gastrinemia em indivíduos nor­

mais74. 
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Coa O advento dos ensaios imunolõgicos e mais precisamente 

79 
do radioinunoensaio em 19S9 , estas dificuldades foram superadas, alian 

do-se nesta técnica elevada sensibilidade com a especificidade inerente 

do sistema iraunológico. 0 radioinunoensaio permite a dosagem de pequenas 

quantidades de determinada substância, na presença de elevadas concentra­

ções de muitas outras,como ocorre na corrente sangüínea e nos extratos. 

0 princípio do radioinunoensaio baseia-se na cespetiçãb en­

tre o antígeno maixado isotopicamente (Ag ) e não marcado (Ag) pelos sí­

tios de ligação de seus anticorpos específicos (Ac) formando complexo an 

tígeno-aiiticorpo (Ag*-Ac) (Ag-Ac). Esta reação obedece ã lei de ação das 

massas e está ilustrada na Figura 1. Como as quantidades de traçador e 

de anticorpo são mantidas constantes, constroem-se curvas de calibraçãb 

adicionando-se concentrações variáveis de antígeno padrão ao sistema de 

incubação. Nesse sistema, a proporção de complexo radioativo formado 

(Ag -Ac) é inversamente proporcional â quantidade de antígeno não marca 

do. 

A concentração do antígeno ensaiado pode ser determinada em 

amostras sangüíneas ou em extrato de tecido pela leitura direta em curva 

de calibração obtida pela incubação simultânea das amostras e dos pa­

drões, com o tratador e o anticorpo específicos (Figura 2). Desta for­

ma, conçara-se o efeito inibitÕrio do padrão na ligação do traçador ao 

seu anticorpo,com o efeito inibitÕrio do antígeno contido nas amostras de 
o 

concentração desconhecida . 

No que diz Tespeito à gastrina, sua síntese bem como o pre­

paro de anticorpos específicos levaram ao desenvolvimento de um radioimu 

noensaio para sua medida no final da década de 60 ' . A partir de en­

tão, vários relatos de ensaios de gastrina são encontrados na literatu-

33,65,66,69,73,82,86 
ra • 



Ag* Ac Ag* - Ac 

(ANTIGENO MARCADO) 

(ANTICORPO ESPECIFICO) 

(COMPLEXO ANTIGENO 

MARCADO - ANTICORPO) 

(ANTIGE IO NAO MARCADO 
EM SOLUÇÕES PADRÃO 
CONHECIDAS OU AMOSTRAS 

A DESCONHECIDAS) 

Ag 

Ag — Ac 

(COMPLEXO ANTIGENO NAO MARCADO - ANTICORPO) 

Figura 1 — Reação de competição que caracteriza o radioimunoensaio. 
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10 35 6ASTRINA 
(pmol/l) 

Figura 2 - Exemplo típico de uma curva padrão obtida no radiomunoensaio de gas­

trins, realizada com o traçador proveniente da 2 a radioiodaçâo. 
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O radioimunoensaio de gastrina possibilitou o conhecimento 

da fisiologia e patofisiologia deste hormônio »>>5»M»78 tornando-se uma 

ferramenta indispensável nos estudos relativos ao mecanismo de sua libe­

ração, de sua biossíntese bem como da interação com seus receptores. Es 

tes conhecimentos propiciaram, portanto, grandes esclarecimentos a res­

peito do funcionamento do trato gastrointestinal, sobretudo no que con­

cerne a fisiologia do estômago, sugerindo inclusive novas terapias . 0 

referido radioimunoensaio proporcionou ainda, valiosa colaboração no 

diagnostico e tratamento de tumores . 

Ercbora não empregada ainda na rotina clínica, talvez por ser 

um exame muito oneroso, a determinação da gastrinemia por radioimunoen­

saio e indicada em pacientes com ülcera duodenal, sendo especialmente m 

— - 71 

portante na avaliação de pacientes com úlcera recorrente , bem como no 

acompanhamento de doenças associadas a hipergastrinemia entre as quais ca 

be destacar a anemia perniciosa, gas trite atrõfica, hiperplasia de célu­

las G, e ant^o retido . Porém, a principal aplicação clinica deste ra-

dioinunoensaio, encontra- e na consta cação de tuxres insulares pancreã-

ticos (síndrome de Zollinger-Ellison), em que é indispensável para o es-

tabelecimento do diagnostico definitivo * ' . 
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PfflFÔSITO 

O presente trabalho tem por objetivo o desenvolvimento e a 

padronização de un radioúunoensaio sensível e específico para a detenta 

nação de gastrina visando sua aplicação em clínica médica. 

Tal objetivo prende-se não sô a necessidade de se ter un 

maior conhecimento do hormônio em questão bem como a falta, em nosso 

meio, de una metodologia de referência para sua dosagem. 
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2 . MTERIAIS E rÓOPOS 

EQUIPAfrBnOS E MATERIAIS 

2.1.1. EQUIPAteflDS 

- Balança semi-analítica, Mettler, modelo P1000N, ecu preci­

são de 0,1 g, Zurique, Suiça. 

- Balança analítica, Mettler, modelo H20T, com precisão de 

0,01 mg, Zurique, Suiça. 

- Balança analítica, Mettler, cora precisão de 0,001 mg, Zuri 

que, Suiça. 

- Agitador magnético, Fanem, modelo 257, São Paulo, Brasil. 

- Agitador mecânico, Clay-Adams, modelo "ciclomixer",E.U.A. 

- Bomba de vácuo, Millipore, modelo XX-6000000, E.U.A. 

- Coluna cromatogrãfica, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala , 

Suécia. 

- Coletor de frações automático, LKB, modelo ültrorac 7000 , 

Estocol ü, Suécia. 

- Bomba peristaltica, LKB, modelo 491ZA, Estocolmo, Suécia. 

- Espectrómetro de cintilografia gama automático, Beckman , 

tipo poço com cristal de NaI (TI), que será denominado 

"contador-gama", Califórnia, E.ü.A. 

- Centrífuga refrigerada automática, Sorvall, modelo Super 

-speed RC-2B, Connecticut, E.U.A. 

- Cuba eletroforetica de acrílico, Técnica Permatron, São 

Paulo. 

- Fonte de alta tensão, Técnica Permatron, São Paulo. 

- Densitômetro, Joyce Loebl, modelo Scan 400, Londres, Ingla 

terra. 

- Espectrofotômetro, Carl Zeiss, modelo PM) II, Alemanha. 
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- Re&j.stradoT gráfico, Bryans, modelo 28.000, Londres, Ingla 

terra. 

- "Gel-slicer", Joyce Loebl, série 264, Londres, Inglaterra. 

- Pipetas automáticas Eppendorf, Hamburgo, Alemanl a. 

- Pipetas de precisão H.E. Pedersen, Copenhagen, Dinamarca. 

- Filtro millipore, Bedford, Massachussets. E.U.A. 

2.1.2. KEAGENTES E SILUCfSS 

Reagentes 

- Na 1 2 5I en hidróxido de sódio 0,1 N, New England Nuclear , 

Boston, L.U.A. Atividade específica de 15 mCi/wg. 

- Qoramina T, P.A. Msrck, São Paulo. 

- Metabissulfito de sódio, P.A. Merck, São Paulo. 

- Fosfato de potássio nonobãsico, Merck, São Paulo. 

- Fosfato de potássio bibãsico, Reagen, Slò Paulo. 

- Tris-Hdroximetn-aminomttano (TOIS), P.A. Msrck, São Pau­

l o . 

- Iodeto de potássio, P,A. Merck, São Paulo. 

- Cloreto de sódio, Merck, São Paulo. 

- Gel GAE-Sephadex A-25, Pharmacia Fine Ciemicals, Uppssala, 

Suécia. 

- Soro albumina bovina, fração V, Sigma Chemical Company 

(No. A-8022), St. Louis, E.U.A. 

- N,N,N',N' Tetrametileno diamina (TEMED), P.A. Merck, São 

Paulo. 

- Ácido clorídrico concentrado, P.A. Merck, São Paulo. 

- Acrilantida 971, Inlab, São Paulo. 

- N.N'-metileno bis-acrilamida (Bis-acrilamida), P.A. Merck, 

São Paulo. 

* Riboflavina, Roche, São Paulo. 
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- Sacarose cristais, P.A. Merck, São Paulo 

- Glicina, P.A. Merck, São Paulo. 

- Azul de bromofenol, Merck, São Paulo. 

- Fosfato de sõdio monobãsico, Merck, Sao Paulo. 

- Fosfato de sõdio bibásico, Merck, São Paulo. 

- Ácido tricloroacético, J.T. Baker, São Paulo. 

- Hidróxido de sódio, Merck, São Paulo. 

- 5,5 Dietil barbiturato de sõdio, P.A. Merck, São Paulo. 

- Tiraeropal, Queel, São Paulo. 

- Soro albumina humana, Ssnta '"'atarina, Rio de Janeiro. 

- Carvão ativado Fro-Analysi, Merck, São Paulo. 

- Carvão ativado Reinst, Merck, São Paulo. 

- Carvão ativado, Sigma Chemical Company (No.C-5260), St. 

Louis, E.U.A. 

• Pextran T 70, Sigma Chemical Company, St. Louis, E.U.A. 

- Heparins, Roche, São Paulo. 

Soluções 

- Tampão fosfato potássio 0,05 M pH 7,4 

Fosfr to de potássio monobãsico 1,30 g 

Fosfato de potássio bibásico 6,90 g 

Água destilada . . . . . . . , q.s.p. .. 1.000 ml 

- ÍRIS 0,05 M 

Tris 6,05 g 

Água destilada q.s.p 1 ml 

- TRIS 0,1 Ki «atl 0,5 M pH 7,0 ou 8,6 

Tris 12,11 g 

Cloreto de sõdio 29,00 g 

Água destilada q.s.p. ... 1.000 ml 



- TRIS 0,1 M NaCl 1,0 M pH 8,6 

Tris 12,11 g 

Cloreto de sódio 58,00 g 

Água destilada q.s.p 1.000 ml 

- Solução A pH 8,9 

Tris 36.60 g 

TIMED 0,23 ml 

Ácido clorídrico 1 N 48,00 ml 

Água destilada q.s.p 100 nil 

- Solução C 

Acrilamida 28,80 g 

Bis-acrilamida 0,74 g 

Água destilada q.s.p 100 ml 

- Solução E 

Riboflavina 4,00 g 

Água destiladr q.s.p.... 100 ml 

- Solução F 

Sacarose 40,00 g 

Água destilada q.s.p 100 ml 

- Tampar estoque - TRIS-glicina 0,4 M pH 8,3 

Tris 6,00 g 

Glicina 28,80 g 

Â^ua destilada q.s.p 100 ml 

- Tampão fosfato de sódio 0,5 M pH 7,4 

Fosfato de sódio monobasico hidratado 8,97 g 

Fosfato de sódio bibásico 157,97 g 

Água destilada q.s.p.... 1.000 nl 
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Diluir este tampão 1:10 para obter o Tampão fosfato de só­

dio 0,05 M pH 7.4 

- Azul de bromofenol 

Azul de bromofenol l.CC mg 

Água destilada q.s.p.... 1.000 ml 

- TCA a 101 

TCA 10,00 g 

Água destilada q.s.p.... 100 ri 

- Hidróxido de sódio 2 N 

Hidróxido de sódio 8,00 g 

Água destilada q.s.p.... 100 ml 

- Tampão Veronal 0,05 M pH 8,0 

5,5 Dietil barbiturato de sódio 10,30 g 

Ácido clorídrico 5 N 4,00 ml 

Timerosal 0,10 g 

Água destilada q.s.p.... 1.000 ml 

- Tampão fosfo-salina pH 7,4 

Fosfato de sódio monobasico hidratado 0,15 g 

Fosfato de sódio bibãsico hidratado 0,77 g 

Cloreto de sódio 0,30 g 

Água destilada q.s.p.... 100 ml 

2.1.3. MATERIAIS BIOLÓGICOS 

- Gastrina enpregada para radioiodação: 

G-17 não sulfatada, obtida do Research Plus Laboratories, 

Denville, E.U.A. 
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- Gastrina padrão: 

G-17 não-sulfatada, proveniente do Medicai Research Council 

(68/439), Londres, Inglaterra e obtida do Dr. S.R. Bloom , 

Londres, Inglaterra 

- Anticorpo: 

Anticorpo 1611, reagente com a porção C-terminal da gastri­

na. Foi produzido em coelhos e fornecido pelo Dr. J.H. 

Walsh da Universidade da California, Los Angeles, E.U.A. . 

Este anticorpo reage com todas as formas moleculares do 

hormônio e apresenta fraca reação cruzada com os peptídeos 

da colecistoquinina . 

- Plasma humano, proveniente do Banco de Sangue do Hospital 

das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de 

São Paulo. 

- Gastrina marcada proveniente do conjunto diagnóstico comer­

cial Baxter Travenol Diagnostics, Inc., Cartridge, E.U.A. . 

2.2. PREPARO DO TRAÇADOR 

2.2.1. TÉCNICA DE IODAÇÃO 

Foram realizadas seis radioiodacões, observando-se as devidas 

precauções na manipulação de material radioativo. A gastrina foi iodada 

de acordo com o método clássico da Cloraidna T modificado por 

RUSSELL e cols. , empregando-se 125I na forma de iodeto de sõdio, livre 

de carregador e agentes redutores. 

A um tubo de ensaio de 12 x 75 um com fundo cõnico que conti­

nha 50 vi de tampão fosfato de potássio 0.05M, pH 7,4 adicionaram-se su­

cessivamente: 
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a) 1 mCi de 125I 

b) gastrina para radioiodação: 40 pi da solução de concentra­

ção de SOO yg/ml 

c) Cloramina T: 10 yl da solução de concentração de 4 mg/ml 

d) metabissulfito de sódio: 20 yl da solução de concentração 

de 2 :.ig/ml 

e) tampão TRIS 0.0SM: 200 yl 

f) iodeto de potássio: SO yl da solução de concentração de 

10 mg/ml 

g) tampão TRIS 0.1M NaCl 0.SM pH 8,6, contendo lt de SAB: lml 

Os reagentes dos itens b, c, d e i foram diluídos em tampão 

fosfato de potássio 0.05M, pH 7,4. As soluções foram adicionadas em se­

guida sob agitação constante. 0 tempo transcorrido entre a adição do a-

gente oxidante (Cloramina T) e o agente redutor (inetabissulfito de sódio) 

foi de 10 segundos. 

A seguir, procedeu-se â purificação da mistura de reação a 

fim de se remover o 125I e outros compo; ntes que não a gastrina-125I pu­

ra. 

2.2.2. PURIFICAÇÃO DO H0RM3NI0 RADIOIODADO 

O hormônio radioiodado foi purificado por cromatografia de 

troca aniÔnica em coluna de QAE-Sephadex A-25 de acordo com o método des­

crito por RUSSEL e cols. . 

O gel (IS g) foi previamente entumescido com tanpao TRIS 0.1M 

NaCl 0,SM pH 7,0 durante 2 horas, ã temperatura de 100°C. Eu seguida , 

foi deixado esfriar até atingir a temperatura ambiente, aspirado o tampão 
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e adicionado o mesmo tanpão, porém com pH 8,6. Ele foi então empacotado 

en coluna de vidro refrigerada a 4 C, de dimensões de 1,5 x 26 cm. 

A coluna foi previamente saturada com tanpão de equilíbrio 

CIEIS O.LM N a Q 0,5M pH 8,6, contendo II de SAB), /nostras deste tanpão, 

antes e após terem sido eluidas da coluna,foram submetidas ã leitura de 

absorvância a 280 nm a fim de se verificar a saturação da coluna. 

A amostra, após ter sido aplicada na coluna, foi eluida com o 

mesmo tampão, porém com concentração maior de NaCl (1,0M). 

Para prevenir a desnaturação da molécula proteica pela tempe­

ratura, a purificação foi realizada em sistema refrigerado a 4°C, com a 

ajuda de coletor automático refrigerado e bomba peristiltica, iiantendo-

se o fluxo de 12 ml/h e recolhendo-se frações de 2 ml cada. 

Alíquotas de 10 yl de cada fração tiveram sua radioatividade 

determinada em contador gama, com eficiência aproximada de 801. Foi 

construído então o cromatograma da gastrina-125I, registrando-se a radi£ 

atividade (expressa em cpm) no eixc das ordenadas e o número da fração 

coletada no ei>o das abcissas. 

Procedeu-se a seguir a identificação dos picos radioativos 

principais revelados no cromatograma, verificando-se sua ijiunorreativida 

de pela incjbaçao rápida com excesso de anti-soro (diluição final de 

1:8.000) bem como sua pureza pela analise em EGPA e pela precipitação 

com TCA, conforme descrito no item 2.2.5. 

2.2.3. ANAllSE DA QUALIDADE DA GASTRINA A SER RADIOIODADA E DA EFI­

CIÊNCIA DAS TÉCNICAS DE IODAÇÃO E PURIFICAÇÃO 

A análise pela EGPA de alíquotas de gastrina não radioiodada, 

da gastrina obtida apôs a radioiodação e das frações referentes aos pi-
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cos radioativos principais do cromatograma,permitiu confirmar a qual ida 

de do hormônio frio bem como a eficiência das técnicas de iodação e pu­

rificação. 

2.2.3.1. ELETRDFORESE EM GEL DE FOLIAQULAMIDA (ELETiaFORE-

SE ANALÍTICA) 

A EGPA foi desenvolvida de acordo com o método de 

DAVIS modificado no que diz respeito ã substituição do persulfato de 

amónio pela riboflavina no preparo da solução E. 

Para o preparo da solução de polimerizaçâo do gel 

de poliacrilamida a 71 empregaram-se as soluções A, C e E previamente 

descritas no item 2.I.2., nas seguintes proporções: 

1 ml solução A 

2 ml solução C 

1 ml solução E 

4 ml ãgua destilada 

Utilizaram-se tubos de vidro de 4 mm de diâmetro 

interno por 110 mm de comprimento, vedando-se uma das extremidades com 

mecbrara adesiva do tipo 'Tarafilm". Os tubos foram dispostos em estan 

te apropiada de forma a serem mantidos na posição vertical. 

A solução de polimerizaçâo foi transferida para os 

tubos, mantendo-se uma altura uniforme em todos eles. Para evitar for­

mação de menisco no gel e permitir a obtenção de bandas perfeitamente ho 

rizontais na separação eletroforética, pipetou-se cerca de 200 pi de í-

gua destilada na extremidade superior dos géis. 

A seguir, os tubos foram expostos ã fonte de luz 

fluorescente durante 45 minutos a 4°C para permitir a polimerizaçâo do 
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gel» Após este tempo, a água foi retirada e as amostras foram coloca­

das na extremidade superior do gel com ajuda de micropipetas óutomaticas» 

0 volune final da amostra foi sempre igualado, completahdo-se com tampão 

fosfato de sódio 0.05M pH 7,4 até* un volume máximo de 200 yl. 

A fira de aumentar a densidade da amostra, adiciona­

ram-se cerca de 50 pi de solução F, evitando assim sua mistura com o 

tampão de corrida antes do início da eletroforese, bem como 10 vi da so­

lução de azul de bromofenol. A amostra resultante foi então homogeneiza 

da por inversões repetidas do tubo de vidro. 

O tampão estoque TRIS-glicina, diluído ate 0.04M 

imediatamente antes de seu uso, foi empregado como tampão de corrida 

da eletroforese. Para tanto, os tubos foram posicionados verticalmente 

na cuba eletroforetica, completando-se o volume acima da amostra em cada 

tubo com o tampão de corrida. Preencheram-se então os reservatórios da 

cuba com este mesmo tampão e aplicou-se uma corrente elétrica de 2 mA 

por gel, sendo a eletroforese realizada a 4°C. A corrida eletroforetica 

foi interrompida quando a banda do azul de bromofenol chegou ate cerca 

de 1 cm da extremidade inferior do gel. 

Após a eletroforese, os géis foram retirados dos tu 

bos de vidro, empregando-se seringa plástica com agulha de aço inoxidá­

vel com injeção de água contínua, de modo a desprender toda a superfície 

do gel do tubo de vidro. 

Os géis não-radioativos foram lidos diretamente no 

densitômetro na região ultravioleta, com feixe de luz no intervalo de 

220 a 310 nm. Acoplado ao densitômetro encontra-se um registrador que 

descreve o perfil de absorvância por comprimento de gel. A velocidade 

do papel foi estabelecida em 1 um/s e a diferença de potencial que detej_ 

mina a sensibilidade do rcgistrador foi de 2,5 mV. 

Ufoii-M, Wrtviw.-. n. Livu-ní. wuCUAR/àP • .ri. 
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Os géis contendo amostras radioativrs foram corta­

dos em fragmentos de 3 um com a ajuda do "gel-slicer". Cada segmento 

foi envolto em papel alumínio e colocado em tubo de contador para a de­

terminação de sua radioatividade. Os perfis eletroforeticos foram traça 

dos em escala linear sendo calculada a radioatividade de cada pico era re 

lação à radioatividade total do gel. 

Em todos os géis, o cálculo do valor da migração re 

lativa (Rm) dos diferentes componentes foi realizado em relação ã migra­

ção do azul de bromofenol. 

Os valores de Rn no gel da gastTina-125I e do 125I 
g 

livre foram submetidos ao teste t de Student a fim de comprovar a signi 

ficância da diferença existente entre ambos. 

2.2.3.2. PRECIPITAÇÃO DE PROTEÍNAS PELO TCA 

Alíquotas da gastrina obtida após radioiodação e 

das frações referentes aos principais picos radioativos do cromatograma, 
76 

foram submetidos ao test de precipitação de proteínas pelo TCA a 51 . 

A radioatividade dessas amostras (1 rol) foi detenu 

nada antes de serem precipitadas, considerando-se este valor como sendo 

a radioatividade total das mesmas. A seguir, adicionou-se a cada amos­

tra 1 ml de TCA a 101 gelado, resultando portanto una solução final de 

TCA a 51. As amostras foram então homogeneizadas e centrifugadas a 

2.500 rpm durante 5 minutos, obtendo-se assim um precipitado com volume 

de 0,1 ml. 0 sobrenadante foi aspirado com a ajuda de bomba de vácuo e 

logo depois foram adicionados 0,9 ml de solução de NaOH 2N que dissolve­

ram o precipitado mediante agitação. 

Finalmente, as amostras foram levadas novamente ao 

contador, estimando-se a radioatividade das proteínas precipitadas. 
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Calculou-se então a porcentagem média de precipita­

ção dessas proteínas, visto este teste ser realizado sempre em triplica-

ta. 

Com o intuito de confirmar a semelhança dos vale res 

de eficiência das técnicas de iodação e purificação, quando determinados 

pela EGPA ou p Ia precipitação com TCA, eles foram submetidos ao teste 

t de Student , examinando-se a significância das diferenças encontradas. 

2.2.3.3. TESTE DE IMÜNORREATIVIDADE 

A incubação das frações mais significativas dos per 

fís cromatograficos com excesso de anti-soro (1:8.000) foi realizada em 

tampão Veronal 0,05MpH 8,0 contendo 0,251 de SAH (tampão de ensaio), for 

necer.do o valor referente â ligação específica das mesmas. 

Neste ensaio foram pipetados 0,6 ml de tampão de en 

saio, 0,1 ml de gastrina-125I e 0,1 ml de anti-soro perfazendo um volume 

total de 0,8 ml. Para cada fração foi determinado também o valor do 

"branco" ou seja, o valor referente ã ligação inespecífica (ligação na 

ausência de anti-soro). Este -̂alor foi subtraído da correspondente liga 

ção específica de cada fração. Nestes tubos, o volume de tampão foi 

maior (0,7 ml) mantendo-se assim o volume final. Este teste foi sempre 

realizado em duplicata. 

Após incubação de 18 horas, a gastrina livre foi S£ 

parada daquela ligada ao uiticorpo pela sua adsorçao ao carvão recoberto 

com dextran na concentração de 25 mg/tubo (vide item 2.3.5.). 

As frações que apresentaram elevada ligação especí­

fica com o anti-soro em excesso, baixa ligação inespecífica e maior por­

centagem de pureza quando analisadas pela EGPA e precipitação com TCA , 

foram misturadas e estocadas em tampão fosfo-salina pH 7,4 contendo 11 
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de SAH a -20°C, sendo utilizadas como traçado res nos radioiomunoensaios. 

2.3. DETERMINAÇÃO DAS CONDIÇÕES 0TIMAS PAR/V O RADIOMJNÒENSAIO 

2.3.1. OBTENÇÃO DO PLASMA ISENTO DE GASTRINA: PLASMA LIVRE1 

O plasma isento de gastrins foi obtido incubando-se aproxima 

damente 1 1 de uma mistura de plasmas, armazenados a 4°C por mais de 3 

meses, cora carvão ativado Merck-Reiiist a 51. Cada incubaçãb foi feita 

durante 1 hora sob agitação constante a 4°C, período após o qual o plas­

mas foi centrifigado a 3.000 rpm durante 30 mir.Jtos a 4°C, sendo despre­

zado o precipitado e centrifugado novamente o sobrenadante nas mesmas con 

dições descritas, porém por um período de 1 hora. 

Este procedimento foi repetido 4 vezes e finalmente o plasma 

resultante foi filtrado varias vezes em millipore (tamanho de poro de 

800 nm) com aji ia de bomba de vacuo ate obter um plasme de cor quase ama 

rela e desprovido de carvão. O plasma livre assim obtido, foi dividido 

em frascos de aproximadamente 20 ml e estocado em freezer a -20 C até 

seu uso nos ensaios. 

Este método de preparo de plasma livre pela adsorção da gas­

trins livre ao carvão, foi comparado ao método do congelamento e descon-

gelamento diários durante 30 dias. 

2 . 3 . 2 . PREPARO DA CURVA PADRÃO 

A cada frasco da gastrina padrão contendo 1 prool foi adicio­

nado 1 ml de tampão de ensaio, obtendo-se assim uma concentração final 

de 1.000 fmol/1.000 pi. 

Com ajuda de pipetas de boa precisão ,foram pipetados volumes 
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crescentes desta solução (de zero a 100 vi) diretamente nos tubos de en­

saio contendo 0,2 ml de plasma isento de gastrins. Obteve-se desta for­

ma os seguintes pontos da curva padrão: 5, 10, 25, 35, 50, 75, 100, 125, 

250 e 500 pmol/1. 

2.3.3. OBTENÇÃO DAS AMJSTRAS DE SORO OU PLASMA A SEREM DOSADAS 

Para a determinação da Eastriuemia, as anxjstras sangüíneas 

foram obtidas dos diferentes indivíduos investigados,apôs jejum de una 

noite. Estas amostras foram colhidas em tubos heparinizados (10 unida­

des/ml) ou não, sendo colocadas no gelo até retrair o coágulo e centri­

fugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. O plasma ou soro assim ob 

tidos eram estocados a -20°C para posterior dosagem. 

2.3.4. DETERMINAÇÃO DA ÓTIMA DILUIÇÃO DO ANTI-SORO 

A ótima diluição do anii-soro a ser empregada no ensaio foi 

determinada para cada traçador. 

Para este fim, incubaram-se durante 4 dias a 4°C, 0,6 ml de 

tampão de ensaio, 0,1 ml da gastrina-125I contendo aproximadamente 

3.000 cpm e 0,1 ml de anti-soro em diversas diluições (de 1:1.000 a 

1:150.000), perfazendo um volume total de incubação de 0,8 ml. Como 

sempre, foram incubados alguns tubos com ausência de anticorpo, com o 

intuito de determinar a ligação inespecífica do ensaio. O ensaio foi 

realizado em triplicata. 

Apôs período de incubação, o hormônio livre foi separado do 

ligado ao anticorpo pela adição de 0,5 ml de uma suspensão de carvão 

Merck Pro-Analysi na concentração de 25 mg/tubo. 

Foi escolhida como sendo a ótima diluição do anti-soro, a-
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quela que nas condições acima referidas forneceu uma ligação de 501 com 

o traçador. 

2.3.5. MÉTODO DE SEPARAÇft) DO ENSAIO: DETERMPiAÇSQ DA CQNCENTKAflO 

IDEAL DE CARVÃO 

O método de separação escolhido neste radioimunoensaio foi 

o da adsorção do hormônio livre ao carvão, vistas suas propriedades ad-

sortivas em relação a substâncias de reduzido peso molecular • . 

Com o intuito de padronizar qual o carvão entre os disponí­

veis em nosso meio, bem como qual a concentração que produziria melhor 

separação do complexo ligado e do hormônio livre, nos ensaios realiza­

dos em plasma, foram examinados três carvões ativados de diferentes pro 

cedências (Sigma, Merck-Reinst e Merck Pro-Analysi). Estes carvões fo­

ram empregados nas concentrações de 1 a 40 mg/tubo, contendo 101 de dex 

tran e 8,4| de plasma humano de Banco Je Sangue, armazenado por quase un 

ano a -4°C. 

Neste tnste, os ensaios foram realizados incubando a gastri 

na-125I com excesso de anti-soro, com anti-soro na diluição do ensaio e 

sem anti-soro (branco). Após período de incitação, em cada tubo foram 

pipetados 0,5 ml da suspensão dos referidos componentes em tampão en­

saio, preparado sem albunina sérica humana, já que esta seria substituí 

da por aquela contida no plasma que recobre o carvão. 

Este mesmo teste foi também repetido, a fim de se determi­

nar qual a melhor concentração de carvão a ser empregada na separação 

de ensaios realizados em tampão. Na ocasião, já havia sido escolhido o 

carvão a ser empregado na separação de ensaios realizados em plasma. Fo 

ram examinadas portanto somente as diferentes concentrações do carvão 

escolhido. As quantidades de carvão e dextran por tubo foram as nes-
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mas. ausentando a concentração de plassa para 161, Yisto que neste en­

saio não havia nenhuna outra fonte de albumina. 

Una vez escolhida a concentração ideal de carvão, a separa­

ção do ensaio foi realizada da seguinte forma: 

a) adicionaram-se a mistura de incubação 0,5 ml da suspensão 

de carvão, senJo seguida de centrifugação a 2.SOO rpo, du 

rante 20 minutos, a 4°C. 

b) aspiraram-se os sobrenadantes por meio de sucção com pipe 

ta Pasteur e determinou-se a radioatividade das frações 

ligadas e livres, presentes respectivamente nos sobrena­

dantes e precipitados. 

2.4. RADIOMJNOENSAIO DE GASTRINA. 

2.4.1. SEQÜÊNCIA OPERACIONAL 

Este Tadioiraunoensaio foi desenvolvido de acordo com o proce 

diinento descrito por RUSSELL e cols. . Assim sendo, os ensaios foram 

realizados pela incubação durante 4 dias* a 4 C, de uma mistura de rea­

ção contendo tampão de ensaio, gastrina padrão na concentração de zero a 

500 pcol/1 preparada em plasma isento de gastrina ou igual volume das a-

mostras com teor de gastrina desconhecido, gastrina-125I contendo aproxi 

madanente 3.000 cpm e anti-soro na diluição apropriada, conforme indica­

do na Tabela 2. 

A maioria dos pontos da curva padrão foi ensaiada em tripli-

cata enquanto que as amostras sangüíneas foram ensaiadas ec duplicata. 

Após este período, procedeu-se ã separação da gastrins li­

vre daquela ligada ao anticorpo conforme já descrito no iteis 2.3.5. des­

te capítulo. 
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Tabela 2 - Protocolo do ensaio de gastrina. 

Plasma 

Tubo Tampão Livre Padrão G-125I Anti-soro 

Amostra ou 

(N«) (JJI) Amostra (pi) (yl) (vi) 

1-4 

5-6 

7-10 

11-13 

14-16 

17-19 

20-22 

23-25 

26-2B 

29-30 

31-32 

33-34 

35-36 

37-40 

41-42 

Branco 

1/2 X 

zero 

5 pmol/1 

10 pmol/1 

25 pmol/1 

35 pmol/1 

50 pmol/1 

75 pmol/1 

100 pmol/1 

125 pmol/1 

250 pmol/1 

500 pmol/1 

zero 

amostra A 

500 

450 

400 

400 

400 

400 

400 

400 

400 

400 

400 

350 

300 

400 

400 

(vi) 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

-

-

-

1 

2 

5 

7 

10 

15 

20 

25 

50 

100 

» 

. 

100 

50 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

-

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

• • • • • • • 

• • • t • • • 

• • • • • « * 
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No ensaio foi determinado também o valor do "branco" ou se­

ja, -> valor referente à ligação inespecífica. Os tubos de concentração 

zero da gastrina padrão, ensaiados em ' quadruplica ta, 'eram coloca­

dos no início e no fim da curva padrão, perfazendo um numero total de re 

plicatas igual a 8. Em ensaios de grande número de amostras desconheci­

das, estes tubos eram intercalados também entre os diferentes grupos de 

amostras, permitindo verificar alguma possível mudança na imunorreativi-

13 
dade do traçador . 

Os tubos com metade do numero de contagens (1/2X) permitiram 

a determinação do número de contagens a ser utilizadas nos ensaios su­

cessivos sem alterar a ligação do ponto zero. 

Nos ensaios que apresentaram um número de tubos superior a 

100, foram realizadas duas curvas padrão colocadas no início e no fim res 

pectivamente, com o intuito de permitir a determinação das dosagens cora 

maior precisão, sendo que a concentração de gastrina de metade das amos­

tras desconhecidas foi lida na primeira curva e a outra metade na segun­

da. 
* 

0 anti-soro e o traçador foram diluidos no próprio tampão de 

ensaio. Quando foi necessário diluir as amostras a serem dosadas, esta 

diluição foi feita empregando-se como diluente o plasma livre. 

2.4.2. DETEIMNAÇ&O DAS CONCENTRAÇÕES DAS NOSTRAS 

Após separação do ensaio pelo carvão e determinação da ra­

dioatividade dos tubos, calculou-se a porcentagem de ligação da gastri­

na-'?5I ao seu anticorpo específico (contagens do sobrenadante) em rela­

ção â radioatividade total (contagens do precipitado somadas ãs conta­

gens do sobrenadante). Estes valores de ligação foram corrigidos pela 

subtração da ligação inespecífica. 



Colocando-se no eixo das ordenadas a porcentagem de ligação 

e no das abcissas as concentrações correspondentes de hormônio padrão, ob 

tivemos os pontos que permitiram construir a curva padrão. A concentra­

ção hormonal das amostras desconhecidas foi determinada pela leitura di­

reta nesta curva padrão. 

2.5. AVALIAÇÃO DAS CARACTERÍSTICAS DO TRAÇADOR 

2.5.1. ESTABILIDADE 

Com o traçador obtido em uma das diferentes radioiodações, 

realizaram-se estudos da sua estabilidade em função do tempo de estoca-

gem a -20°C decorridos 15, 30, 60 e 90 dias após a radioiodação . Ava­

liou-se sua pureza pela EGPA a 71 e sua adequação para ser empregado nos 

ensaios. Analizaram-se para tanto,parâmetros relativos ao radioimunoen-

saio, entre os quais cabe destacar as porcentagens de ligação inespecxfi 

ca e específica, bem como a dose média efetiva, aquela que produz uma 

queda de 501 da ligação máxima (ED5Q) e a sensibilidade. 

» 

2.5.2. ATIVIDADE ESPECIFICA 

A atividade específica de cada traçador foi determinada pelo 

método do autodeslocamento ,incubando-se concomitantemente a uma curva 

padrão,quantidades crescentes de gastrina-125I (de 0,2 a 0,6 ml contendo 

respectivamente 6.000, 9.000, 12.000, 15.000 e 18.000 cpm) com quantida­

de constante de anticorpo (0,1 ml) e sem adição de gastrina padrão. A 

leitura da massa de gastrina contida nestes tubos de maior radioativida­

de foi feita também na curva padrão. 

A partir da massa de gastrina determinada e do número de con 

tagens obtido nos diferentes tubos, calculou-se a massa media de gas-



trina contida em aproximadamente 3.000 cpm. 

Sendo conhecida a eficiência do contador gama empregado, es­

tas cpm foram transformadas em dpm e finalmente em atividade (vCi). 

Relacionando-se a atividade presente no tubo com a massa pre 

viamente determinada, pôde-se obter finalmente a atividade específica do 

traçador, expressa em yCi/pg. 

2.5.3. COMPARAÇÃO DO TRAÇADOR IPEN CCM 0 TRAÇADOR COMERCIAL 

A gastrina-125I obtida na última radioiodação foi comparada 

com aquela fornecida em conjuntos diagnósticos comerciais. Ambas foram 

submetidas a análise de pureza pela EGPA e entregadas como traçadores na 

realização de ensaios comparativos. Calculou-se a correlação linear en­

tre as concentrações de amostras controle determinadas com um ou outro 

traçador a fim de confirmar o paraít.'smo de ambos os ensaios. 

Quando foi realizado este teste, haviam transcorrido 75 e 

45 dias respectivamente, desde o preparo do traçador IPEN e do comercial. 

2.6. CO>rrROLE DE QUALIDADE 

As características operacionais do radioimunoensaio de gas-

trina foram avaliadas através da analise dos seguintes parâmetros: espe­

cificidade, exatidão, precisão e sensibilidade. 

2.6.1. ESPECIFICIDADE 

Para verificação da identidade entre o hormônio presente nas 

amostras sangüíneas e o hormônio padrão, uma amostra com teor endogeno 

de gas trina elevado foi submetida ao radioimunoensaio nas seguintes di­

luições: 3:4, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:20. Esta amostra, de gastrinemia previa 

wMvit i . ' . fcfc L I V L K G I Z fcürr r > n '«?« 



mente determinada (170 pmol/1), se refere a uma mistura de soros e plas­

ma procedentes de dois indivíduos portadores de insuficiência renal crô­

nica e de um indivíduo com anemia perniciosa. 

As diluições foram realizadas em plasma isento de gastrina e 

para cada diluição foram ensaiadas dez replicatas. 

A diluição dos soros foi feita de acordo com o descrito na 

Tabela 3. Foi calculada a média dos 10 resultados obtidos para cada di­

luição è seu desvio padrão, bem como as concentrações obtidas a partir 

do produto de caia média pelo fator de diluição respectivo. 

Calculou-se também a correlação linear entre os volumes de 

amostra e as concentrações médias obtidas, e examinou-se a significancia 

do coeficiente de correlação obtido. 

2.6.2. EXATIDÃO 

Realizou-se o teste da recuperação da gastrina adicionada em 

quantidades crescentes a unia mistura de soros de indivíduos normais com 

concentração previanenía determinada (17,5 pmol/1), conforme indicado na 

Tabela 4. Esto teste foi realizado em decuplicata. 

A recuperação dos diferentes tubos foi determinada pela dife 

rença entre o valor médio determinado a partir da curva padrão e o valor 

teórico (obtido pela soma da concentração de gastrina já presente no so­

ro e da gastrina padrão adicionada). Calculou-se também a recuperação 

porcentual média para cada amostra e seu desvio padrão. 

Determinou-se o coeficiente de correlação entre os valores te 

óricos e os obtidos e ex&Túnou-sc sua significancia. 
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Tabela 3 - Preparo das diluições referentes ao tes­

te de especificidade do método. 

Volume de 

amostra 

(vi) 

• 150 

100 

50 

25 

10 

Volume de 

plasma 

livre 

(pi) 

50 

100 

150 

175 

190 

Diluição 

3:4 

1:2 

1:4 

1:8 

1:20 

Tabela 4 - Concentrações de gastrina adicio­

nadas a uma amostra de gastrinemia 

conhe.ida (17,50 priol/1). 

Gastrina adicionada 

(vi) (pnol/1) 

1 

2 

5 

7 

10 

15 

20 

25 

5 

10 

25 

35 

50 

75 

100 

125 
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2.6.3. PRECISÃO 

Este parâmetro foi estimado pela reprodutibil idade intra e 

inter-ensaio do método. 

A reprodutibilidade intra-ensaio foi avaliada pela dosagem 

num cesmo ensaio de um número elevado de replicatas (n - 25) de três amas 

trás com teor de gastrina elevado (80,40 pmol/1) médio (25,76 pmol/1) e 

baixo (5,72 pmol/1). Calculou-se a concentração média e o desvio padrão 

para cada nível bem como seu respectivo coeficiente de variação. 

A reprodutibilidade inter-ensaio foi avaliada pela dosagem 

de amostras com gastrinemia semelhante as empregadas no estudo da repro­

dutibilidade intra-ensaio. Estas amostras foram dosadas em duplicata em 

12 ensaios diferentes, realizados com cinco traçadores distintos. Ou­

tras amostras com teores de gastrina similares a estas foram dosadas em 

duplicata em 5 ensaios diferentes «realizados com o mesmo traçador prove­

niente da última radio iodação. 

O valor médio para cada nível foi calculado bem como seu des 

vio padrão, permitindo a determinação do coeficiente de variação. 

2.6.4. SENSIBILIDADE 

Este parâmetro, avaliado em cada ensaio pela dose mínima de-

tectlvel (EM)), foi determinado por dois métodos, sendo o primeiro aque-

le descrito por RODBARD , onde a DMD é a menor quantidade de antígeno 

que adicionada ao sistema produz uma inibição estatisticamente significa 

tiva da ligação do tubo "zero". 0 segundo método, citado por ALBUQUER-

QUE , define a EMD como sendo a concentração correspondente a uma queda 

de 101 da ligação do tubo "zero" dividida poT 5. 

Calculou-se a correlação linear entre os valores de DMD cal­

culados por ambos os métodos. 
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2.7. APLICAÇfiO CLINICA 

2.7.1. DETERMINACfo DA CONCENTRAÇÃO DE GASTRINA EM MOSTRAS DE SORO 

OU PLASMA 

Foram comparados valores da gastrina quando determinada em so 

ro ou plasma, sendo ensaiadas concerni tan temente amostras de ambos os ti­

pos,provenientes de 23 indivíduos normais de ambos os sexos e de idade va 

riável (Anexo 1). 

Foram calculados rs valores de média ± erro padrão da média 

(X ± EPM) bem como os valores de mediana. 

Para a comparação estatística dos resultados, empregou-se te£ 
1*7 

te não parametria) de Wilcoxon por se tratar de amostras dependentes. 

2.7.2. DETERMINAÇÃO DA GASTRINEMIA 5M INDIVÍDUOS NORMAIS E EM PORTA­

DORES DE DIFERENTES AFECCOES 

Foram determinados os níveis de gastrina em 124 indivíduos de 

ambos os sexos e de idade variável (Anexos 2-6). Esses indivíduos foram 

divididos em 6 grupos compreendidos por 64 normais (de 19 a 55 anos, 39 

mulheres e 25 homens), 27 chagasicos com megaesôfago (de 21 a 60 anos , 

11 mulheres e 16 homens), 13 portadores de insif iciência renal crônica 

(de 19 a 70 anos, 10 mulheres e 3 homens), 5 homens com anemia pernicio­

sa (de 45 a 78 anos), 14 gastrectomizados (de 21 a 70 anos, 4 mulheres e 

10 homens) e 1 homem portador de síndrome de Zollinger-Ellison (19 anos). 

Foram calculados os valores de média ± erro padrão da média 

(X i EPM) bem como os valores de mediana. 

Foi utilizado o teste U de Mann-Whitney para comparar os ní 

veis de gastrinemia entre os diferentes grupos. 



3. RESULTADOS 

3.1. PREPARO DO TRAÇADOR 

3.1.1. ANALISE QUALITATIVA DA GASTRINA A SER RADIOIODADA 

A Figura 3 apresenta o eletroforetograma da gastrina não-ra-

dioiodada quando submetida a EGPA, mostrando a presença de us único com­

ponente com valor de Rm de 0,848. 

3.1.2. RADIOIODAÇKO 

A gastrina, quando submetida E EGPA imediatamente apôs sua 

radioicíação, permitiu a obtenção de eletroforetogramas característicos, 

conforme indicado na Figura 4. Nesta figura são observados dois picos 

radioativos correspondentes à gastrina-l25I e ao 125I livre. Os valores 

de Rm desses componentes obtidos nos diferentes eletroforetogramas, bem 

como seus valores médios e os respectivos desvios padrão estão expressos 

na Tabela 5. Nesta tabela são também assinaladas as datas das diferen-

tes radioiodações. 

Como era de se esperar, o valor médio de Rm da gastri-

na-125I (1,016),é maior do que o obtido na gastrina fria (0,848). Não 

foi possível aplicar uma analise estatística para comparação desses re­

sultados devido ao único valor de Rm da gastrina não-radioiodada. Este 

valor é também significativamente menor do que aquele apresentado pelo 

125I livre (1,124), p< 0,001. 

Os rendimentos estimados pelo cálculo do valor porcentual do 

pico da gastrina-125I com relação à radioatividade total no gel, fornece 

ram valores que não diferiram significativamente daqueles determinados pe 

Ia precipitação com TCA (p < 0,001). O valor médio e respectivo desvio 
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Figura 3 - EGPA da gastrina não-radioativa o valor da migTação relativa 

do componente principal ê indicado em parênteses. C.T. indi 

ca a posição do corante traçador, azul de bromofenol. 



SEGMENTOS DO GEL 

Figura 4 - Lletroforetograma típico da gastrina radioiodada não purifica 

da, referente ã 2? radioiodação. 0 valor da migração relativa 
do componente pricipal é indicado entre parênteses. A seta in 
dica a posição do corante traçador, azul de bromofenol. 
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Tabela 5 - Valores de Rm obtidos nas eletroforeses, em gel de 

poliacrilamida a 71, da gastrina-125I e do 1 2 5I li_ 

vre resultantes das diferentes radioiodações. 

Radioiodação 

(N') 

.1 

2 

3 

4 

5 

6 

Data 

26/02/86 

24/07/86 

29/04/87 

22/07/87 

12/01/88 

18/07/88 

Rm 

Gastrina-125I 

1,024 

1,026 

1,000 

1,024 

1,024 

1,000 

U5J 

1,122 

1,128 

1,133 

1,146 

1,122 

1,095 

X ± DP 1,07.6 ± 0,013 1,124 t 0,017 



padrão determinados em seis radioiodaçôes foi de 58,09 ± 8,351 quando es 

tirado pela EGPA e de 52,10 ± 9,681 pando estimado pelo TCA conforme é 

observado na Tabela 6. 

3 .1 .3 . PURIFICAÇÃO DO HQRNfjNIO RADIOIODADO 

A Figura 5 exibe um perfil cromatográfico típico da purifica 

çâb da gastrina-12SI em QAE-Sephadex A-25. Os três picos radioativos 

principais observados nessa figura (I a III) foram obtidos nas se is dife 

rentes purificações. 

A Tabela 7 apresenta os resultados da imunorreatividade e pu 

reza das frrções correspondentes a esses três picos resultantes das seis 

radioiodações. Apenas as frações do segundo pico apresentaram valores 

de ligação inespecífica baixos (X ± DP « 2,40 • 0,351), de ligação espe­

cíf ica com excesso de anti-soro elevados (X ± DP » 82,93 t 4,931) e pre­

cipitação pelo TCA a~ii de 901 (X ± DP =94,80 ± 3,751); indicando serem 

estas as frações formadas pela gastrina-125I pura e imunorreativa. Es­

ta^ foram misturadas e estocadas a -20°C para serem empregadas como tra­

çado res nos radioiomunoensaios. 

As frações referentes ao primeiro e ao terceiro pico fornece 

rar. valores de ligação inespecífica elevados (X ± DP * 49,73 t 9,941 e 

35,04 ± 27,231), de ligação específica baixos (X ± DP - 3,84 ± 1,021 e 

4,07 * 4,421). Com relação às porcentagens de precipitação pelo TCA , 

as frações do primeiro pico apresentaram um valor médio e respectivo de£ 

vio padrão significativo 77,60 ± 4,82%, enquanto que as frações do ter -

ceiro pico apresentaram um valor medio e Tespectivo desvio padrão de 

16,51 i 4,49',. 

As Figuras 6, 7 e 8 mostram, respectivamente, os elctrofore-

togranas das frações correspondentes a esses 3 picos obtidos na purifica 



Tabela 6 - Resultados comparativos dos rendimentos obtidos nas 

diversas radioiodações, estimados pela EGftV e pela 

precipitação com TCA. 

Radioiodação 
t EGPA t TCA 

4 

5 

X ± D P 

53,90 

57.05 

74,34 

56,26 

50,28 

56,74 

58,09 ± 8,35 

41,08 

46,80 

66,42 

59,50 

44,70 

54,11 

52,10 t 9.68 
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N°DA FRAÇÃO 
Figura 5 - Cromatograna da purificação da gastrina-125I em QAE-Sepha 

dex A-25, referente à 2 a radioiodaçãb. A linha contínua 

expressa a radioatividade das frações em contagens por mi 

nuto e a linha descontínua apresenta a porcentagem de li­

gação da gastrina-l25I ao seu anticorpo específico, empre_ 

gado em excesso. A área hachurada corresponde as frações 

que foram misturadas e estocadas a -20°C para serem usa­

das como traçador nos radioimunoensaios. 



Tabela 7 - Resultados dos testes da imunorreatividade (X de ligação) e 
pureza (\ de precipitação pelo TCA) das frações corresponden 
tes aos picos mais significativos obtidos na purificação de 
gastrina-125!, resultante de seis diferentes radioiodações. 

Pico 

(Nç) 

I 

II 

III 

Radioio-

dação 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

X± DP 

1 

2 

3 

4 

S 

6 

X± DP 

1 

2 

3 

4 

S 

6 

X ± DP 

1 de Ligação 

Inespecífica Específica 

-

63,76 

54,84 

46,21 

37,58 

46,28 

49,73 t 9,' 

1,72 

2,36 

2,64 

2,65 

2,45 

2,56 

2,40 ± 0, 

28,41 

81,31 

39,02 

44,60 

9,72 

7,20 

35,04 ± 27 

54 

35 

,23 

-

3,02 

4,40 

4,85 

2,48 

4,43 

3,84 ± 1,02 

73,60 

88,16 

83,59 

85,25 

84,00 

83,00 

82,93 i 4,93 

12,95 

0,96 

2,62 

5,79 

0,46 

2,32 

4,07 i 4,42 

1 TCA 

-

71,07 

78,95 

78,42 

75,40 

84,16 

77,60 t 4,82 

95,06 

87,58 

97,30 

97,96 

96,22 

94,70 

94,80 ± 3,75 

23,05 

14,56 

15,62 

12,64 

13,54 

22,05 

16,91 t 4,49 
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SEGMENTOS DO GEL 

Figura 6 - Eletroforetograma da fração correspondente ao pico 

I obtido na purificação da gastrina-125I em QAE-

Sephadex A-25. 0 valor da irigTaçao relativa do com 

ponente principal é indicado entre parênteses. Ase 

ta indica a posição do corante traçador, azul de 

bromofenol. 
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SEGMENTOS DO GEL 

Figura 7 - Eletrofcretograma da fração correspondente ao pico II ob 

tido na purificação da gastrina-125I ero QAE-Sephadex A-2S 

0 valor da migração relativa do componente principal é in 

dicado entre parênteses. A seta indica a posição do coran 

te traçador, azul de bromofenol. 
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SEGMENTOS DO GEL 
Figura 8 - Eletroforctograma da fração correspondente ao pico III 

obtido na purificação da gastrina-12SI em QAE-Sephadex 

A-25. 0 valor da migração relativa do' componente prin­

cipal é indicado entre parênteses. A seta indica a po­

sição do corante traçadof, azul de bromofenol. 



ção do hormônio marcado. 0 primeiro pico (Figura 6) inclui vários compo 

nentes sendo que o principal apresentou um valor de Rm medio e respecti­

vo padrão de 0,774 ± 0,035 (Tabela 8). Os outros dois picos apresenta­

ram 1 único componente (Figuras 7 e 8) com valores médios de Rm de 

0,989 ± 0,021 e 1,164 ± 0,068, respectivamente (Tabela 8). 

Nesta tabela são também apresentados os valores porcentuais 

dos componentes dessas frações estimados com relação ã radioatividade to 

tal no gel. 

Os valores médios de pureza das frações do 2* pico, referen­

tes a gastrina-125I pura e imunorreativa, não diferiram significativamen 

te quando determinados pela precipitação com TCA (94,80 ± 3,75) ou pela 

análise em EGPA (97,26 ± 1,48), p < 0,001. 

3.2. DETERMINAÇÃO DAS CONDIÇÕES ÕTIMAS PARA O RADIOBIUNOENSAIO 

3.2.1. OBTENÇÃO DO PLASMA ISENTO DE GASTRINA 

A Figura 9 mostra a comparação do desloouiento da gastri­

na-125! pgia gastrina padrão na presença de dois plasmas submetidos a dî  

ferentes tratamentos para extração da gastrina endogena (adsorção pelo 

carvão e congelamento e descongelamento sucessivos). 

Os valores de ligação inespecífica e específica foram de 

0,62 e 46,501 para o plasma tratado com carvão e de 2,17 e 26,371 para 

o plasma submetido a diferentes temperaturas. Os valores de ED^Q foram 

de 8 e 14 pmol/1 quando determinados respectivamente nas curvas padrão 

construídas em plasma extraído com carvão e em plasma congelado-descong£ 

lado sucessivamente. Da mesma forma, os valores respectivos de DMD, es-

- fi2 
timados pelo método descrito por Rodbard , foram de 0,4 e 1,6 pmol/1. 



Tabela 8 - Valores em Rm e de pureza dos três picos obtidos 

nas seis purificações quando analisados pela EGPA. 

Pico 

(N») 

* 

I 

II 

III 

Radioiodação 

(NV) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

X± DP 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

X ± DP 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

X t D? 

3n 

-

0,800 

0,733 

0,776 

0,745 

0,816 

0.774 i 0.035 

1,028 

0,973 

0,980 

0,978 

1,000 

0Í976 

0.989 * 0,021 

1,238 

1,135 

1,098 

1,128 

1,262 

1,122 

1,164 ± 0,068 

IEGPA 

-

53,05 

43,94 

53,06 

57,87 

51,60 

51,90 • 5,04 

95,81 

98,39 

97,99 

95,94 

96,14 

99,28 

97,26 ± 1,48 

87,81 

97,61 

98,62 

98,06 

96,04 

98,52 

96,11 i 4,17 

CCK!£í/,0 NAUi. . . u Lf,tKG:A KUCLEAR/SP - iR£V 
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Figura 9 - Com?aração de curvas padrão de radioimunoensaio realizadas em plas­

mas isentos de gastrina submetidos a extração cor, carvão (•) e ao 

congelajnento e descongelamento sucessivos (*). 



3.2.2. DETERMINAÇÃO DA ÓTIMA DILUIÇÃO DO ANTI-SORO 

Na Figura 10 pode-se observar a determinação da ótima dilui­

ção do anti-soro a ser utilizada nos ensaios realizados com determinado 

traçador. Nestas condições a diluição que forneceu ligação específica 

fie 501 com a gastrina-125I foi a de 1:22.500, fornecendo ura diluição fi 

nal ou título de 1:180.000. A Tabela 9 apresenta os valores dos diferen 

tes títulos obtidos com os seis traçadores preparados neste trabalho. 

3.2.3. MÉTODO DE SEPARAÇÃO DO ENSAIO: DETERMINAÇÃO DA OOXCENTRAÇÃO 

IDEAL DE CARVÃO 

A Figura 11 mostra o efeito da concentração de carvão ativa­

do de diferentes procedências (Sigma, Merck-Reinst e Merck Pro-Analysi ) 

recoberto com dextran e plasma na adsorçao da gastrina-125I livre. 

Como pode ser observado nesta figura, os três carvões apre­

sentaram resultados raito similares. Determinou-se para os mesmos á coii 

centraçao ótima da ordem de 25 mg/tubo, concentração .baixo da qual a ad 

sorção da gastrina-125I livre e incompleta e acima da qual a adsorçao ê 

corstante. Utilirou-se nos ensaios em plasma carvão Merck Pro-Analysi , 

disponível em maior quantidade no laboratório. 

A Figura 12 apresenta este mesmo teste para a determinação 

da concentração de carvão recoberto a ser ençreg3da na separação de en­

saios realizados cm tampão. A concentração ideal resultou ser novamente 

a de 25 mg/tubo. 

3.3. RADIOIMUNOENSAIO TH P*STRINA 

Na Figura 2, pode-se observar um exemplo típico de uma curva 

padrão de radioimunoensaio de gastrina. No eixo das abcissas encontram-



1:10 no 1:10s 
r.w" 

DILUIÇÃO DO ANT I-S0R0 

Figura 10 - Curva da detenrinação da diluição ótii^a do anti-soro realizada 

cor:, o traçador proveniente da 2? radioiodação. 



Tabela 9 - Títulos de anti-soro determinados com 

os seis diferentes traçadores. 

Traçador Título do 

CN») Anti-soro 

1 1:32.000 

2 1:180.000 

3 1:88.000 

4 1:108.000 

5 1:163.200 

6 1:163.200 
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Figura 11 - Efeito da concentração do carvão recoberto, de diferentes proceden 

cias , na separação da gastrina-125I livre após incubação na presen 

ça de plasma com excesso de anti-soro (A), com anti-soro na dilui­

ção de ensaio (8) e sem anti-soro (C); indicando a porcentagem de 

gastrina-125I ligadí nessas condições. Carvão Sigma (o). Carvão 

Ksrck-Reinst (*) e Carvão Merck Pro-Analysi (•). 
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Figura 12 - Efeito das diferentes concentrações do carvão Merck Pro-Analysi 

recorberto, na separação da gastrina-125I livTe ap5s incübaçio 

em tairçjão com excesso de anti-soro (A), cor. anti-scro na dilui 

ção de ensaios (B) e sem anti-soro (C); indicando £ porcentagem 

de gastrina-125! ligada nessas condições. 



se as diferentes concentrações de gastrina padrão expressas cm pmolA • 

variando de zero a SOO pmol/1, enquanto no eixo das ordenadas encontra-

se a porcentagem de ligação da gastrina-12SI ao seu anticorpo. As cur­

vas padrão obtidas com os diferentes treçadores têm apresentado grar.de 

sensibilidade, já que pequenos aumentos do padrão provocara grandes que­

das nesta ligação. * 

3.4. AVALIAÇÃO DAS CARACTERÍSTICAS DO TRAÇADOR 

3.4.1. ESTABILIDADE 

A Figura 13 mostra os eletroforetogramas da gastrina-125Ipro 

veniente da 5? radioiodação, quando submetida à EGPA a 71 após 15, 30 , 

60 e 90 dias de estocagem a -20°C. Todas as alíquotas mostraram valores 

de Rm bem prõxinos e característicos desta proteína assim como a presen­

ça de continentes únicos sem liberação significativa de 125I (Tabela 10). 

O emprego deste traçador no decorrer desses reses de estoca­

gem é evidenciado na Figura 14, que apresenta curvas padrão comparativas 

obtidas com o mesmo. Na Tabela 11 são apresentados conçarativaroente os 

valores de ligação inespecífica, específica, ED50 e DMD estimada pelo né 

todo descrito por Rodbard , correspondentes a estas curvas comparati­

vas. 

3.4.2. ATIVIDADE ESPECÍFICA 

A Tabela 12 apresenta os resultados de atividade específica 

da gastrina-125I obtida nas seis radioiodações realizadas. Esta ativida 

de variou de 62 a 307 uCi/yg. Considerando uma abundância isotõpica de 
23 «. 

1001 para o 125I (17,2 Ci/mg) a atividade específica correspondente a 
substituição de 1 átomo de 125I por molécula de gastrina seria de 

http://grar.de
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Figura 13 - Eletroforetogramas obtidos com o traçador após 15 (A), 30 (B), 

60 (C) e 90 dias (D) de estocagem a -20°C. As setas indicam a 

posição do corante traçador, azul de bromofenol. 



Tabela 10 - Valores de Rn e de pureza do t r a 

çador apôs 15 , 30, 60 e 90 dias 

de 

Tempo de 

Estocagem 

(dias) 

15 

30 

60 

90 

estocagem a -

Rm 

1,000 

1,000 

0,974 

1,000 

20°C. 

1 EGPA 

96,14 

95,19 

96,03 

94,52 

Tabela 11 - Parâmetros r e l a t i v o s ,as a i rvas padrão obtidas coo o 

traçadoT após 15,30,60 e 90 dias de estocagem a "20°C. 

Tempo de % Ligação X Ligação EDS0 EMD 
estocagem 

ídias") inespecífica espec í f ica (praol/1) (paol/1) 

15 1,46 51,21 33 0,70 

30 2,30 52,49 24 0,45 

60 1,49 50,67 29 0,41 

90 1,73 50,21 30 0,66 
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Figura 14 - Curvas padrão obtidas cor. a gastrir.a-125I decorridos 15 (A), 

30 (E), 60 (C) e ?0 dias (D) após seu preparo. A (• •) , 

B ( + — * ) , C (• «) e D (* A). 



Tabela 12 - Valores de atividade específica dos 

seis traçadores preparados. 

Traçador Atividade específica 

(N*) (wCi/pg) 

1 62 

2 307 

3 . 70 

4 178 

5 252 

6 127 



1025 yCi/|ig. Como a atividade do 125I empregado nas radioiodaçõcs foi 

de 15 Ci/mg, seria esperada uma atividade específica de 894 yCi/pg para 

a gastrina na sua forma monoiodada. Entretanto, os traçadores obtidos 

no presente estudo apresentaram atividade específica variando de 62 a 

307 pCi/yg, correspondendo a uma substituição de 0,07 até 0,30 átomos de 

125I por molécula de gastrina. 

3.4.3. COMPARAÇÃO DO TRAÇADOR IPEN COM O TRAÇADOR COMERCIAL 

O traçador IPEN preparado neste estudo apresentou porcentual 

de pureza ite.is elevado de que o traçador importado quando submetidos à 

EGPA, conforme pode ser observado nos valores apresentados na Tabela 13 

e nos eletroforetogramas correspondentes (Figura 15), nos quais evidenci_ 

aram-se valores de Rm característicos da gastrina-125I. Nos eletrofore-

togramarpode-se observar apenas um componente principal com pequena libe 

ração de 1 2 5 I , que correspondeu a 5,78 a 25,741 de 125I livre para os 

traçadores IPEN e comercial, respectivamente. 

Conluindo este estudo comparativo, a Figura 16 apresenta as 

curvas obtidas quando realizados concomitanteDente ensaios cor. ambos os 

traçadores. Os valores relativos ã ligação inespecífica, específica, 

E D 5 Q e sensibilidade destas curvas fio apresentados na Tabela 14. As 

concentrações de diferentes amostras controle determinadas em ambos os 

ensaios estão expressas na Tabela 15. Como pode ser observado, os val£ 

res são ber. semelhantes quando empregado um ou outro traçador, apresen­

tando Uu coeficiente de correlação linear de 0,9842, significativo para 

p < C.001 (Figura 17). 



Tabela 13 - Valores comparativos da pureza e Rm dos tracadores 

(IPEN è comercial) quando submetidos a EGPA e pre­

cipitação pelo TCA. 

Traç; dor Rn l EGPA X TCA 

IPEN 0,984 85,00 96.23 

Comercial 1,000 65,80 75,38 
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Figura 15 - Eletroforetogramas obtidos coir. os traçadores 

IPEN ( ) e comercial ( ) . 0 valor ca 

nigraçâo relativa do corponente principal é 

indicado entre parênteses. A seta indica s tç 

sição do corante, azul de bronofenol. 
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Figura 16 - Cun'as padrão obtidas com os traçadores IPEN ( ) e 

comercial ( — - ) . 
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Tabela 14 - Parâmetros relativos às curvas padrão obtidas com o 

traçador IPEN e o comercial. 

Traçador 
\ Ligação \ Ligação ED^Q DMD 

inespecífica específica (p íol/l) (pmol/1) 

IPEN. 1,40 48,60 45 0,99 

Comercial 7.30 45,90 40 0,80 

Tabela 15 - Valores comparativos da concentração de gastrina(pmol/1) 

de amostras controle quando dosadas em curvas obtidas 

com o traçador IPEN e com o comercial. 

Amostras controle 

(N«) 
Traçador IPEN Traçador Comercial 

1 7 11 

2 16 19 

3 19 26 

4 40 45 

5 48 49 

6 75 75 

7 100 125 



traçador 
comercial 

120 

100 

traçador 
ipen 

GASTRINA (pmol/l) 
Figura 17 - Estudo da correlação dos valores de gastrinenáa de amostras controle 

quando dosadas em ensaios realizados com os traçadorcs IPEN e comej_ 

ciai. A reta que melhor se ajusta é a definida pela equação 

y * 1.1444X • 0,1425. 

i 



3.5.1. ESPECIFICIDADE 

Os valores de gastrinemia de ura amostra com elevado teor de 

gastrina submetida a diferentes diluições são apresentados na Tabela 16. 

Estes valores, quando multiplicados pelo fator de diluição forneceram re 

sultados bem semelhantes como se pode observar na Tabela 17. Observou-se 

coeficiente de correlação linear de 0,9842, significante para p < 0,01 en 

tre os volumes de amostra empregados e as concentrações de gastrina de­

terminadas (Figura 18). A Figura 19 exibe uma curva padrão típica do ra 

dioiraunoensaio de gastrina indicando que os pontos correspondentes âs a-

mostras diluídas, superpuseram-se à curva construída com a gastrina huna 

na padrão sintética. 

3.5.2. EXATIDÃO 

O estudo da exatidão desta técnica revelou recuperações de 

soluções de hormônio padrão adicionada a uma rástura de soros com teor 

de gastrina conhecido (17,50 pmol/1) variando de 81,84 a 100,001 (Tabela 

18). O coeficiente de correlação determinado entre as concentrações de 

gastrina padrão adicionadas e aquelas de hormônio Tecuperado foi de 

0,9820 sendo s ignif icat ivo para p < 0,001 (Figura 20). 

3.5.3. PRECIS3Q 

A Tabela 19 exibe os valores do teste da precisão intra-en-

saio, em que foram dosadas num mesmo ensaio 25 replicatas de amostras 

com teores de gastrina alto, médio e baixo. Os coeficientes de variação 

foran de 6,70, 3,59 e 11,861, respectivamente. 

Na Tabela 20 são apresentados os resultados das dosagens de 

anostras controle em 12 ensaios consecutivos, realizados com diferentes 

traçadores. Na Tabela 21 são expressos os resultados das dosagens de ou 



Tabela 16 - Valores da gastrincmia de uma amostra com elevado 

teor de gastrina, submetida a diferentes diluições. 

Diluida 

3:4 

115 

113 

116 

113 

121 

110 

94 

124 

123 

121 

Concentração de 

Diluida 

1:2 

91 

91 

90 

75 

72 

85 

88 

93 

107 

95 

gastrina na 

Diluida 

1:4 

36 

38 

35 

37 

41 

41 

40 

37 

37 

40 

amostra (pmol/1) 

Diluida 

1:8 

23 

19 

22 

20 

17 

20 

20 

20 

21 

21 

Diluida 

1:20 

10 

9 

8 

10 

9 

11 

9 

7 

9 

8 

X± DP 115,001 8.77 88,7019,92 38,20±2,15 20,3011,64 9,0011,15 

C.V. 7,621 11,19 % 5,63 t 8,06 \ 12,78 t 



66. 

Tabela 17 - Concentrações obtidas em cinco diferentes diluições de 

uma anastra cem elevado teor de gastrina. 

Volume da 

amostra 

(vi) 

ISO 

100 

50 

25 

10 

Fator de 

diluição 

3:4 

1:2 

1:4 

1:8 

1:20 

Concentração de 

gastrina na 

amostra diluida 

(prolA) 

115,00 

88,70 

38,20 

20.30 

9,00 

Concentração fi 

nal de gastrina 

(pmol/1) 

153,33 

177,40 

152,80 

162,40 

180,00 

X±DP» 165,19 ±12,94 

C.V. « 7,84 % 
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Figura 18 - Efeito da diluição sobre a concentração endogena de gastrina. A re­

ta que melhor se ajusta é a definida pela equação y * 0.7874X • 

1,4820 com um coeficiente de correlação significante de (pi 0,01). 
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Figura 19 - Efeito da diluição da amostra conparado "a curva padrão 

de gastrina. 



Tabela 18 - Concentrações obtidas na prova de recuperação da gas 

trina, adicionando quantidades crescentes deste hormô­

nio a uma amostra de gastrinemia conhecida Q.7,50 pmol/l). 

Gastrina 

adicionada 

(prol/1) 

-

5 

10 

25 

35 

50 

75 

100 

125 

Gastrina 

determinada 

(pmol/l) 

* ± 

17,50 ± 

22,50 l 

26,50 ± 

38,30 ± 

49,10 ± 

65,80 ± 

83,10 ± 

101,00 ± 

118,80 1 

DP 

0,53 

0,97 

0,71 

1,57 

3,18 

3,08 

3,96 

8,65 

13,78 

Gastrina 

recuperada 

(pmol/l) 

-

5,00 ± 

9,0* ± 

20,80 ± 

31,60 i 

48,30 ± 

65,60 ± 

83,50 t 

101,30 ± 

X± 

0,97 

0,71 

1,57 

3,18 

3,08 

3,96 

8,65 

13,78 

(porcentual) 

DP 

« B 

100,00 ± 

90,00 t 

83,20 ± 

90,29 ± 

96,60 ± 

87,47 ± 

83,50 ± 

81,04 ± 

19,46 

7,10 

6,28 

9,09 

6,16 

5,28 

8,65 

11,02 



GASTRINA PADRÃO ADICIONADA 
( p m o l / l ) 

Figura 20 - Estudo da recuperação da gastrina padrão adicionada a. una mistura de 

soros de gastrinemia conhecida. A reta que melhor se ajusta é a defi­

nida pela equação y * 0.S133X • 2,4301 com um coeficier.te de correla­

ção significante de (p Í 0,001). 



Tabela 19 - Valores da concentração de gastrina das amostras 

controle com teor alto, médio e baixo, determi­

nados nun mesmo ensaio* 

Controle alto 

(pmol/1) 

74 

89 

79 

84 

83 

76 

87 

86 

83 

86 

75 

81 

80 

77 

79 

75 

79 

78 

77 

86 

89 

71 

75 

88 

73 

X±DP 80,40 • 5,38 

C.V. 6,701 

Controle médio 

(pmol/1) 

27 

26 

27 

25 

27 

24 

25 

26 

26 

24 

26 

25 

27 

27. 

26 

26 

26 

25 

26 

27 

25 

25 

25 

26 

25 

25,7 • 0,92 

3,591 

Controle bai>» 

(prol/l) 

7 

6 

4 

6 

6 

5 

7 

5 

6 

5 

5 

6 

6 

6 

5 

6 

6 

5 

6 

6 

5 

6 

6 
« 

6 

6 

5,72 • 0,68 

11,76* 



Tabela 20 - Vaiores de gastrinenda (pmol/1), relativos ao estudo 

da precisão inter-ensaio realizado com diversos tra-

çadores. 

Traçador *^ Controle 
Controle alto Controle médio 

(N«) baixo 

78 

73 

72 

54 

25 

29 

28 

20 

5,66* 

4 

5 

3 

55 21 

73 

42 

56 

63 

48 

42 

-

34 

21 

31 

• 22 

25 

23 

20 

1,61* 

1,39* 

0,78* 

0,48* 

1,82* 

0,70* 

-

X t DP 59,64 ± 12,97 24,91* 4,64 

C.V. 21,751 18,63 

As concentrações seguidas de asterísco indicam o valor da IMD 

de cada ensaio. 



Tabela 21 - Valores de gastrinenda (pmol/1) relativos 

ao estudo da precisão inter-ensaio reali­

zado com o traçador proveniente da 6* ra-

dioiodação. 

N* de Controle Controle Controle 

ensaio alto médio baixo 

1 81 31 7 

2 67 29 7 

3 83 29 7 

4 80 30 8 

5 77 30 6 

X ± DP 77,60 ± 6,31 29,80 ± 0,84 7,00 ± 0,71 

C.V. 8,13* 2,8H 10,101 



trás amostras controle em cinco ensaios consecutivos, empregando um úni­

co traçador. 

Pode-se observar pela apreciação destas tabelas que a preci­

são intra e inter-ensaio é maior na determinação de níveis médios de gas 

trina, em torno de 30 pmol/1. 

3.5.4. SENSIBILIDADE 

A Tabela 22 apresenta os valores comparativos da sensibilida 

de dos ensaios, expressa pelo DMD quando calculada pelos dois métodos des 

critos no Item 2.6.4. 

Cabe destacar a elevada sensibilidade deste radioimunoensaio 

que se manteve em todos os ensaios realizados com os diferentes traçado-

res. 

0 coeficiente de correlação linear entre os valores de DMD 

calculados por um ou outro método foi de 0,8993, significante para 

p < 0,001, sendo y s l,1834x+ 1,0720 a equação que define a reta. 

3.6. APLICAÇáO CLINICA 

3.6.1. DETERMINAÇÃO DA CONCLNTRACÃ) DE CASTRIXA EM ANPSTRAS DE SORO 

OU PLASMA 

Na Tabela 23 são apresentadas as concentrações de gastrina 

determinadas no soro e no plasma dos 23 indivíduos normais analisados . 

Apesai de terem sido observados valores mais elevados no soro, estas di­

ferenças não foram estatisticamente significantes para p < 0,05. 

Esta semelhança na determinação dos níveis de gastrina em um 

ou outro fluido foi observada era indivíduos com teores hormonais que va-



Tabela 22 - Valores de dose nínirca detectavel detenni 

nados com os diferentes traçadores e cal­

culados de acordo com os métodos descri­

tos por Rodbard (Método I) e Albuquerque 

(Método II). 

Traçador 

(N«) 

1 

2 

3 

4 

EMD 

Método I 

3.20 

7.83 

7,74 

0.90 

0.89 

0.70 

3,83 

1,65 

4,48 

0,74 

1,61 

1,39 

1,80 

0,78 

0,48 

1,82 

(pmol/1) 

Método II 

2,20 

9,00 

9.80 

1,60 

2,20 

1.40 

8,60 

4,20 

8,80 

2,40 

3,40 

4,00 

3,80 

2,80 

2,40 

2,40 



Traçador 

(N«) 

s 

6 

END 

Método I 

0,70 

0,45 

0,52 

0,78 

0,41 

0,66 

1.14 

1,29 

0,90 

0,33 

0,82 

0,99 

(pmol/1) 

Método II 

1,40 

1,40 

1,60 

0,80 

1,60 

1,40 

2,00 

1,40 

2,60 

1,80 

1.40 

1,40 



Tabela 23 - Valores da concentração de gastrina determi­

nados no soro e no plasma. 

Gastrina (psnol/1) 
Indivíduos 

Soro Plasma 

A.V. 

A.W. 

CM» 

CS. 

E.A. 

E.6. 

G.P. 

I.A. 

I.C 

I.S. 

K.O. 

L.E. 

L.H. 

M.B. 

N.F. 

O.K. 

O.R. 

P.B. 

R.A. 

T.A. 

T.C. 

V.B. 

Y.M. 

Xi EPM 

12 

77 

7 

14 

12 

18 

12 

150 

5 

34 

4 

6 

28 

11 

10 

6 

13 

11 

23 

20 

11 

7 

9 

21,74 t 6,64 

10 

75 

6 

14 

8 

16 

12 

150 

4 

27 

3 

5 

26 

9 

9 

3 

18 

8 

20 

14 

11 

7 

7 

20,12 



riaram de 3 (indivíduo K.O.) a 150 praol/1 (indivíduo I.A.). 

3.6.2. DETERMINAÇÃO DA GASTRESA EM INDIVÍDUOS NORMAIS E EM PORTADO-

K2S DE DIFERENTES AFECÇOES 

A Figura 21 ilustra os intervalos da gastrinemia de jejum 

dos seis grupos de indivíduos estudados. Os valores individuais bem co­

mo os valores de média ± erro padrão da media e as respectivas medianas 

estão expressos nas Tabelas 24 a 28. 

As concentrações de gastrina determinadas nos grupos corres­

pondentes aos indivíduos gastrectomizados, chagasicos, anêmicos e nefro-

patas foram estatisticamente diferentes daqueles encontrados no grupo dos 
» 

indivíduos normais. 

As diferenças foram significantes para p < 0,001 en todos os 

grupos com exceção do chagásico, no qual as diferenças foram significan­

tes para p <0,05. 

> 
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N0RMAÍS GASTRECTO- CHAGÁSICOS ANÊMICOS NEFROPATAS ZOLLINGER' 
MIZADOS ELLISON 

Figura 21 - Níveis circulantes de gastrina, em condições de jejum, determinados 

eir. indivíduos normais, gastrectomizados, chagásicos, portadores de 

anemia perniciosa, insuficiência renal crônica e síndrome de Zollin 

ger-Lllison, indicando o valor da mediana de cada grupo. As mulhe­

res são representadas por (-) e os homens por (+). 



Tabela 24 - Valores de gastrinemia dos 

indivíduos normais. 

Gastrina 
Indivíduo 

(pmol/1) 

A.O. 

A.R. 

A.S. 

A.Y. 

B.C. 

CF. 

c.h. 

CO. 

cs. 

D.S. 

E.A. 

E.B. 

E.P. 

E.S. 

: S 

G.F. 

G.P. 

n.M. 

I.C. 

I.M. 

I.S. 

J.A. 

J.B. 

J.C. 

J.G. 

12 

47 

13 

12 

2 

3 

7 

3 

14 

12 

12 

18 

2í 

7 

13 

33 

5 

42 

5 

4 

34 

45 

12 

10 

8 



w. 

Gastrina 
Indivíduo 

(pmol/1) 

J.J. 

J.N. 

J.R. 

J.S. 

J.U. 

J.Z. 

K.O. 

L.A. 

L.C. 

L.E. 

L.G. 

L.H. 

L.N. 

L.Q. 

M.B. 

M.C 

M.D. 

M.F. 

M.H. 

M.P. 

M.R. 

M.S. 

N.A. 

N.F. 

O.G. 

O.H. 

O.K. 

O.R. 

25 

6 

40 

47 

53 

6 

4 

7 

9 

6 

14 

28 

8 

7 

11 

14 

3 

7 

5 

4 

14 

7 

42 

10 

3 

74 

6 

13 
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Indivíduo 

P.B. 

P.C. 

P.R. 

R.A. 

R.M. 

S.E. 

S.S. 

T.A. 

T.C. 

V.B. 

Y.M. 

X± EPM 

fed 

Gastrina 

Cpmol/1) 

11 

24 

34 

23 

12 

6 

25 

20 

11 

7 

9 

16,45 ± 2,06 

11,50 



^ OJ. 

Tabela 25 - Valores de gastrinemia dos 

indivíduos gastrectoniizados. 

Gastrina 
Indivíduo 

(praol/1) 

A.C. 

C S . 

D.S. 

G.M. 

H.B. 

J.A. 

J.F. 

J.J. 

J.S. 

J.V. 

M.F. 

M«S. 

N.S. 

S.S. 

8 

1 

4 

4 

1 

1 

7 

1 

4 

1 

4 

2 

3 

1 

X ± EPM 3,00± 0,80 

Med 2,50 



Tabela 26 - Valores de gastrinemia dos 

indivíduos chagásicos. 

Indivíduo HBstxii* 
(pmol/1) 

A.E. 220 
A.F. 25 
A.M. 6 

B.F. 9 

CA. 7 
CD. 7 
CM. 7 

D.R. 9 

E.M. 7 

G.R. 73 
I.R. 9 
I .S. 41 
J.A. 45 
J.D. 26 
J.E. 18 

J.G. 29 
J .M. 8 

J.N. 261 

J.R. 74 
t 

J.U. 124 
M.R. 65 
N.6. 18 

N.N. 9 
S.A. 8 

V.C. 11 

V.G. 13 

X t EIW 

Med 
43,07 ± 12,26 

21,70 
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Tabela 27 - Valores de gastrinemia dos indiví­

duos portadores de anemia perniciosa. 

Indivíduo 
Gastrina 

íppol/l) 

A.E. 160 

G.F. 480 

J.P. 680 

J.S. 182 

T.C. 450 

X ± ER4 390.40 ± 174,59 

Med 457,00 
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Tabela 28 - Valores de gastrinenia dos 

indivíduos refropatas. 

Gastrina 
Indivíduo 

(pnol/1) 

B.P. 

C.C. 

v»*M» 

C.V. 

D.B. 

F.S. 

I.L. 

J.S. 

L.C. 

L.P. 

M.D. 

M.S. 

R.8. 

350 

55 

180 

170 

56 

72 

35 

12 

22 

290 

94 

17 

40 

X±ER4 107,15 ± 29,72 

Med 54,63 
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«I. DISCUSSÃO 

4.1. PREPARO E CONTROLE DE QUALIDADE DO TRAÇADOR 

Entre os métodos universalmente empregados para radioiodacao 

de hormônios gastrointestinais encontra-se o da Cloramina x b» 1 3» 3 3
f <jeS_ 

34 * 

cri to por HUNTER e GREENWOOD cm 1962 . A gastrina, como outros pepti-

deos gastrointestinais, tem sido iodada com esta técnica confonne descri 

to na literatura por diversos autores7 *46,64,65,68,82. 

0 antígeno empregado na marcação deve ser extremamente pu-

ro * ' a fim de permitir o preparo de um traçador adequado para seu 

uso em radioimunoensaio. A gastrina fria empregada neste trabalho, quan 

do submetida a EGPA por ocasião da sua primeira radioiodacao, mostrou um 

único componente (Figura 3), sendo confirmado portanto o elevado grau de 

pureza deste hormônio. Seu valor da migração relativa no gel foi eleva­

do (0,848), provavelmente por causa dos múltiplos resíduos de ácido glu­

tamic» presentes na molécula, os quais lhe conferem forte caráter negati 

v o » . 
* 

Devido ao seu pequeno tamanho, este hormônio após ter sido 

submetido às diferentes radioiodações teve seu valor de Rm aumentado pe­

la forte eletronegatividade que lhe foi atribuída pela incorporação do 

átomo de l2*I em sua molécula, apresentando valor médio de 1,016. Conse 

qbentemente, seus valores de Rm foram muito próximos aos do 1ZbI (valor 

médio de 1,124), o qual, conforme já observado em nossos laboratórios em 
12 » 

outros experimentos , migra un pouco mais a. frente do corante traçador. 

O rendimento das diferentes radioiodações quando avaliado pe 

Ia EGPA ou pela precipitação com TCA forneceu resultados estatisticamen­

te sirilares, permitindo a determinação do rendimento pela precipitação 
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com TCA, que é usa método bem cais sirçles e rápido do que a EGPA. 

24 GANGULI e HUNTER prepararam gastrina radioiodada com rendi 
«'O 

mentos da ordem de 40 a 551, enquanto que STADIL e REHFELD obtiveram 

73 

rendimentos maiores, variando de 71 a 821; KALSH refere-se a rendimen­

tos inferiores a 301 embora algumas vezes atinjam o valor de 801. No 

presente estudo, os rendimentos foram da ordem de 501 (Tabela 6). 

A purificação da gastrina-12bI por cromatografia de troca iõ 

nica é citada por alguns autores como sendo o melhor método para a obten 

ção de traçadores monoiodados de elevada atividade específica • • • . 

Nas purificações realizadas neste trabalho observa-se que apenas as fra­

ções do segundo pico eram fornadas pela gastrina pura (valor medio de 

94,801 de precipitação pelo TCA) e imunorreativa; exibindo elevada liga­

ção específica com excesso de anticorpo (valor médio de 82,931} 

As frações relativas ao primeiro ^ . o , cjora não apresentas 

sem ligação específica com o anticorpo (valor médio de 3,841), acusaram 

na precipitação pelo TCA a presença de proteína que não a gastrina-l2iI 

(valor médio de 77,601), muito provavelmente a SAB presente a 11 no tam­

pão de eluição, que carregaria parte do IziI livre. 

As frações do terceiro pico, as últimas a serem desadsorvi-

das da matriz de QAE-Sephadex pela troca com os íons cloro do tampão de 

eluição, eram compostas pelo lAòl livre propriamente dito, o que foi con 

firmado pela semelhança do valor obtido na precipitação pelo TCA (valor 

médio de 16,911) com o valor revelado nas mesmas condições por uma amos­

tra de »"I livre (7,681). 

Ainda com relação a identificação destes picos, sua analise 

pela EGPA, confirmou ser o primeiro pico a SAB e serem o segundo e ter­

ceiro picos constituidos pela gastrina-U!>I e pelo l2il livTe, respecti­

vamente. 0 primeiro pico, quando submetido a EGPA apresentou um compo-
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nonte principal cum valor médio de Rn de 0,774, concorde com o valor de 

Rm da SAB descrito na literatura . 

Os valores de Rm do segundo e terceiro picos (valores médios 

de 0,989 e 1,164, respectivamente) concordam com aqueles determinados 

nas alíquotas do hormônio marcado não purificado, referentes a gastri-

na-125I e ao 1 2 5I livre (valores médios de 1,016 e 1,124, respectivamen­

te). 

Os valores porcentuais de distribuição de gastrina-125I no 

gel de poliacrilamida acima de 951, confirmam sua elevada pureza. Os va 

lores de pureza dos traçadores quando estimados pela EGPA ou pela preci­

pitação com TCA foram estatisticamente semelhantes, facultando novamente 

o erprego desta últina técnica, bem mais simples e menos dispendiosa do 

que a EGPA. 

No que diz respeito à estabilidade do traçador, cumpre sali 

entar sua elevada pureza, mantida mesmo apôs 3 meses de estocagem a 

-20°C. Nesse psríodo o traçador apresentou pequena liberação de I25I e 

conserveu seus valores de Rm característicos, sendo portanto desnecessá­

ria qualquer adicional purificação. 

De conformidade com o descrito na literatura , durante a es­

tocagem do traçador ocorre perda de sua imunorreatividade, manifestada 

pela diminuição gradual de sua ligação e menor inclinação da curva pa­

drão com ele obtida, alterações estas decorrentes de sua possível degra­

dação. 

As curvas padrão obtidas com o traçador apôs este período de 

estocagem mostraram-se paralelas (Figura 14), sendo que os valores de li 

gação inespecífica mantiveram-se praticamente inalterados, variando de 

1,46 a 2,30), bem como os da ligação específica que oscilaram de 50,21 a 
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52,491. Os valores de EDÇQ também não sofreram variação significativa a 

pos o tempo de estocagem (variando de 24 a 33 pmol/1). 

A sensibilidade dos ensaios realizados com este traçador tam 

bem permaneceu inalterada conforme revela a análise dos valores de EM) 

apresentados na Tabela 11. 

Todos estes valores confirmam portanto a qualidade deste tra 

çador. 

46 
McGUIGAN e HOLFE aconselham preparar gastrina radioiodada, 

cada 60 dias aproximadamente, enquanto STADIL e RfcHFELD e HALSH ob­

servaram que este traçador mantém sua integridade imunologica por perío­

dos superiores a 2 meses; RUSSEL e cols. referem-se inclusive a 3 me­

ses. A estabilidade do traçador preparado neste trabalho está plenamen­

te de acordo com o descrito na literatura anteriormente, compreendendo in 

elusive o maior período de estocagem. 

A atividade específica da gastrina-125I constitui também um 

parâmetro de muita importância para sua análise. Conforme já mencionado, 

a atividade específica esperada para a gastrina monoiodada seria de 

894 iiCi/pg, no entanto, aquela atividade específica determinada para os 

seis traçadores aqui preparados oscilou entre 62 e 307 vCi/vg (Tabela 

12). Esta variação pode ser explicada pelo tempo muito curto de exposi­

ção do peptídeo ã Cloramina T (dez segundos), que dificulta o controle 

da reação. Valores um pouco mais elevados foram obtidos por STADIL e 

RDÍFELD68, variando de 220 a 605 vCi/wg com raédia de 335 vCi/vg; McGUIGVi 

e WOLFE46 descrevem valores entTe 300 e 400 vCi/yg; RUSSELL e cols.65 ob 

tiveram um valor médio de 500 vCi/yg e GANGULI e IHKTER24 obtiveram gas­

trina radioiodada com atividade específica média de 594 vCi/vg, não atin 

gindo também o valor esperado para a gastrina monoiodada. 

Embora a atividade específica desejada fosse aquela descrita 



para a gastrins moitoiodada, na prática atividades específicas menores 

são até mesmo preferidas, já que a presença de menor quantidade de 125I 

por molécula de peptídeo pode inclusive favorecer una maior estabilidade 

do traçador, dado o menor dano causado na molécula pelo radioisotope . 

IRKTER postula inclusive, que traçadores com atividade específica me­

nor podem ser perfeitamente aceitáveis não apresentando perda de imunor-

24 
reatividade. GWGULI e HUNTER também nao observaram alterações na imu 

norreatividade de traçadores obtidos com substituição de até 1 átomo de 

,25I por molécula de gastrina. 

No presente trabalho, apenas os traçadores de n* 1 e 3 apre­

sentaram valores de atividade específica muito baixos (62 e 70 pCi/vg res 

pectivãmente), correspondendo a substituição de 0,07 e 0,08 átomos de 

,25I por molécula de gastrina. Esses traçadores foram também menos imu-

norreativos (títulos de anti-soro de 1:32.000 e 1:88.000, respectivamen­

te) e forneceram curvas padrão pouco sensíveis, apresentando os valores 

de EM) mais elevados (Tabela 22). 

Os demais traçadores, com atividade específica mais elevada, 

se apresentaram mais imunorreativos e permitiram a obtenção de curvas pa 

drãb muito sensíveis, conforme evidenciado pelos seus valores de EMD. 

A oportunidade de poder comparar o traçador preparado neste 

trabalho com aquele fornecido por um conjunto diagnóstico comercial foi 

de grande importância para o estudo referente ao controle de qualidade 

do traçador. Quando analisados pela EGPA, o traçador preparado no IPLN 

apresentou maior grau de pureza do que o comercial, conforme valores a-

presentados na Tabela 13. Ambos os traçadores mostraram aparecimento de 

,2iI em conseqüência de seu tenpo de estocagem, sendo que a liberação de 

125I pelo traçador comercial foi bem maior (Figura 15). 

0 maicr grau de pureza do traçador IPEN foi ainda confirmado 



92. 

pelo valor de ligação incspecífica obtido no ensaio cora cie realizado, 

valor este inferior aquele obtido com o traçador comercial (Tabela 14) . 

Além disso, os valores de ligação específica, ED-Q e BMD,* determinados 

nos ensaios, foram bem semelhantes quando empregado um ou outro traça­

dor. 

A grande semelhança das concentrações de gastrina das amos­

tras controle dosadas nos ensaios realizados com ou outro traçador. corro 

bora também a adequação do uso do traçador aqui preparado no radioimuno-

ensaio de gastrina. Conforme pode ser observado na Tabela 15, as dife­

renças existentes não foram significantes e determinou-se uma correlação 

linear entre os diferentes valores com coeficiente de correlação signifi 

cativo (p < C.001). As pequenas diferenças aunentaram ligeiramente nos 

valores extremos, variação esta inerente â regiões extrenas da curva e 

jã observada na literatura • 

4.2. DETEKMIXAÇfo DAS C0X3IQ0ES GTIWS PHRA 0 RADIOiiiÜNOENSAIO E CONTRO­

LE DE SUA QUALIDADE 

Sendo a identidade de condições entre o hormônio padrão e as 

amostras desconhecidas.requisito indispensável para a realização de un 

radioimunoensaio específico e preciso, tornou-se necessário o preparo de 

plasma isento de gastrina endõgena para dissolver a gastrina padrão, que 

estaria então em condições semelhantes àquelas das amostras sangüíneas a 

14 29 BI 
serem dosadas . Embora alguns autores tivessem empregado a croma 

tografia de afinidade para a obtenção deste plasna * , o alto custo 

desta técnica justificou a procura de outros métodos menos dispendiosos 

como a adsorção da gastrina ao carvão. Este método, embora não seja se­

letivo para a gastrina, ja que junto dela o carvão também adsorve outras 

14 
substancias de baixo pelo molecular , tem sido indicado por alguns auto 

14 RI 
Tes ' como sendo um método adequado e alternativo para a obtenção de 



.93. 

plasma isento de peptídeos de baixo peso molecular. 

0 tratamento do plasma velho de Banco de Sangue com carvão 

foi também comparado ao tratamento por congelamento e descongelamento su­

cessivos. Apesar de outros autores terem obtido melhores resultados com 

13 -

esse tratamento no preparo de plasma isento de glucagon , o mesmo nao 

ocorreu no preparo de plasma isento de gastrina. Conforme observado na 

Figura 9, a curva padrão preparada com este plasma apresentou menores va­

lores porcentuais de ligação do traçador ao anticorpo, indicando a presen 

ça de gastrina fria no meio de incubação, além da gastrina padrão. 

A escolha do carvão como método de separação do radioimunoen 

saio e justificada pela praticabil idade e reprodutibil idade do método, bem 

como pela fãcil obtenção e baixo custo dos re;.gentes. 0 carvão empregado 

foi senpre recoberto com dextran e plasma velho de Banco de Sangue a fim 

de assegurar seu efeito de peneira molecular,para a adsorção da fração li 

vre do radioimunoensaio ' . 0 uso de carvão na separação da gastrina 

livre daquela ligada ao anticorpo já foi realizado com êxito por RUSSELL 

e cols65 e por SCHRUMPF e SAND66. 

Observando a Figura 11, pode-se notar que praticamente não 

houve diferença entre os diferentes carvões analisados. Alem disso, a 

concentração ideal para a separação de ensaios realizados em plasma ou 

tanpão foi a mesma (25 mg/tubo). 0 fato de neste último ensaio (Figura 

12), a ligação do traçador com excesso de anti-soro não apresentar queda 

significativa com o aumento de concentração do carvão,é devido ao anti-S£ 

T. em excesso ligar toda a gastrina-I2bI disponível, não havendo portanto 

gastrina-12bI para ser adsorvida por qualquer quantidade de carvão. 

A cuidadosa determinação de todas as condições prévias ao de­

senvolvimento de ura radioimunoensaio possibilitou a obtenção de curvas pa 

drão sensíveis, conforme exemplificado na Figura 2, onde pequenos aumen-
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tos na concentração de hormônio padrão provocaram quedas significativas 

na ligação da gastrina-l25I ao seu anticorpo. 0 intervalo da concentrarão 

de gastrina desta curva (de zero a 500 pmol/1) permitiu a dosagem deste 

hormônio em indivíduos normais bem como naqueles com alterações da gastri 

nemia. 

O radioimunoensaio de gastrina, como qualquer outra técnica 

laboratorial, foi submetido a um controle de qualidade, realizado após 

seu total desenvolvimento e padronização, visando garantir ao longo do 

tempo a qualidade dos reagentes empregados bem como a perfeita execução 

da seqllência operacional * . O principal propósito deste controle foi 

portanto a detecção de alguma irregularidade na execução técnica, sendo 

sua realização indispensável para a validação do método bem como de seus 

resultados11,61. 

Tradicionalmente, o controle de qualidade é realizado pela a-

nalii.e dos seguintes parâmetros: especificidade, exatidão, precisão e sen 
7 11 *71 Al 

sibil idade do radioimunoensaio • • * . 

Em relação ã especificidade do método, os valores da concen-

tração de gastrina determinados na amostra diluida,foram muito semelhan­

tes quando multiplicados pelos respectivos fatores de diluição, apresen­

tando C.V. de 7,841 (Tabela 17), A existência de correlação significati­

va entre o fator de diluição da amostra analisada e a gastrineida determi 

nada (p < 0,01) confirma a especificidade deste radioimunoensaio (Figu­

ra 18). 

Alem disso, a superposição dos pontos referentes às diferen­

tes diluições da amostra contendo elevado teor endógeno de gastrina com 

os da curva padrão construída a partir da gastrina humana sintética (Figu 

ra 19) permitiu verificar a idêntica imunorreatividade de ambas as gastri 

nas (endógena e padrão), condição esta essencial para todo radioimunoen­

saio. 



YALOK e BERSON0* bem como SCHRUMPF e SAND00 já haviam anali­

sado este parâmetro do radioimmoensaio de gastrina por eles desenvolvi 

dos, sendo os resultados aqui apresentados concordes com aqueles descri­

tos por ^sses autores. 

0 teste da exatidão do método apresentou também orrela^ão 

linear significativa entre as quantidades de gastrina adicionada e aque­

la recuperada (p < 0,001). Esta recuperação oscilou de 100,001 para a 

concentração mais baixa a 81,841 para a concentração mais elevada apre­

sentando valores intermediários a estes para as demais concentrações (Ta 

bela 18). Estes valores de recuperação estão de acordo com os jã des«l 

tos por SCHRUMPF e SAND para o radioimunoensaio de gastrina e com os 

descritos por BOROil e cols. , HIGA31 e DOMINGUES19 para os radioimuno-

ensaios de glucagon, hormônio de crescimento e de somatomedina B, respec 

ti vãmente. 

No estudo da reprodutibilidade intra-ensaio obtiveram-se va­

lores perfeitamente aceitáveis de C.V. para os três rüveis (Tabela 19) , 

valores estes que variaram de 3,591 para o nível médio (aproximadamente 

26 pmol/1) até 11,76% para o nível baixo (aproximadamente 6 pmol/1). 

No que diz respeito à reprodutibilidade inter-ensaío, quando 

foram realizados ensaios com diversos traçadores obtiveram-se valores de 

C.V. elevados, não sendo possível estimar o C.V. da amostra com teor de 

gastrina baixo, cujas concentrações apresentaram-se inferiores aos valo­

res da DMD dos respectivos radioimunoensaios (Tabela 20). Esta maior va_ 

riação entre as concentrações estimadas S devida a uma provável degrada 

ção da gastrina presente nas amostras controle que, por nao terem sido 

separadas em alíquotas, foram submetidas a descongelamentos e congelamen 

tos sucessivos por ocasião de cada ensaio. 

Entretanto, quando outras amostras controle, previamente se-
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paradas em alíquotas, foram dosadas em ensaios consecutivos realizados 

com um único traçador, os valores de C.V. das concentrações dessas amos­

tras foram semelhantes aqueles descritos no estudo da precisão intra-en-

sáio (Tabela 21). Constatou-se portanto a precisão elevada das estimati 

vas realizadas ã partir deste radioimunoensaio. Esta precisão é plenantn 

te concorde com a descrita por outros autoros para o radioimunoensaio des 

te nesmo hormônio46 •65*66,70'82. 

' A grande sensibilidade do radioimunoensaio por nós desenvol­

vido é evidenciada pelos valores do limite de detecção dos e isaios, que 

com exceção daqueles realizados com os traçadores de atividade específi­

ca mais baixa (de n 9 1 e 3), apresentaram valores de DID da ordem de 

1 pmol/1 (Tabela 22*. Apesar de ser reconheci to que diminuindo a ativi­

dade específica do vraçador pode se diminuir a sensibilidade do ensaio , 

o tempo diminuto da reação de radioiodação impediu que a atividade espe­

cífica fosse melhor controlada contribuindo para a menor sensibilidade 

cV> ensaios realizados com esses dois tratadores. 

Existe indiscutível paralelismo entre ambos os métodos empre 

gados no calculo da dose mínima detectãvel, embora aquele descrito por 

RODBARD62 tenha estimado doses menores. ROSENQUIST e KALSH64 descrevem 

limites de detecção inferiores £.0,5 pmol/1 enquanto RÜSSELL e cols. 

determinaram valores de EMU da ordem de 2 prol/l. 

Pode-se concluir portanto, que o radioimunoensaio de gastri-

na desenvolvido apresentou especificidade, exatidão, precisão e sensibi^ 

lidade elevadas permitindo a realização de ensaios e a obtenção de resiú 

tados válidos. 

A validade deste radioimunoensaio foi ainda confirmada por 

sua aplicação na determinação da gastrinemia em indivíduos normais e por_ 

tadores de diferentes afecções. 
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A inexistência de diferença estatisticamente significante 

entre os valores de gastrineniia quando determinada no soro ou no plasma 

de indivíduos normais,indica a possibilidade de se empreg r indistintamen 

te qualquer um esses meios biológicos para o radioiirunoensaio. 

71 Entretanto, alguns autores como KALSH e McGÜIGAN e 
45 * 

T UDEAU haviam alertado para possíveis problemas no ensaio de gastrina 

causados p^la presen a de heparra, optando pelo emprego de soro. Apesar 

disso, outros autores como RUSSELL e cols. padronizaram seu radioimuno-

ensaio empregando sempre plasma. 

Tendo em vista a falta de unifi rnddade entre os autores e a 

irrelevãncia das diferenças existentes entre as duas determinações do pon 

to de vista estatístico e clínico, pode-se concluir que tanto o soro quan 

to o plasma são perfeitamente adequados para a determinação da gastrine­

niia por radioimunoensaio. 

Os valores da gastrinemia de jejum determinados nos indiví­

duos normais (variando de 2 a 71 pmol/1; valor médio e respectivo erro 

padrão da média de 16,45 ± 2,06 pmol/1) são concordes com os apresentados 
71 -

por KALSH que utilizou o anticorpo 1296, que também reconhece todas as 

formas de gastrina e reage de forma ;c nelhante ao anticorpo 1611 emprega­

do no presente trabalho36. STADIL e REKFELD69 bem como YALOK e BERSON82 

descrevem valores de gastrinemia normal comprendidos entre zero e 

95 pmol/1 empregando anticorpos dirigidos contra a porçÊi C-terainal * en­

quanto que RUSSELL e cols. utilizando o anticorpo RCS 8 obtiveram um 

valor médio e respectivo desvio padrão de 12,80 ± 1,50 pmol/1. 

Como era de esperar, o grupo gastTectomizado apresentou ní­

veis de gastrina muito baixos (variando de 1 a 8 pmol/1, valor médio e 

respectivo erro padrão de média de 3 t 0,80 pmol/1), confirmando portanto 

a remoção das células G antrais e duodenais . 
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O grupo chagásico apresentou concentração de gastrins eleva­

da (variando de 6 a 261 pmol/1; valor médio e respectivo erro padrão da 

média de 43,07 ± 12,26 pmol/1). Valores elevados também foram observa­

dos por outros autores como TRONCON e cols. e MDTT , sendo atribuídos 

provavelmente à hipossecreçio ácida gástrica observada nesses pacien­

tes . 

A hipergastrinemia evidenciada em portadores de anemia pernici£ 

sa (variando de 160 a 680 pmol/1; valor médio e respectivo erro padrão 

da média de 390,40 ± 174,59 pmol/1) e de insuficiência renal crônica 

(variando de 12 a 350 pmol/1; valor médio e respectivo erro padrão da mé 

dia de 107,15 ± 29,72 pmol/1) confirma relatos prévios de valores eleva­

dos nessas condições sfcí.do associada ã acloridria ' e a uma inadequa-
Of\ Cá *7C 

da inativação renal da gastrina * ' , respectivamente. 

O nível de gastrina extremamente elevado determinado no pa­

ciente com a síndrome de Zollinger-Ellison (1010 pmol/1), causado por um 

tumor pancreático secretor de gástrica e os níveis muito baixos obser­

vados nos pacientes gastrectomizados, confimrr a validade do ensaio e 

sua aplicação na medida de concentrações' hormonais extremas, caracterís­

ticas das diferentes condições clínicas. 
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5. OONCLUSÒES 

A partir do? resultados obtidos no presente estudo pode-se 

concluir que: 

1. Foram desenvolvidas e padronizadas as diferentes etapas 

do radioiramocnsaio de gastrina humana que se referem desde o preparo do 

traçador até a realização de ensaios, a saber: radioiodação, purificação 

e teste da inunorreatividade da gastrina radioiodada, realização de en­

saios e escolha do método de separação adequado. 

2. Evidenciou-se que o traçador preparado neste trabalho é 

rui to puro e estável, apresentando qualidade semelhante aquela dos traça 

dores inportados. 

3. Verificou-se serem a sinples precipitação de proteínas pe 

Io TCA e a eletroforese, em gel de poliacrilamida,técnicas compatíveis pa 

ra a avaliação da eficiência da marcação e da pureza do traçador do ra-

dioimunoensaio de gastrina. 

4. Observou-se que o tratamento de plasma humano de Banco de 

Sangue com carvão é um método eficiente para a obtenção c 3 plasma isento 

de gastrina. 

5. Confirmou-se se: o carvão ativado recoberto com plasma e 

dextran, um método sinples e adequado para a separação de gastrina livre 

daquela ligada ao anticorpo no sistema de radioimunoensaio. 

6. Demonstrou-se não haver diferença nos níveis de gastrina 

quando determinados por radioimunoensaio a pcrtir de soro ou plasma. 

7. 0 método de radioimunoensaio desenvolvido neste trabalho 

mostrou-se específico, exato, preciso e sensível. 
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8. A validade deste radioimunoensaio foi confirmada pela ní­

tida discriminação das concentrações de gastrina desde indivíduos com ní 

veis muito baixos (gastrectoniizados) até níveis extreiramente elevados 

(Zollinger-Ellison) desse hormônio. 
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111. 

Anexo 1 - Dados de identificação (sexo e 

idade) dos indivíduos normais. 

Indivíduo Sexo Idade 

A.V. 

A.W. 

CM. 

CS. 

E.A. 

E.B. 

G.P. 

I.A. 

I.C. 

I.S. 

K.O. 

L.E. 

L.H. 

M.B. 

N.F. 

O.K. 

O.R. 

P.B. 

R.A. 

T.A. 

T.C. 

V.B. 

Y.M. 

F 

M 

M 

M 

M 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F . 

F 

M 

M 

F 

F 

F 

F 

F 

33 

24 

24 

28 

35 

2ó 

29 

32 

25 

45 

41 

27 

25 

26 

28 

33 

47 

43 

28 

28 

36 

37 

26 

Obs.: Os indivíduos aqui relacionados es 

tão incluídos no anexo 2, coir, excessao 

de A.W. e I.A. 



nc. 

Anexo 2 - Dados de identificação (sexo e 

idade) dos indivíduos normais. 

Indivíduo Sexo Ida£í 

A.O. 

A.R. 

A.S. 

A.V. 

B.C. 

CF. 

CM. 

CO. 

cs. 

D.S. 

E.A. 

E.B. 

E.P. 

E.S. 

F.S. 

CF. 

G.P. 

H.M. 

I.C 

I.M. 

I.S. 

J.A. 

J.B. 

J.C. 

J.G. 

J.J. 

M 

M 

F 

F 

F 

F 

M 

M 

M 

M 

M 

F 

F 

F 

M 

M 

F 

F 

F 

F 

F 

M 

M 

M 

M 

M 

36 

24 

27 

33 

23 

20 

24 

24 

28 

36 

35 

26 

36 

29 

38 

51 

27 

41 

25 

28 

45 

32 

34 

53 

39 

38 



. 113. 

Indivíduo Sexo Idade 

J.N. 

J.R. 

J.S. 

J.U. 

J.Z. 

K.O. 

L.A. 

L.C. 

L.E. 

L.G. 

L.H. 

L.N. 

L.O. 

M«8« 

H«C>* 

M.D. 

M.F. 

M.H. 

M.P. 

M.R. 

M.£>. 

N.A. 

N.F. 

O.G. 

O.H. 

O.K. 

O.R. 

P.B. 

P.C. 

M 

F 

M 

M 

M 

F 

N 

M 

F 

M 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

M 

F 

F 

M 

M 

F 

26 

21 

55 

35 

25 

41 

30 

30 

27 

29 

25 

32 

40 

26 

55 

27 

29 

40 

19 

30 

55 

21 

28 

20 

35 

33 

47 

43 

44 



114. 

Indivíduo Sexo Idade 

P.R. 

R.A. 

R.M. 

S.E. 

S.S. 

T.A. 

T.C. 

V.B. 

Y.M. 

M 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

32 

28 

26 

21 

39 

28 

36 

37 

26 



Anexo 3 - Dados de identificação (sexo e ida­

de) dos indivíduos gastrectomizados. 

Indivíduo Sexo Idade 

A.C. 

CS. 

D.S. 

G.M. 

H.B. 

J.A. 

J.F. 

J.J. 

J.S. 

J.V. 

M.F. 

M.S. 

N.S. 

S.S. 

M 

F 

F 

M 

F 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

F 

M 

M 

50 

44 

44 

21 

58 

49 

55 

63 

61 

75 

42 

70 

44 

55 



* x v . 

Anexo 4 - Dados de identificação (sexo, idade e grau 

de megaesofago) dos indivíduos chagasicos. 

Indivíduo 

A.E. 

A.F. 

A.M. 

B.F. 

CA. 

CD. 

CM. 

D.R. 

E.M. 

G.R. 

I.R. 

I.S. 

J.A. 

J.D. 

J.E. 

J.G. 

J.M. 

J.N. 

J.R. 

J.S. 

J.U. 

M.K. 

N.B. 

N.N. 

S.A. 

V.C. 

V.G. 

Sexo 

M 

M 

M 

A 

F 

M 

F 

M 

M 

F 

F 

F 

F 

F 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

F 

F 

M 

F 

M 

M 

F 

Idade 

45 

30 

56 

35 

24 

52 

31 

56 

33 

58 

32 

61 

49 

42 

52 

30 

50 

41 

33 

21 

39 

42 

37 

35 

21 

60 

35 

Grau de 

megaesofago 

II 

III 

II 

II 

II 

III 

II 

III 

II 

III 

III 

II 

II 

II . 

I 

II 

I 

III 

III 

III 

II 

II 

II 

II 

II 

I 

1 
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Anexo 5 - Dados de identificação (sexo e idade) dos 

indivíduos portadores de anemia perniciosa. 

Indivíduo Sexo Idade 

A.E. M 49 

G.F. M 68 

J.P. M 45 

J.S. M 48 

T.C. M 51 

* 



JJ6. 

Anexo 6 - Dados de identificação (sexo, idade e taxa de 

creatinina) dos indivíduos nefropatas. 

Creatinina 
Indivíduo Sexo Idade 

(mg/dl) 

B.P. 

C.C. 

CM. 

C.V. 

D.B. 

F.S. 

I.L. 

J.S. 

L.C. 

l.P. 

M.D. 

M.S. 

R.B. 

M 

F 

M 

M 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

F 

67 

20 

43 

66 

19 

40 

37 

45 

31 

70 

45 

18 

36 

4,2 

4,0 

3,6 

6,6 

6.9 

6,3 

4,5 

2,5 

3,0 

3,0 

3,5 

3,2 

5,2 


