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PAOROGIZACAD DA TECKIGA DE RADION&-
ENSAIO PARA A DETERMINACAD DA GASTRIHA
HMANA E SUA APLICACAD CLINICA

IARIA GLORIA PEIG GINABREDA

RESUMO

Desenvolveu-se e padronizou-se *— -~ *~1a de radioimmoen-
saio para a determinac3o de gastrina empregando-se gastrina humana sinte-
tica para a radiciodago e preparo de solugOes padrao bem como anticorpo

especifico produzido em coelhos.

0 hormonio foi marcado c‘om 1251 pela tecnica da Cloramina T e
purificado por cromatografia de troca anionica em QAE-Sephadex A-25, sen-
do determinada sua atividade especifica. O tragador assim abtido foi sub
metido a anilise de pureza pela eletroforese em gel de poliacrilamida e
precipitacdo de proteinas pelo dcido tricloroacético. Foi avaliada sua
estabilidade em fung3o do tempo de estocagem, tendo sido também comparado
com o tragador fornecido por um conjunto diagndstico comercial, mo  que

diz respeito a sua pureza e adequagdo para uso no radioimmoensaio.

Os ensaios foram realizados incubando-se gastrina radioiodada,
gastrina padrao preparada em plasma isento deste hormonio (de zero a

500 prol/l) ou amostras a serem dosadas com o anti-soro por 4 dias a 4°c.



A separagao entre a gastrina livre e a ligada ao anticorpo foi feiia pela
adsorgao do hormonio livre ao carvao, cuja concentragao ideal foi determi-
nada previamente. Plasma isento de gastrina foi obtido a partir de plasma

velho de Banco de Sangue submetido a extragdo com carvao.

Quando realizado o controle de qualidace, este radioimumoen-
saio apresentou-se especifi.:, exato, preciso e sensivel, perritindo a exe
cu3o de ensaios validos. Sua validade foi ainda confirmada pela nitida
discriminagao nio s~ das concentragOes de gastrina em individuos com ni-
veis muito baixos (gastrectomizados) e extremamente elevados (sindrome de
Zollinger-Ellison) como também das conc-ntragoes de gastrina naqueles indi
viduos portadores de outras afeccbes, tais como doenca de Chagas, anemia

perniciosa e insuficiencia renal cronica.



STROARDIZATION OF THE RADIOIMMINOASSAY
TECHNIQUE FOR THE DETERMINATION OF HU-

MAN GASTRIN AND ITS CLINICAL APPLICATION

MARIA GLORIA PEIG GINABREDA

_BSTRACT

It was developed and standardized a system of radioimmunoassay
for th» determination of gastrin, employing synthetic human gastrin for
radiciodination and preparation of standard as well as specific antibody

raised rabbits.

The hormone was labeled with 1251 by the Cloramine T  tech-
nique and pified by anion exchange chromatography in QAE-Sephadex A-25 ,
being determined its spec’fic 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 radioimmmoassay also corpared 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/l) or samples to be assayed with the antiserum  for

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



bound to the antibody was carried cut by adsorption of the free hormone to
the charcoal, whose ideal concentration was previously determined. Plasma
free from gastrin was obtained from time-expired blood bank plasma sub-

mitted to extraction with charcoal.

Khen performed the thaiity control, this radioimmmnoassay was
sl.own specific, a-curate, 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 1levels
(gastrectomized) and extremely high levels (Zollinger-Ellison syndrome) as
well as gas<rin concentrations in subjects with other diseases, such as

Chagas disease, pernicious anemia and chronic renal failure.



FBREVIATURES

EGPA - Eletroforese em gel de poliacrilamida

- Distancia de migrac@o eletroforética relativa
- Acido tricloroacético

- Soro albumina bovina

- Soro albumina humana

- Contagens por minuto

I

- Rotagoes por minuto

i - MiliCurie 3,7 x 107 desintegracdes por segundo
G-125] - Gastrina radioiodada |

DD - Dose minima detectavel

C.V. - Co« ficiente de variagao

X : DP - Média ¢ desvio padrio

Med - Mediana

X + EPM - Media * erro padrao da media

dpm - Desintegracoes por minuto
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1.
1. INTRODUCAD

A gastrina, um dos hormdnies polipeptidicos gastrointesti-
nais, € secretada pelas celulas G situadas nas glandulas pildricas da
mucosa antral e da mucosa duodenal proximalm’za. Responsavel principal
pela estimulagao da secregao acida gastrica, participa também na regula-

¢ao do crescimento da mucosa gastrica.

Além dessas duas fungbes principais, a gastrina provoca v1a
série de efeitos scbre o epitélio e o misculo 1liso do aparelho gastroin-
testinal, entre os quais cabe destacar a  contragio do esfincter infe-
rior do esofago, estiimlacao das.  contragoes musculares gastricas e da

secregdo enzimat:<a do pﬁncreaszg'so'"'”.

Contudo, estes efeitos nor-
mlmente provem de doses farmacologicas ou de hipersecrecdo anomala da
gastrina e apesar de n3o deverem ter importancia fisiologica podem ter

significado patologico.

Embora em 1905 EDKINSZ? j@ tivesse denoninado gastrinma ao
principio contido em extratos de mucosa antral que estimdavam a secre-
¢do acida em gatos, a presenca concomitante da histanina nesses extratos
nao permitiu que ela fosse considerada como uma entidade propria. 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-
ormente, consegiiu-se determinar a estrutura deste polipeptideo27 e rea-

lizar sua si'nteses.

A gastrina humana possui diferentes formas moleculares com

comprimentos de cadeia variaveis®’*/>+83

,» sendo que a nomenclatura adota
da para designar estas formas consiste na letra G seguida do nimero de
residuos de aminoacidos da cadeia polipeptidica. As principais formas

deste hormonio presentes tanto mo sangue quanto na mucosa antral e duode



nal sa2o0 a G-34, seguida da G-17 e G-14 (Tabela 1). Duas formas maiores

e biologicamente inativas tambem foram identificadas no sangue e ex-

60

tratos tumorais: o componente I € wra forma de gastrina de peso molecu

lar maior do que a c-34%,

A gastrina pode ainda apresentar ou nao sulfatacao no seu

imico residuo de tirosina (Tabela 1). A forma sulfatada e a nio-sulfata

da parecem apresentar diferengas e suz2s atividades biongica37 e immo-

IGgicass. Entretanto, recentemente alguns autores como MULHOLLAND e

co15.°0 afirman serem equipotentes em relacdo a estimul: cao da secrecio
acida gastrica.
Na circulagdo, a G-34 € a forma predominmw41'57'72'83'86

sendo responsavel por 60% da gastrina total®l, seguida da G-17. As de-

mais formas encontram-se em concentragoes muito pequenas. Acredita-sepo

rém que as formas predominantes, G-34 e G-17, tenham a mesma potencia bio
22

logica“®.
No que diz respeito a distribuigao deste horronio mo trato

16,41,73

gastrointestinal, onde predomina a G-17 , 8 gastrina encontra-se

presente em concentragdo ma2is elevada ma 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 hormo-

nio.

A predominancia de diferentes formas na circulagao e nos te

77

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

G-17 ser a forma na qual o hormonio € armazenado nos granulos das célu-
las 673. A gastrina, assim como outros hormonios, € sintetizada a par-
tir de formas maiores que por clivagem enzimitica dio origem aquelas de

peso molecular menorso’ 73’77.
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Tabela 1 - Seqléncia de aminoicidos das formas moleculares principais da gastrina humana.

S Tma Peso .
Aminoacido

.ecular  wmolecular

~34 3339 1 2 3 3 5 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

Pyrol.eumyPmmyH.isPmSerLeu\’aI,\laAspProSerLysLysmnmymh-ﬁhumumumumumuuan;'lrQyTrpM.-thhe.\?;;
R
~17 2098 e @ & o ® o ®© o = = =

~14 1647 « ® e ®w ® @ e = w =

s linhas tracejadas indicam a homologia das formas G-17 e G-14 cm relagdo & G-
astrina nao sulfatada, R = H

castrina sulfatada, R = SO;H

e A ma s



A ativicdade biologica da gastrina e conferida pela seqlien-
cia pentapeptidica C-te—minal, a qual & compartilhada com outro hormdnio
gastrointustinal, a colecistoquinina. Portanto, esses imornﬁnios tem em
comum uma série de agdes hiologicas e a princ’pal diferenga entre eles

parece ser 1 potencia ce scus efeitos nor orgaos alyo>>r 74

. Esta seqUen
cia constit:d tasbeém o principal determinante antigenico, comm a todas
as formas$2+99+63:82  pe1atos sobre a especificidade de anticorpos de
gastrina sugerem a existencia de un determinante N-terminal secundariolS
e de um terceiro determinantc que contém partes de ambas as regioes C e
N-tenninaisl7.

A gastrina hurana difere da de outros mamiferos pela substi
tuicdo de um ou dois aminoacidos na porgdo média da cadeia polipeptidi-
ca. Estas diferengas parecem nio alterar sua acao bioldgica em outras
espécies72'84.

Todos os mecanismos que levam a liberagdo da gastrina agem
mediante estimulagao quimica da celula G. Entre os principais agentes
estimilantes encontram-se os produ‘os da digestdo protéica, o café, o vi
nho, o calcio e os reflexos vagais. ‘E.ntre os principais inibidores po-

de -se citar a secretina e a diminuigao do pH intragistricou.

Apesar da descoberta da gastrina datar da primeira década
deste seculo, o avango no conhecimento de sua agao fisiologica foi muito
lento devido a dificuldades existentes na sua purificagao e  posterior

quantificagdo.

Inicialmente, a gastrina era dosada por bioensaio medindo-

sc sua potencia pela estimulacdo da secregdo acida em testes realizados

39

com ratos, caes ou gatos>-, O bioensaio apresentava boa precisio, porém

faltava-lhe sensibilidade e especificidade. Seu nivel de sensibilidade
era suito baixc para a determinag3o da gastrinemia em individws nor-

mais74 .



Com 0 advento dos ensaios immologicos e mais precisamente

do radioimunoensaio em 195979

,» estas dificuldades foram superadas, alian
do-se nesta tecnica elevada sensibilidade com a especif.icidade inerente
do sistema immologico. O radioimmoensaio permite a dosagem de pequenas
quantidades de determinada substancia,na presenca de elevadas conCentra-

coOes de muitas outras,como ocorre na corrente sangliinea e nos extratos.

O principio do radioimmoensaio baseia-se na competigao en-
tre o '3ntfgeno marcado isotopicamente (Ag') e n3o marcado (Ag) pelos si-
tios de ligacio de seus anticorpos especificos (Ac) formando complexo an
tigeno-auticorpo (Ag -Ac) (Ag-Ac). Esta reagdo obedece a lei de agio das
massas e esta ilustrada na Figura 1. Como as quantidades de tracador e
de anticorpo sao mantidas constantes, constroem-se curvas de calibragao
adicionando-se concentragoes variaveis de antigeno padrao ao sistema de
incubagdo. Nesse sistema, a proporgao de complexo radiocativo  formado
(Ag"-Ac) & inversamente proporcional @ quantidade de antigeno nio marca

do.

A concentragio do antigeno ensaiado pode ser determinada em
amostras sangliineas ou em extrato de tecido pela leitura direta em curva
de calibragao obtida pela incubagdo simultanea das amostras e dos  pa-
droes, com o tra;ador e o anticorpo especificos (Figura 2). Desta for-
ma, compara-se o efeito inibitorio do padrdo na ligagao do tragador ao
seu anticorpo,com o efeito inibitorio do antigeno contido nas amostrasde

concentragao desconhecidag.

No que diz Tespeito a gastrina, sua sintese bem como o pre-

paro de anticorpos especificos levaram ao desenvolvimento de um radioimu

42,52

noensaio para sua medida no final da decada de 60 . A partir de en-

tdo, varios relatos de ensaios de gastrina sdo encontrados na literatu-
ra38.65.66.69.73.82.86




Ag* + Ac ———— A" - Ac
(ANTIGENO MARCADO) (COMPLEXO ANTIGENO
(ANTICORPO ESPECIFICO) MARCADO — ANTICORPO)

(ANTIGE 10 NAO MARCADO

EM SOLUCOES PADRAO
A8 CONHECIDAS OU AMOSTRAS
” DESCONHECIDAS)

Ag - Ac

(COMPLEXO ANTIGENO NAO MARCADO — ANTICOR0)

Figura 1 — Reagdo de competicdo que caracteriza o radioimunoensaio.
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Figura 2 - Exemplo tipico de uma curva padrao obtida no radiommoensaio de gas-

trina, realizada com o tragador proveniente da 2% radioiodagdo.



0 radioimumnoensaio de gastrina possibilitou o conhecimento

da fisiologia e patofisiologia deste hormdnio*053:64,78

tornando-se uma
ferramenta indispensavel nos estudos relativos ao mecanismo de sua libe-
ragdo, de sua biossintese bem como da interagdo 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 estomago, sugerindo inclusive novas terapiasso. o
referido radioimmoensaio proporcionou ainda, valiosa colaboragao no

diagnostico e tratamento de tumores>>.

Embora nao empregada ainda na rotina clinica, talvez por ser
um exame Muito oneroso, a determinagao da gastrinemia por radioimmoen-
saio € indicada em pacientes com illcera duodenal, sendo especialmente im
portante na avaliagdo de pacientes com ulcera recorrenten. bem como no
acompanhamento de doengas associadas a hipergastrinenia entre as quais ca
be destacar a anemia perniciosa, gastrite atrofica, hiperplasia de c€lu-
las G, e ant+o retidoso. Porem, a principal aplicagdo clinica deste ra-
dioimmoensaio, encontra- ‘¢ na consta:agdo de tusores insulares pancrea-
ticos (sindrome de Zollinger-Ellison), em que € indispensavel para o es-

tabelecimento do diagndstico definitivo>>*43:71,



9.

PROPOSITO

O presente trabalho tem por objetivo o desenvolvimento e a
padronizagao de um radioimmoensaio sensivel e especifico para a determi

nagao de gastrina visando sua aplicacao em clinica medica.

Tal objetivo prende-se n3o sO a necessidade de se ter un
maior conhecimento do hormonio em questao bem como a falta, em Nnosso

meio, de uma metodologia de referéncia para sua dosagem.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

2.1.1. EQUIPAMENTOS

- Balanga semi-analitica, Mettler, modelo P100ON, coa preci-
sao de 0,1 g, Zurique, Suiga.

- Balanga amalitica, Mettler, modelo H20T, com precisio de
0,01 mg, Zurique, Suiga.

- Balanga analitica, Mettler, com precisio de 0,001 mg, Zwii
que, Suiga. |

- Agitador magnetico, Fanem, modelo 257, Sao Paulo, Brasil.

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

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

~ Coluna cromatografica, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala ,
Suécia.

- Zoletor de fragOes automatico, LKB, modelo Ultrorac 7000 ,
Estocol .0, Suecia.

- Bomba peristaltica, LKB, modelo 4912A, Estocolmo, Suécia.

- Espectrametro de cintilografia gama automatico, Beckman |,
tipo pogo com cristal de Nal (T1), que sera denominado
“contador-gama’, California, E.U.A.

- Centrifuga refrigerada antomatica, Sorvall, modelo Super
-speed RC-2B, Comecticut, E.U.A.

- Cuba eletroforetica de acrilico, Tecmica Permatron, S3o
Paulo.

- Fonte de alta tensdo, Tecnica Pemmatron, S3o Paulo.

- Densitometro, Joyce Loebl, modelo Scan 400, Londres, Ingla
terra,

- Espectrofotometro, Carl Zeiss, modelo PMQ 11, Alemanha.



1.

- Reg.strador grafico, Bryans, modelo 28.000, Londres, Ingla
terra.

- "Gel-slicer"”, Joyce Loebl, serie 264, W. Ingliterra.

- Pipetas au omaticas Eppendorf, Hamburgo, Aleman! a.

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

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

2.1.2. REAGENTES E SLUCLSS

Reagentes
- Na 125] em hidr>xido de sodio 0,1 N, New Englard Nuclear ,

Boston, L.U.A. Atividade especifica de 15 mCi/ug.

- Cloramina T, P.A. Merck, Sao Paulo.

- Metabissulfito de sodio, P.A. Merck, S3o Paulo.

- Fosfato de potassio monobasico, Merck, Sao Paulo.

- Fosfato de potassio bibasico, Reagen, SZo Paulo.

- Tris-hidroximetil-aminom:tano (TRIS), P.A. Merck, Sao Pau-
lo.

- Iodeto de potassio, P,A. Merck, Sao Paulo.

- Cloreto de sodio, Merck, S3o Paulo.

- Gel QAE-Sephadex A-25, Pharmacia Fine Chemicals, Uppssala,
Suecia.

- Soro albumina bovina, fragio V, Sigma Chemical  Company
(No. A-8022), St. Louis, E.U.A.

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

- Acido cloridrico concentrado, P.A. Merck, Sio Paulo.

- Acrilamida 97%, Inlab, Sao Paulo.

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

- Riboflavina, Roche, S3o Paulo.
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- Sacarose cristais, P.A. Merck, Sao Paulo

- Glicina, P.A. Merck, Sao Paulo.

- Azul de bromofenol, Merck, S3o Paulo.

- Fosfato de sodio monobasico, Meick, Sio Paulo.

- Fosfato de sodio bibasico, Merck, Sdo Paulo,

- Acido tricloroacético, J.T. Baker, Sio Pauld.

- Hidroxido de sodio, Merck, Sao Paulo.

~ 5,5 Dietil barbiturato de sodio, P.A. Merck, Sdo Paulo.

~ Timerosal, Queel, Sao Paulo.

~ Soro albumina humana, Santa "atarina, Rio de Janeiro.

~ Carvdo ativado Fro-Analysi, Merck, Sao Paulo.

~ Carvao ativado Reinst, Merck, Sao Paulo.

- Carvio ativado, Signa Chemical Company (No.C-5260),  St.
Louis, E.U.A.

- Dextran T 70, Sigma Chemical Company, St. Louis, E.U.A.

- Heparina, Roche, Sio Paulo.

Solugoes
- Tamp3o fosfato potassio 0,05 M pH 7,4
Fosf:-to de potdssio monobasico sevevvsecnseses. 1,30 g

Fosfato de potdssio bibasicO eeeevsvesecaenses 6,90 g
Mndestilada .....'.'.............q.s.p. [ X ] 1'000“‘1

- TRIS 0,05 M
Tris 00 P00 QAT R IO NSO OPIPPEBOOSOOIBOIOPINORINDIPIIOOSGPROIOOITITYS 6’05 g

Aguadestilada v..--ucont-lllcoonocoqls-'pnt.o.o 1 ml

- TRIS 0,1 M waCl 0,5M pH 7,0 ou 8,6
TriS cvveoveeocavossorssscrosscossansssescneess 12,11 g
Cloreto de SOAi0 eevvsevsorssseascescrcncesasse 29,00 g
Agua destilada ..eeevecceccrosssnces GoSPe oe. 1,000 ml
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- TRIS 0,1 M NaC1 1,0 M pH 8,6

“is 90 080 08200 CREORPPIRRSRINSRIECIORYIROIOOPOSOERREORDY 1-"’:’11 g

clomm&s&io I A XN AN ER R R A NN ENNRNEEE NN NN NN N NNN) 58’00 g

Ag‘.‘a destilada [ EENENER N EENBANNNNENNY) q.s.p..... 1.000 ml
- Solugio A pH 8,9
his B O PO S LOD SRS 0G0 ADIOEOALAEASNCAaQCSIBTIOIBOOSOSROSEOSTDNSPES “.60

m I AR E RN NS NN NN RN RN RN NN ENENNENNER N NN NNN ] 0’23
kido clor{driwlN [ E RN AN A AN ENNNNEEXRENRXNNRNNNNN] 48.00

E B B ™

wdestilada I E N ERENENENREANENNNNNNNNI q.s.p..... 100
- Solugao C

Acrilmida IR R N NN Y RN Y Y Y NN NN Y PR RN NN NN 28,80

-]

Bis-aailmda [ EEEENEENENEANNNNNNNRNNE NN ERY XXY NI 0.74 g

Wdestilada 0000 P0O0OOSIPIPIEOEBBIIYS q.s.pl.... 100 m
- Solugdo E

Riboﬂavma [ EXEEERNNENEEANRE NS ENNEENNNENRENERXNRS ) 4’00 g

Agtndestiladl‘ I R NN EENNRNENNENNNNENNKY ] q's.p'... 100 ml
- Solugao F

saCarose AN A AR ERNE RS SR NE N EEN N NN ENNENNENRNENRENXREXSEHN] 40.00 g

Kg‘n destilada S0000s00r0 0000000000 q.s.pcoooﬁ 100 H].
- Tampdc estoque - TRIS-glicina 0,4 M pH 8,3

“is I AN N EEEENNNNNENRINNENEENENNENNNNENRENNESNNNER:ENJNH}] 6,00 g

Glicina I E R RSN NN NN EEERENNERS NNEXNNNENNNNNJNNERNSENXNRHN] 28.80

[ -]

x_zm destilﬁa [ X E NN N NENNNENNNNNENNNN] q.s.p..... 100 m
- Tampao fosfato de sodio 0,5 M pH 7,4

Fosfato de sodio monobasico hidratado ......... 8,97 g
Fosfato de $0dio bib3SICO sevevocresvocsvcsoeses 157,97 g
m“stilm ......................q.s.p (X NN llooom
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Diluir este tampao 1:10 para obter o Tampao fosfato de so-
dio 0,05 M pHl 7,4

- Azul de bromofenol

Azul debmmfenol 86000 0000000000 0RPFIPBIOLROESESNSERS l.ccm
Kgua destilada .cueeereneciesncncsses QuSePesss  1.000 ml

- TCA a 10%

TCA 2000006000000 00000008 0300000000800 000000000 10'00 g

Kgua destilada cueeeeecrercoscsccnnce QuSiPecss 100 1l
- Hidroxido de sodio 2 N

Hidroxido de S0Gi0 eeeecrvescescscscronsanecees 8,00 g

Kgua destilada ...ceceveenenccsasanes GQoSePess. 100 ml

- Tamp3o Veronal 0,05 M pH 8,0

5,5 Dietil barbiturato de s0dic .eceveveceece.. 10,30 g
Kcido clorfdrico 5 N veevecacccssocccesceccseee 4,00 ml
Timrosal OO O OO D OO OO PP B OB O PBOEOORNOEOOEOBOISOIONBSGOSETS 0'10 g

Ag‘-la destilada S0P BSED OO0 RNSOIONOOISNIOTSS q.slp.... 1.000m1

- Tampao fosfo-salina pH 7,4

Fosfato de sodio monobasico hidratado ......... 0,15 g
Fosfato de sodio bibdsico hidratado eeeceeeeees 0,77 g
Cloreto de sodio . 0,30 g
Agua destilada ceeeeserescesesccrses QeSePoees. 100  ml

2.1.3. MATERIAIS BIOLOGICOS

- Gastrina empregada para radioiodagao:
G-17 nao sulfatada, obtida do Research Plus Laboratories,
Denville, E.U.A.
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- Gastrina padrao:
G-17 nao-sulfatada, proveniente do Medical Research Council
(68/439), Londres, Inglaterra e obtida do‘Dr. S.R. Bloom ,
Londres, Inglaterra

- Anticorpo:
Anticorpo 1611, reagente com a porgdo 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
hormonio e apresenta fraca reagdo cruzada com os peptideos

da colecistoquinina®,

- Plasma humano, proveniente do Banco de Sangue do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo.

- Gastrina marcada proveniente do conjunto diagnostico comer-

cial Bnxter Travenol Diagnostics, Inc., Carbridge, E.U.A. .

2.2. PREPARD DO TRACADOR :

2.2.1. TECNICA DE IODACAD

Foram realizadas seis radioioda¢cCes, observando-se as devidas
precaucoes na manipulagao de material radicativo. A gastrina foi iodada
'de acordo com o método classico da Cloramina T modificado por
RUSSELL e cols.65, erpregando-se 1251 na forma de iodeto de sodio, livre

de carregador e agentes redutores.

A um tubo de ensaio de 12 x 75 mm com fundo conico que conti-
nha 50 ul de tampao fosfato de potissio 0,05M, pH 7,4 adicionaram-se su-

cessivamente:
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a) 1 nCi de 1251

b) gastrina para radioiodagao: 40 w1 da solugio de concentra-
Gao de 500 pg/ml

c) Cloramina T: 10 ul da solugao de concentragao de 4 mg/ml

d) metabissulfito de sodio: 20 yl da soluc3o de concentragao
de 2 ug/ml

e} tampao TRIS 0,05M: 200 yl

f) iodeto de potassio: 50 pl da solug3o de concentragao de
10 mg/ml

g) tamp3o TRIS 0,1M NaCl 0,5M pH 8,6, contendo 1% de SAB: 1ml

Os reagentes dos itens b, ¢, d e £ foram dilujdos em tampao
fosfato de potassio 0,05M, pH 7,4. As solugoes foram adicionadas em se-
guida sob agitagdo constante, O tempo transcorrido entre a adigzo do a-
gente oxidante (Cloramina T) e o agente redutor (metabissulfito de sodio)
foi de 10 segundos.

A seguir, procedeu-se a purificagdo da mistura de reagao a
fim de se remover o 325] e ouiros compo: ntes que ndo a gastrina-1251 pu-

ra.

2,2.2, PURIFICACAD DO HORMONIO RADIOIODADO

0 hormonio radioiodado foi purificado por cromatografia de
troca anidnica em columa de QAE-Sephadex A-25 de acordo com 0 método des-

crito por RUSSEL e cols.ﬁs.

0 gel (15 g) foi previamente entumescido com tarpao TRIS 0,1M
NaCl 0,5M pH 7,0 durante 2 horas, 3 temperatura de 100°C. Em seguida ,
foi deixado esfriar até atingir a tesperatura ambiente, aspirado o tampao
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e adicionado o mesmo tamp3o, porem com pH 8,6. Ele foi entdo empacotado

em coluna de vidro refrigerada a 4°C, de dimensdes de 1,5 x 26 an.

A coluna foi previamente saturada com tampio de equilibrio
(TRIS 0,2 NaCl 0, pH 8,6, contendo 1% de SAB). Amostras deste tampao,
antes e apos terem sido eluidas da coluna,foram submetidas 3 leitura de

absorvancia a 280 mm a fim de se verificar a saturag3o da coluna.

A amostra, apos ter sido aplicada na colwna, foi eluida com o

mesto tampdo, porem com concentragdo maior de NaCl (1,0M).

Para prevenir a desnaturagdo da molécula protéica pela tempe-
ratura, a purificagio foi realizada em sistema refrigerado a 4°C, com a
ajuda de coletor automatico refrigerado e bomba peristaltica, uantendo-

se o flwo de 12 ml/h e recolhendo-se fragoes de 2 ml cada.

Aliquotas de 10 yl de cada frac3o tiveram sua radioatividade
determinada em contador gama, com eficiencia aproximada de 80%. Foi
construido entdo o cromatograma da gastrina-125I, registrando-se a radio
atividade (expressa 2m cpm) no eixc das ordenadas e o nimero da  fragdo

coletada no eirn das abcissas. .

Procedeu-se a seguir a identificagao dos picos  radioativos
principais revelados ro cromatograma, verificando-se sua immorreativida
de pela incubagio rapida com excesso de anti-soro (diluigdo final de
1:8.000) bem como sua pureza pela analise em EGPA e pela  precipitacdo

com TCA, conforme descrito no Item 2.2.3.

2.2,3. ANALISE DA QUALIDADE DA GASTRINA A SER RADIOIODADA E DA EFI-
CIENCIA DAS TECNICAS DE IODACAO E PURIFICACAO

A andlise pela EGPA de aliquotas de gastrina ndo radioiodada,
da gastrina obtida apds a radioiodagdo e das fragOes referentes aos pi-
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cos radioativos principais do cromatograma,permitiu confirmar a qualida
de do hormonio frio bem como a eficiencia das tecnicas de iodagdo e pu-

rificacao.

2.2.3.1. ELETRORORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (ELETIRORE-
SE ANALITICA)

A EGPA foi desenvolvida de acordo com o metodo de
pAVIS!® modificado no que diz respeito @ substituigao do persulfato de
amonio pela riboflavina no preparo da solugdo E.

Para o preparo da solucao de polimerizacao do gel
de poliacrilamida a 7% empregaram-se as solucoes A, C e E previamente

descritas no item 2.1.2., nas seguintes proporgoes:

1 ml solugao A
2 m1 solugao C
1 ml solwgao E
4 ml agua destilada

Utilizaram-se tubos de vidro de 4 mn de  diametro
interno por 110 mm de comprimento, vedando-se uma das extremidades com
merbrara adesiva do tipo 'Parafilm”. Os tubos foram dispostos em estan

te apropiada de forma a serem mantidos na posigao vertical.

A solucao de polimerizagao foi transferida para os
tubos, mantendo~se uma altura uniforme em todos eles. Para evitar for-
magZo de menisco no gel e permitir a obtengdo de bandas perfeitamente ho
rizontais na separagao eletroforetica, pipetou-se cerca de 200 pl de a-

gua destilada na extremidade siuperior dos geis.

A seguir, os tubos foram expostos a fonte de  luz

fluorescente durante 45 minutos a 4°C para pemitir a polimerizagdo do
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gel. Apos este tempo, a agua foi retirada e as amostras foram coloca-
das n2 extremidade superior do gel com ajuda de micropipetas .utomaticas.
O volume final da amostra foi sempre igualado, completando-se com tampao
fosfato de sodio 0,05M pH 7,4 até um volume maximo de 200 yl.

A fim de aumentar a densidade da amostra, adiciona-
ran-se cerca de 50 pl de solugao F, evitando assim sua mistura com o
tampao de corrida antes do inicio da eletroforese, bem como 10 y1 da so-
Iugao de azul de bromofenol. A amostra resultante foi entio homogeneiza
da por inversoes repetidas do tubo de vidro.

O tampao estoque TRIS-glicina, diluido ate  0,04M
imediatamente antes de seu uso, foi empregado como tampao de corrida
da eletroforese. Para tanto, os tubos foram posicionados verticalmente
na cuba eletroforética, completando-se o volune acima da arostra em cada
tubo com o tampdo de corrida. Preencheram-se entdo os reservatorios da
cuba com este mesmo tampao e aplicou-se wma correrte elétricade 2 mA
por gel, sendo a eletroforese realizada a 4°C. A corrida eletroforética
foi interrompida quando a banda do azul de bromofenol chegou at® cerca
de 1 an da extremidade inferior do gel.

Apds a eletroforese, os g€is foram retirados dos tu
bos de vidro, empregando-se seringa plastica com agulha de ago inoxida-
vel com injegao de agua continua, de modo a desprender toda a swerficie
do gel do tubo de vidro.

Os geis nao-radioativos foram lidos diretamente no
densitometro na regido ultravioleta, com feixe de luz no intervalo de
220 a 310 nm. Acoplado ao densitdmetro encontra-se um registrador que
descreve o perfil de absorvancia por comprimento de gel. A velocidade
do papel foi estabelecida em 1 mm/s e a diferenga de potencial que deter

mina a sensibilidade do registrador foi de 2,5 nV.

CUbiSInL Hroivie « v Liaivir WUCLLAR/SP - FL




- 20,

Os g€is contendo amostras radioativcs foram corta-
dos em fragmentos de 3 mm com a ajuda do "gel-slicer". Cada segmento
foi envolto em papel aluminio e colocado em tubo de contador para a de-
terminag2o de sua radioatividade. Os perfis eletroforéticos foram traga
dos em escala linear sendo calculada a radioatividade de cada pico em re

lagdo a radioatividade total do gel.

Em todos os géis, o calculo do valor da migragdo re
lativa (Rm) dos diferentes componentes foi realizado em relagao a migra-
¢20 do azul de bromofenol.

Os valores de Rm no gel da gastrina-1251 e do 1251
livre foram submetidos ao teste t de Student® a fin de cumprovar a signi

ficancia da diferenga existente entre ambos.

2.2.3.2. PRECIPITACKD DE PROTEINAS PELO TCA

Aliquotas da gastrina obtida apds radioiodagdo e
das fracoes referentes aos principais picos radioativos do cromatograma,

foram submetidos ao test: de precip@tagﬁo de proteinas pelo TCA a 5t76.

A radioatividade dessas amostras (1 ml) foi determi
nada antes de serem precipitadas, consicerando-se este valor como sendo
a radioatividade total das mesmas. A seguir, adicionou-se a cada amos-
tra 1 ml de TCA a 10% gelado, resultando portanto uma solugao final de
TCA a 5. As amostras foram entio homogeneizadas e centrifugadas a
2.500 rpm durante 5 minutos, obtendo-se assim um precipitado com volume
de 0,1 ml. O sobrenadante foi aspirado com a ajuda de bomba de vacw e
logo depois foram adicionados 0,9 ml de solugao de NaOH 2N que dissolve-

ram o precipitado mediante agitagao.

Finalmente, as amostras foram levadas novamente ao

contador, estimando-se a radioatividade das proteinas precipitadas.
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Calculou-se ent2o a porcentagem media de precipita- )
gao dessas proteinas, visto este teste ser realizado sempre em triplica-

ta-

Com o intuito de confirmar a scmelhanga dos valcres
de eficiencia das tecnicas de iodagdo e purificag@o, quando determinados
pela EGPA ou p la precipitagio com TCA, eles foram submetidos ao teste

tde Students. examinando-se a significancia das diferengas encontradas.

2.2.3.3. TESTE DE IMUNORREATIVIDADE

A incubagao das fragOes mais significativas dos per
fis cromatograficos com excesso de anti-soro (1:8.000) foi realizada em
tampao Veronal 0,05M pH 8,0 contendo 0,25% de SAH (tampao de ensaio), for

necer o o valor referente a lipagdo especifica das mesmas.

Neste ensaio foram pipetados 0,6 ml de tampao de en
saio, 0,1 ml de gastrina-12°] e 0,1 ml de anti-soro perfazendo um volume
total de 0,8 ml. Para cada fragiao foi determinado tambem o valor do
"branco” ou szja, o valor referente a ligacdo inespecifica (ligagdo na
auséncia de anti-soro). Este valor foi subtraido da correspondente liga
¢ao especifica de cada fragdo. Nestes tubos, o volume de tampao foi
maior (0,7 ml) mantendo-se assim o volume final. Este teste foi sempre

realizado em duplicata.

Apds incubag@o de 18 horas, a gastrina livre foi se
parada daquela ligada ao nticorpo pela sua adsorgdo ao carvao recoberto
com dextran na concentragao de 25 mg/tubo (vide Item 2.3.5.).

As fragdes que apresentaram elevada ligagao especi-
fica com o anti-soro em excesso, baixa ligagao inespecifica e maior por-
centagem de pureza quando analisadas pela EGPA e precipitagao com TCA ,

foram misturadas ¢ estocadas em tampdo fosfo-salina pH 7,4 contendo 1%



de SAH a -20°C, sendo utilizadas como tragadores nos radioiommoensaios.

2.3. DETERMINACAO DAS CONDIQDES OTIMAS PARA O RADIOIMUNOENSAIO

2.3.1. OBTENCAO DO PLASMA ISENTO DE GASTKINA: PLASMA LIVREI

O plasma isento de gastrina foi obtido incubando-se aproxima
damente 1 1 de uma mistura de plasmas, armazenados a 4°c por mais de 3
meses,.com carvao ativado Merck-Reinst a S%. Cada incubagao foi feita
durante 1 hora sob agitagdo constante a 4a°c, périodo apds o qual o plas-
mas foi centrifigado a 3.000 rpm durante 30 miratos a 4°C, sendo despre-
zado o precipitado e centrifugado novamente o sobrenadante nas mesmas con

di¢oes descritas, porem por um periodo 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 ajuia de bomba de vicuo atd obter um plasm: de cor quase ama
rela e desprovido de carvdo. 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 adsorgao da gas-
trina livre a0 carvao, foi comparado a0 metodo do congelamento e descon-

gelamento diarios durante 30 dias.

2.3.2. PREPARD DA CURVA PADRAO

A cada frasco da gastrina padrao contendo 1 pmol foi adicio-
nado 1 ml de tampao de ensaio, obtendo-se assim uma concentragao final

de 1.000 £mol1/1.000 u1.

Com ajuda de pipetas de boa precisao,foram pipetados volumes
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crescentes desta solucao (de zero a 100 ul) diretamente nos tubos de en-
saio contendo 0,2 ml de plasma isento de gastrina. Obteve-se desta for-
ma os seguintes pontos da curva padrao: 5, 10, 25, 35, 50. 75, 100, 125,
250 e 500 pmol/1.

2.3.3. OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE SORO OU PLASMA A SEREM DOSADAS

Para a determina¢do da gastrinemia, as arostras sangiiineas
foram ;Jbtidas dos diferentes individuos investigados,apds jejum de uma
noite. Estas amostras foran colhidas em tubos heparinizados (1¢ unida-
des/ml) ou ndo, sendo colocadas no gelo ate retrair o coagulo e centri-
fugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4°. o plasma ou soro assimob

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

2.3.4. DETERMINACAO DA OTIMA DILUICAD DO ANTI-SORD

A otima diluig3o do antii-soro a se: empregada no ensaio foi

determinada para cada tragador.

Para este fim, incubaram-se durante 4 dias a 4°C, 0,6 ml de
tampao de ensaio, 0,1 ml da gastrina-1251 contendo aproximadamente
3.000 cpm ¢ 0,1 ml de anti-soro em diversas diluigoes (de 1:1.000 a
1:¢150.000), perfazendo um volume total de incubagao de 0,8 ml. Como
serpre, foram incubados alguns tubos com auséncia de anticorpo, com o
intuito de determinar a ligagdo inespecifica do ensaio. O ensaio foi

realizado em triplicata.

Apds periodo de incubagdo, o hormonio livre foi separado do
ligado ao anticorpo pela adigio de 0,5 ml de uma suspensdo de  €arvao
Merck Pro-Analysi ma concentragao de 25 mg/tubo.

Foi escolhida como sendo a Otima diluig3o do anti-soro, a-



quela que nas condigoes acima referidas forneceu uma ligagao de S0% com

o tragador.

2.3.5, METODO DE SEPARACAO DO ENSAIO: DETERMINACKO DA CONCENTRACAD
IDEAL DE CARVAD

0 método de separagdao cscolhido neste radioimmoensaio foi
o da adsorgao do hormonio livre ao carvao, vistas suas propriedades ad-

sortivas em relagao a substancias de reduzido peso molecularw'SI.

Com o intuito de padronizar qual o carvao entre os disponi-
veis em nosso meio, bem como qual a concentragdo que produziria melhor
separacao do complexo ligado e do hormonio livre, nos ensaios realiza-
dos em plasma, foram examiridos tres carvoes ativados de diferentes pro
cedencias (Sigma, Merck-Reinst e Merck Pro-Analysi). Estes carvoes fo-
ram empregados nas concentragoes de 1 a 40 mg/tubo, contendo 10% de dex
tran e 8,4% de plasma humano de Banco Je Sangue, armazenado por quase um

ano a -4°C.

Neste t~ste, os ensaios foram realizados incubando a gastri
na-1231 com excesso de anti-soro, com anti-soro na diluigio do ensaio e
sem anti-soro (branco). Apds periodo de incibagdo, em cada tubo foram
pipetados 0,5 ml da suspensas dos referidos componentes em tampao en-
saio, preparado sem albumina serica hmm, ja que esta seria substitul

da por aquela contida mo plasma que recobre o carvao.

Este mesmo teste foi também repeti‘do, a fim de se determi-
nar qual a melhor concentragao de carvao a ser empregada na  separagao
de ensaios realizados em tampdo. Na ocasido, ja havia sido escolhido o
carvdo a ser empregado na separagio de ensaios realizados em plasma. Fo
ram examinadas portanto somente as diferentes concentragbes do  carvao

escolhido., As quantidades de carvao e dextran por tubo foram as mes-



mas, aumentando a concentragao de plasza para 163, visto que reste en-

sa2io nao havia nenhuma outra fonte e albumina.

Uma vez escolhida a concentracao ideal de carvao, a separa-
¢ao do ensaio foi realizada da seguinte forma:

a) adicionaram-se a mistura de incubago 0,5 ml da susjens3o
de carvao, sendo seguida de centrifugacao a 2.500 rpm, du

rante 20 minutos, a 4°C.

b) aspiraram-se o5 sobrenadantes por meio de sucg2o com pipe
ta Pasteur e determminou-se a radioatividade das  fragoes
ligadas e livres, presentes respectivamente nos sobrena-

dantes e precipitados.

2.4. RADIOIMUNOENSAIO DE GASTRINA

2.4.1. SEQUENCIA OPERACIONAL

Este radioimmoensaio foi desenvolvido de acordo com o proce
dimento descrito por RUSSELL e cols.65. Assin sendo, os ensaios foram
realizados pela incubagdo durante 4 dias, a 4°C, de uma mistura de rea-
¢io contendo tampao de ensaio, gastrina padrao na concentragao de zero a
500 prol/l preparada em plasma isento de gastrina ou igual volume das a-
mostras com teor de gastrina desconhecido, gastrina-1251 contendo aproxi
madazente 3.000 cpm e anti-soro na diluig3o apropriada, conforme indica-

do na Tabela 2.

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

cata enquanto que as amostras sanguineas foram ensaiadas em duplicata.

Apos este periodo, procedeu-se a separagao da gastrima 1i-
vre daquela ligada ao anticorpo conforme ja descrito no Item 2.3.5. des-
te capitulo.



Tabela 2 - Protocolo do ensaio de gastrina,

> 260

Plasma
Tubo Tampio  Livre  Padrdo G-!251 Anti-soro
Amostra ou
(N%) (v1) Amostra  (ul) (11) (1)
(v1)

1-4  Branco 500 200 - 100 -

5-6 1/2 X 450 200 - 50 100

7-10  zero 400 200 - 100 100
11-13 5 pmol/1 400 200 1 100 100
14-16 10 pmol/1 400 200 2 100 100
17-19 25 pmol/1 400 200 ) 100 100
20-22 35 pmol/l1 400 200 7 100 100
23-25 S0 pmol/1 400 200 10 100 100
26-28 75 pmol/1 400 200 15 100 100
29-30 100 pmol/1 400 200 20 100 100
31-32 125 pmol/1 400 200 25 100 100
33-34 250 pmol/1 350 200 50 100 100
35-36 500 pmol/1 300 200 100 100 100
37-40 zero 400 200 - 100 100
41-42 amostra A 400 200 - 100 100
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No ensaio foi deteminado também o valor do "branco" ou se-
ja, -» valor referente a ligac@o inespecifica. Os tubos de concentragao
zero da gastrina padrao, ensaiados em 'quadmplicat;'a. “eram coloca-
dos o inicio e no fim da curva padrio, perfazendo un nimero total de re
plicatas igual a 8. Em ensaios de grande numero de amostras desconheci-
das, estes tubos eram intercalados também entre os diferentes grupos de
amostras, permitindo verificar alguma possivel mudanca na imunorreativi-

dade do tra;adorls.

Os tubos com metade do numero de contagens (1/2X) permitiram
a determinacdo do nimero de contagens a ser utilizadas nos ensaios su-

cessivos sem alterar a ligagao do ponto zero,

Nos ensajos que apresentaram um nimero de tubos superior a
100, foram realizadas duas curvas padrdo colocadas no inicio e no fim res
pectivamente, com o intuito de permitir a determinagdo das dosagens com
maior precisao, sendo que a concentragzo de gastrina de metade das amos-

tras desconhecidas foi lida na primeira curva e a outra metade na segum-

da.

O anti-soro e o tragador foram diluidos no proprio tampao de
ensaio, Quando foi necessario diluir as amostras a serem dosadas, esta

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

2.4.2. DETERMINACAO DAS CONCENTRAQOES DAS AMDSTRAS

Apds separagao do ensaio pelo carvdo e detemminagdo da  ra-
dioatividade dos tubos, calculou-se a porcentagem de ligagao da gastri-
na-4?37 ao seu anticorpo especifico (contagens do sobrenzdante) em rela-
gdo 2 radioatividade total (contagens do precipitado somadas @s conta-
gens do sobrenadante). Estes valores de ligagdo foram corrigidos pela

subtragdo da ligagdo inespecifica.



Colocando-se no eixo das ordenadas a porcentagem de ligagao
e no das abcissas as concentragdes correspondentes de hormonio padrao,ob
tivemos 0s pontos que permitiram construir a curva padrao. A concentra-
¢ao hormonal das amostras desconhecidas foi determinada pela leitura di-

reta nesta curva padrao.

2.5. AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DO TRACADOR

2.5.1. ESTABILIDADE

Com o tracador obtido em uma das diferentes radioiodagoes,
realizaram-se estudos da sua estabilidade em fung3o do tempo de estoca-
gem a -20°C decorridos 15, 30, 60 e 90 dias apds a radioiodagio . Ava-
liou-se sua pureza pela EGPA a 7% e sua adequagdo para ser empregado nos
ensaios. Analizaram-se para tanto,parametros relativos ao radioimumoen-
saio, entre os quais cabe destacar as porcentagens de ligagdo inespecifi
ca e especifica, bem como a dose média efetiva, aquela que produz  uma

queda de 50% da ligag@o maxima (EDgy) e a sensibilidade.

2.5.2. ATIVIDADE ESPECIFICA

A atividade especifica de cada tragador foi determinada pelo
metodo do autodeslocamento“, incubando-se concomitantemente a uma curva
padrdo,quantidades crescentes de gastrina-'25I (de 0,2 a 0,6 ml contendo
respecti'vamente 6.000, 9.000, 12.000, 15.000 ¢ 18.000 cpm) com quantida-
de constante de anticorpo (0,1 ml) e sem adig3o de gastrina padrao. A
leitura da massa de gastrina coriida nestes tubos de maior radioativida-

de foi feita também na curva padrdo.

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

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



trina contida em aproximadamente 3.000 cpm.

Sendo conhecida a eficiéncia do contador gama empregado, es-

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

Relacionando-se a atividade presente no tubo com a massa pre
viamente determinada, pode-se obter finalmente a atividade especifica do
tragador, expressa em pCi/pg.

»

2.5.3. COMPARACAO DO TRACADOR IPEN OOM O TRACADOR COMERCIAL

A gastrina-125] obtida na Ultima radioiodacao foi comparada
com aquela formecida em conjuntos diagnOsticos comerciais. Ambas foram
submetidas a analise de pureza pela EGPA e erpregadas como tragadores na
realizagao de ensaios comparativos. Calculou-se a correlagao linear en-
tre as concentragoes de amostras controle determinadas com um ou outro

tragador a fim de confirmar o paraic. smo de ambos os ensaios.

Quando foi realizado este teste, haviam transcorrido 75 e

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

2.6. OCONTROLE DE QUALIDADE

As caracteristicas operacionais do radioimmoensaio de gas-
trina foram avaliadas atraves da analise dos seguintes parametros: espe-

cificidade, exatidao, precisao e sensibilidade.

2.6.1. ESPECIFICIDADE

Para verificagdo da identidade entre o hormonio presente nas
amostras sangliineas e o hormonio padrao, uma amostra com teor enddgeno
de gastrina elevado foi subretida ao radioimunoensaio nas seguintes di-

luigoes: 3:4, 1:2, 1:4, 1:8 ¢ 1:20, Esta amostra, de gastrinemia previa

CCM“‘"‘“ WAvbic s e LNLRGIZ KIifI£sa ren  ona..



mente determinada (170 pmol/1), sc refere a uma mistura de soros e plas-
ma procedentes de dois individuos portadores de insuficicncia renal cro-

nica e de um individuo com ancmia perniciosa.

As diluigoes foram realizadas em plasma isento de gastrina e

para cada diluigao foram ensaiadas dez replicatas.

A diluigao dos soros foi feita de acordo com o descrito na
Tabela 3. Foi calculada a media dos 10 resultados obtidos para cada di- -
luigao e seu desvio padrao, bem como as concentragbes obtidas a  partir

do produto de cala media pelo fator de diluigao respectivo.

Calculou-se também a correlag@o linear entre os volumes de
amostra e as corcentragoes medias obtidas,e examinou-se a significancia

do coeficiente de correlagao obtido.

2.6.2. EXATIDAD

Realizou-se o teste da recuperagao da gastrina adicionada em
quantidad:s crescentes a uma mistura de soros de individuos normais com
concentragao previareniz determinada (17,5 pmol/1), conforme indicado na

Tabela 4. Est: tests foi realizado em decuplicata.

A recuperagao dos diferentes tubos foi determinada pela dife
renga entre o valor medio determinado a partir da curva padrao e o valor
tedrico (obtido pela soma da concentrag3o de gastrina ja presente no so-
10 e da gastrina padrao adicionada). Calculou-se também a  recuperagao

porcentual media para cada amostra e seu desvio padrao.

Determinou-se o coeficiente de correlagaoentre os valores te

oricos e os obtidos e examinou-se sua significancia.



Tabela 3 - Preparo das diluigoes referentes ao tes-

te de especificidade do m€todo.

Volune de
Volume de
plasma . -
amostra Diluigao
livre
(v1)
(u1)
150 S0 3:4
100 100 1:2
S0 150 1:4
25 175 1:8
10 190 1:20

Tabela 4 - ConcentracGes de gastrina adicio-
nadas a una amostra de gastrinemia

conhe :ida (17,50 puol/l).

Gastrina adicionada

(u1) (pm01/1)
1 5
2 10
S 25
7 35
10 50
15 75
20 100

25 125
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2.6.3. PRECISAD

Este parametro foi estimado pela reprodutibilidade intra e

inter-ensaio do método.

A reprodutibilidade intra-ensaio foi avaliada pela dosagem
mum resmo ensaio de um nimero elevado de replicatas (n = 25) de tres amos
tras com teor de gistrina elevado (80,40 pmol/1) medio (25,76 pmol/1) e
baixo (5,72 pmol/1). Calculou-se a concentracao media e o desvio padrio

para cada nivel bem como seu respectivo coeficiente de variagao.

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 diferent=s, realizados com cinco tragadores distintos. Ou-
tras amostras com teores de gastrina similares a estas foram dosadas em
duplicata em 5 ensaios diferentes,realizados com o mesmo tragador prove-

niente da ultima radioiodagao.

0 valor médio para cada nivel foi calculado bem como seu des

vio padrdo, permitindo a determinagio do coeficiente de variagdo.

2.6.4. SENSIBILIDADE

Este parametro, avaliado em cada ensaio pela dose minima de-
tectivel (DMD), foi determinado por dois metodos, sendo o primeiro aque-

le descrito por RODBARD®?

, onde a DMD € a menor quantidade de antigemo
que adicionada ao sistema produz uma inibigao estatisticamente significa
tiva da ligag3o do tubo "zero". O segundo metodo, citado por ALBUQUER-
QJEZ. define a IMD como sendo a concentragao correspondente a uma queda

de 104 da ligagdo do tubo 'zero" dividida por 5.

Calculou-se a correlagao linear entre os valores de IMD cal-

culados por ambos os métodos.
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2.7. APLICACAD CLINICA

2.7.1. DETERMINAGAD DA CONCENTRACKO DE GASTRINA EM AMDSTRAS DE _SORD
OU PLASMA

Foram comparados valores da gastrina quando determinada em so
10 ou plasma, sendo ensaiadas concomitantemente amostras de ambos os ti-
pos,provenientes de 23 individuos normais de ambos os sexos e de idade va

riavel (Anexo 1).

Foram calculados cs valores de média * erro padrao da media

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

Para a comparagao estatistica dos resultados, empregou-se tes

te nao paramétrico de Wilcoxon®’ por se tratar de arostras dependentes.

2.7.2. DETERMINACKD DA GASTRINEMLA 2M INDIVIDUOS NORMAIS E EM PORTA-
DORES DE DIFERENTES AFECQDES

Foram determinados os niveis de gastrinz em 124 individuos de
ambos 0s sexos e de idade varidvel (Anexos 2-6). Esses individuos foram
divididos em 6 grupos compreendidos por 64 normais (de 19 a 55 anos, 39
milheres e 25 homens), 27 chagasicos com megaesofago (de 21 a 60 anos |,
11 mulheres e 16 homens), 13 portzdores de insificiéncia repal  cronica
(de 19 a 70 anos, 10 milheres e 3 homens), S homens com anemia pernicio-
sa (de 45 a 78 anos), 14 gastrectomizados (de 21 a 70 anos, 4 mlheres e
10 homens) e 1 homem portador de sindrome de Zollinger-Ellison (19 anos).

Foram calculados os valores de média * erro padrao da média

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

6

Foi utilizado o teste U de Mann-Whitney 7 para comparar os ni

veis de gastrinemia entre os diferentes grupos.



3. RESWLTAXS

3.1. PREPARO DO TRACADOR

3.1.1. ANALISE QUALITATIVA DA GASTRINA A SER RADIOIODADA

A Figura 3 apresenta o eletroforetograma da gastrina nao-ra-
dioiodada quando submetida a EGPA, mostrando a presenca de wm inico com-
ponente com valor de Rm de 0,848.

3.1.2. RADIOIODACAD

A gastrina, quando submetida a EGPA imediatamente apos sua
radioiodagdo, permitiu a obtengdo de eletroforetogramas caracteristicos,
conforme indicado na Figura 4. Nesta figura sao observados dois picos
radioativos correspondentes a gastrina-125] e ao 125] livre. Os valores
de Rm desses componentes obtidos nos diferentes eletroforetogramas, bem
como seus valores medios e os respectivos desvios padrdo estao expressos
na Tabela 5. Nesta tabela sao tambem assinaladas as datas das diferen-
tes radioiodagoes. ‘

Como era de se esperar, o valor mediode Rm da gastri-
na-1251 (1,016), € maior do que o obtido na gastrina fria (0,848). Nao
foi possivel aplicar uma analise estatistica para comparagao desses re-
sultados devido ao umico valor de Rm da gastrina nio-radioiodada. Este
valor € tanbem significativamente menor do que aquele apresentado pelo
1251 1ivre (1,124), p<0,001.

Os rendimentos estimados pelo calculo do valor porcentual do
pico da gastrina-1251 com relagio 3 radioatividade total no gel, formece
ram valores que nao diferiram significativamente daqueles determinados pe

1a precipitagao com TCA (p < 0,001). O valor médio e respectivo desvio
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Tabela 5 - Valores de Rm obtidos nas eletroforeses, em gel de
poliacrilamida a 7%, da gastrina-1251 e do 1251 1i

vre resultantes das diferentes radioiodacoes.

Radioiodagao Rm
Daia
N°) Gastrina-1251 125
1 26/02/86 1,024 1,122
2 24/07/86 1,026 1328
3 29/04/87 1,000 1,133
4 © 22/07/87 1,024 1,146
5 12/01/88 1,024 1,122

6 18/07/88 1,000 - 1,095

X £ DP 1,016 £ 0,013 1,124 + 0,017

N

——— —— cp— ——— ———
—— ————— Pom—

= 37.



padrao determinados em seis radioiodagoes foi de 58,09 # 8,35% quando es

tinado pela EGPA e de 52,10 ¢ 9,681 juando estimado pelo TCA conforme €
observado na Tabela 6. '

3.1.3. PURIFICACAD DO HORMINIO RADIOIODA™

A Figura 5 exibe um perfil cromatografico tipico da purifica
¢30 da gastrina-125] em QAE-Sephadex A-25. Os tres picos  radioativos
principais observados nessa figura (I a III) foram obtidos nas seis dife

rentes purificagoes.

A Tabela 7 apresenta os resultados da immorreatividade e pu
reza das frogoes correspondentes a esses trés picos resultantes das seis
radioiodagoes. Apenas as fragoes do segundo pico apresentaram valores
de ligacdo inespecifica baixos (X £ DP = 2,40 ¢ 0,351), de ligaczo espe-
cifica com excesso de anti-soro elevados (i + DP = 82,93 & 4,931) e pre-
cipitacio pelo TCA azi: . de 901 (X ¢ DP =94,80 # 3,75%); indicando serem
estas as fragoas formadas pela gastrina-125I pura e immorreativa. Es-
ta. foram misturadas e estocadas a -20°C para serem empregadas como tra-

¢adores nos radioiommoensaios.

As fragoes referentes ao primeiro e ao terceiro pico fornece
rar. valores de ligagdo inespecifica elevados (X = DP = 49,73 ¢ 9,945 e
35,04 + 27,23%), de ligagac especifica baixos (X + DP = 3,84 + 1,024 e
4,07 2 4,428). Com relagao as porcentagens de precipitagao pelo TCA ,
as fragdes do primeiro pico apresentaram un valor medio e respectivo des
vio padrao significativo 77,60 ¢ 4,82%, enquanto que as fragoes do ter -
ceiro pico apresentarar. um valor medio e respectivo desvio pacrao de

16,51 = 4,404,

As Figuras 6, 7 e § mostram, respectivamente, os eletrofore-

tograras das fragOes correspondentes a esses 3 picos obtidos na purifica



Tabela 6 - Resultados comparativos dos rendimentos obtidos nas
diversas radioiodagoes, estimados pela EGPA e pela

<

precipitagio com TCA.

. Radiolodacdo t EGPA $ TA
(N*)
1 53,90 41,08
2 57,05 46,80
3 74,34 ' 66,42
4 56,26 59,50
5 50,28 44,70
» 56,74 54,11
X + DP 58,00+ 8,35 52,10 £ 9,68

. . , . "
Saa bar .t it L"LF\G'.:. “UCL[vP\ISP IPE .
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que foram misturadas e estocadas a -20°C para serem usa-

das como tragador nos radioimmoensaios.




Tabela 7 - Resultados dos testes da imumorreatividade (3 de ligagao) e
pureza (% de precipitagao pelo TCA) das fragoes corresponden
tes aos picos mais significativos obtidos na purificagao de
gastrina-1251, resultante de seis diferentes radioiodagbes.

Pico Radioio- % de Ligagdo
dagao 1 TCA
(N?) Inespecifica  Especifica
(N%)
1 - - -
2 63,76 3,02 71,07
3 54,84 4,40 78,95
I 4 46,21 4,85 78,42
5 37,58 2,48 75,40
6 46,28 4,43 84,16

Xt DP 49,73 + 6,%4 3,84 ¢+ 1,02 77,60 + 4,82

1,72 73,60 95,06
2 2,36 88,16 87,58
3 2,64 83,59 97,30
I 4 2,65 85,25 97,96
5 2,45 84,00 9,22
6 2,56 83,00 94,70
X ¢ DP 2,40 £ 0,35 82,933 4,93 94,80 + 3,75
1 28,41 12,95 23,05
2 81,31 0,96 14,56
3 39,02 2,62 15,62
111 4 44,60 5,79 12,64
5 9,72 0,46 13,54
6 7,20 2,32 22,05

X : DP 35,04 + 27,23 4,07 + 4,42 16,91 + 4,49
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Figura 7 - Eletrofcretograma da fragao correspondente ao pico II ob

tido na purificagao da gastrina-125] em QAE-Sephadex A-25
0 valor da migragdo relativa do componente principal € in
dicado entre parenteses. A seta indica a posig@o do coran
te tragador, azul de bromofenol.
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Figura 8 - Eletroforctograma da fragdo correspondente ao pico III

obtido na purificagao da gastrina-125] em QAE-Sephadex
A-25. 0 valor da migragao relativa do componente prin-
cipal € indicado entre paréenteses. A seta indica a po-

sic30 do corante tragador, azul de bromofenol.



¢ao do hormonio marcado. O primeiro pico (Figura 6) inclui varios compo
nentes sendo que o principal apresentou um valor de-Rm médio e respecti-
vo padrao de 0,774 * 0,035 (Tabela 8). Os outros dois pi‘cos apresenta-
ram 1 tnico componente (Figuras 7 e 8) com valores médios de Rn de

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

3

Nesta tabela sao também apresentados os valores porcentuais
dos componentes dessas fragoes estimados com relagao @ radioatividade to

tal no gel.

Os valores rédios de pureza das fragoes do 2% pico, referen-
tes a gastrina-1251 pura e immorreativa, nio diferiram significativamen
te quando determinados pela precipitégio com TCA (94,30 &+ 3,75) ou pela
anilise em EGPA (97,26 + 1,48), p < 0,001.

3.2. DETERMINACAO DAS CONDICOES OTIMAS PARA O RADIOIMUNOENSAIO

3.2.1. OBTENCAO DO PLASMA ISENTO DE GASTRINA

A Figura 9 mostra a comparagao do deslocziento da gastri-
na-1251 pela gastrina padrao na presenga de dois plasmas submetidos a di
ferentes tratamentos para extragao da gastrina enddgena (adsorgio pelo

carvao e congelamento e descongelamento sucessivos).

Os valores de ligacdo inespecifica e especifica foram de
0,62 e 46,50% para o plasma tratado com carvao e de 2,17 e 26,37% para
o plasma submetido a diferentes temperaturas. Os valores de EDg, foram
de 8 e 14 pmol/1 quando determinados respectivamente nas curvas padrdo
construidas em plasma extraido com carvao e em plasma congelado-desconge
lado sucessivamente. Da mesma forma, os valores respéctivos de DMD, es-

timados pelo metodo descrito por Rodbardbz, foram de 0,4 e 1,6 pmol/1.



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

nas seis purificagoes quando analisados pela EGPA.

Pico  Radioiodagio

>m % EGPA
(N®) (N°)
1 - -
2 0,800 53,05
3 0,733 43,94
X 4 0,776 53,06
5 0,745 57,87
6 0,816 51,60
X & DP 0,774 * 0,035 51,90 = 5,04
1 1,028 95,81
2 0,973 98,39
3 0,980 97,99
I1 4 0,978 95,94
5 1,000 96,14
6 0,976 99,28
X ¢ DP 0,989 + 0,021 97,26 + 1,48
1 1,238 87,81
2 1,135 97,61
3 1,098 98,62
11 4 1,128 98,06
5 1,262 96,04
6 1,122 98,52
X ¢ DP 1,164 = 0,068 96,11 + 4,17
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Figura 9 - Comparagao de curvas padrao de radioimmoensaio realizadas em plas-
mas isentos de gastrina submetidos a extragao cor carvao (¢) e ao

congelamento e descongelamento sucessivos ().



3.2.2. DETERMINACAO DA OTIMA DILUICAO DO ANTI-SORO

Na Figura 10 pode-se observar a determinagio da otima dilui-
¢ao do anti-soro a ser utilizada nos ensaios realizados com determinado
tracador. Nestas condigoes a diluig3o que forneceu ligagao especi'fica
de 50%‘com a gastrina-1251 foi a de.1:22.500, fornecendo uma diluigdo fi
ral ou titulo de 1:180.000. A Tabela 9 apresenta os valores dos diferen

tes titulos obtidos com os seis tragadores preparados neste trabalho.

3.2.3. METODO DE SEPARACKO DO ENSAIO: DETERMINACKD DA  CONCENTRACXO

IDEAL DE CARVAO

A Figura 11 mostra o efeito da concentragao de carvao ativa-
do de diferentes procedencias (Sigma, Merck-Reinst e Merck Pro-Anaiysi )

recoberto com dextran e plasma na adsorgao da gastrina-!251 livre.

Como pode ser observado nesta figura, os trés carvoes apre-
sentaram resultados ruito similares. Determinou-se para os mesmos a con
centragao Otima da ordem de 25 mg/tubo, concentragdo baixo da qual a ad
sorgdo da gastrina-1251 livre € incormpleta e acima da qual a adsor¢do €
cor.stante.. Utilirou-se nos ensaios em plasma carvao Merck Pro-Analysi ,

disponivel em maior quantidade no laboratdrio.

A Figura 12 apresenta este mesmo teste para a  determinag3o
da concentragao de carvdo recoberto a ser empregada na separagao de en-
salos realizados em tampao. A concentrag@o ideal resultou ser novamente

a de 25 mg/tubo.

3.3. RADIODMUNOENSAIO I'E GASTRINA

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

padrao de radioimmoensaio de gastrina. No eixo das abcissas encontram-
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Figura 10 - Curva da deterrinag2o da diluigao otira do anti-soro realizada

cor. 0 tragador proveniente da 2% radioiodagao.



Tabela 9 - Titulos de anti-soro determinados

os seis diferentes tragadores,

com

Tragador Titulo do
(N?) 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 concentragdo do carvao recoberto, de diferentes proceden
cias , na separagdo da gastrina-1251 livre apds incubagao na presen
ga de plasma com excesso de anti-soro (A), com anti-soro na dilui-
¢ao de ensaio (B) e sem anti-soro (C); indicando a porcentagem de
gastrina~125] ligad: nessas condigoes. Carvao Sigma (o), Carvao
Marck-Reinst (s) e Carvao Merck Pro-Analysi (e).
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Figura 12 - Efeito das diferentes concentragoes do carvao Merck Pro-Analysi
recorberto, na separagao da gastrina-1251 livre apds incubag3o
em tampao com excesso de anti-soro (A), cor anti-scro na dilui
gao de ensaios (B) e sem anti-soro (C); indicanco z porcentagem
de gastrina-123] ligada nessas condigGes.



se as diferentes concentragoes de gastrina padrao expressas cam pmol/l
variando de zcro a 500 pmol/1, cnquanto no eixo das ‘ordenadas encontra-
se a porcentagem de ligagao da gastrina-!25 ao seu anticorpo. As cur-
vas padr2o obtidas com os diferentes trogadores tém apresentado  grarde
sensibilidade, ja que pequenos aumentos do padrao provocam grandes que-
das pesta ligagao. ‘

3.4. AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS DO TRACADOR

3.4.1. ESTABILIDADE

A Figura 13 rostra os eletroforetogramas da gastrina-125] pro
veniente da 52 radioiodac3o, quando submetida 3 EGPA a 7% apds 15, 30
60 e 90 dias de estocagem a -20°C. Todas as aliquotas mostraram valores
de Rm bem proximos e caracteristicos desta proteina assim como a presen-

¢a de cor onentes imicos sem liberagdo significativa de 1251 (Tabela 10).

O emprego deste tragado:r no decorrer desses reses de estoca-
gem € evidenciado na Figura 14, que apresenta curvas padrao comparativas
obtidas com o mesm. Na Tabela 11 sio apresentados conparativarente os
valores de ligac3o inespecifica, especifica, EDgg e IMD estimada pelo me
todo descrito por Rodbardcz. @nesmn@nms a estas curvas comparati-

Vas.

3.4.2. ATIVIDADE ESPECIFICA

A Tabela 12 apresenta os resultados de atividade especifica
da gastrina-125I obtida nas seis rad.ioiodac;ﬁes realizadas. Esta ativida
de variou de 62 a 307 uCi/ug. Considerando uma abudincia isotdpica de
1004 para o 1231 (17,2 Ci/mg)23 a atividade especifica correspondente 3

swstituicdo de 1 atomo de 1251 por molécula de gastrina  seria de
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ngra 13 - Eletroforetogramas obtidos com o tragador apas' 15 (A), 30 (B),

60 (C) e 90 dias (D) de estocagem a -20°C. As setas iridicam a
posigdo do corante tragador, azul de bromofenol.



Tabela 10 - Valores de Rn e de pureza do tra
gador apos 15, 30, 60 e 90 dias

de estocagem 2 -20%.

e

Tempo de
Estocagem Rm % EGPA
(dias)
15 1,000 96,14
30 1,000 95,19
60 0,974 96,03
90 1,000 94,52

Tabela 11 - Parametros relativos ds curvas padrio obtidas com o©

tragador apds 15,30,60 e 90 dias de estocagem a =20°C.

Tempo de
estocagem .
(dias) inespecifica  especifica (pmol/1) (peo1/1)

% Ligagao t Ligacio EDg) DD

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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Figure 14 - Curvas padrac obtidas com a gastrira-123] decorridos 15 (A),
30 (B), 60 (C) e 90 cias (D) apds seu preparo. A (e——e) ,
B(#—%),C (#——x) e D (a—»).



Tabela 12 - Valores de atividade especifica dos

seis tragadores preparados;

Tragador Atividade especifica
~®) (vCi/ug)
1 62
2 307
3 . 70
4 178
5 252

6 127




1025 wCi/ug. Como a atividade do 1251 ermpregado nas radioiodagoes foi
de 15 Ci/mg, seria esperada uma atividade especifica de 894 yCifpg para
a gastrina na sua forma monoiodada. Entretanto, os tragcadores obtidos
no presente estudo apresentaram atividade especifica variando de 62 a

307 wCi/ug, correspondendo a uma substituigao de 0,07 ate 0,30 atomos de

1251 por molécula de gastrina.

3.4.3. OOMPARACAD DO TRACADOR IPEN OOM O TRACADOR OOMERCIAL

O tragador IPEN preparado neste estudo apresentou porcentual
¢e pureza meis elevado do que o tragador importado quando subretidos a
EGPA, conforme pode ser observado nos valores apresentados na Tabela 13
e nos eletroforetogramas correspondentes (Figura 15), nos quais evidenci
arar~se valores de Rm caracteristicos da gastrina-1251. Nos eletrofore-
togramas pode-se observar apenas um componente principal com pequena libe
ragzo de 1251, que correspondeu a 5,78 a 23,74} de 125 livre para  os

tragadores IPEN e comercial, respectivamente.

Conluindo este estudo comparativo, a Figura 16 apresenta as
curvas obtidas quando realizados concomitantenente ensaios cox ambos Os
tragadores. Os valores  relativos a ligagac inespecifica, especifica,
EDgq e sensibilidade destas curvas sao apresentados na Tabela 14. As
concentragoes de diferentes amostras controle determinadas em ambos  ©s
ensaios estao expressas na Tabela 15. Como pode ser observado, os valo
res sao ber semelhantes quando empregado um ou outro tragador, apresen-
tanco wn coeficiente de correlagao linear de 0,9842, significativo para

p < €,001 (Figura 17).



Tabels 13 - Valores comparativos da pureza e Rm dos tragadores
(IPEN e comercial) quando submetidos a EGPA e pre-
cipitagao pelo TCA.

Trag: dor Rm % EGPA t TAA

IPEN 0,984 85,00 96,23

Comercial 1,000 65,80 75,38
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Figura 16 - Curvas padrao obtidas com os trajadores IPEN (—) e

comercial (----).
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Tabela 14 - Parimetros relativos 3s curvas pacrao obtidas com o

tragador IPEN e o comercial.

t Ligacao 1 Ligagao EDg DD
Tragador ' . *
inespecifica  especifica (pwl/l)  (pmol/l)
IPEN . 1,40 48,60 45 0,99
Comercial 7,30 45,90 40 0,80

Tabela 15 - Valores comparativos da concentragao de gastrina (pmol/1)
de amostras controle quando dosadas em curvas obtidas

com o tragador IPEN e com o comercial.

—— ——

Amostras controle '
. Tragador IPEN Tragador Comercial

)
1 7 11
2 | 16 19
3 19 26
4 40 45
S 48 49
6 | 75 75

7 100 125

1]
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Figura 17 - Estudo dacorrelagao dos valores de gastrinemia de amostras controle
quando dosadas em ensaios realizados com os tragadores IPEN e comer
cial. A reta que melhor se ajusta € a definida pela equagao
y = 1,1444X + 0,1425.
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3.5.1. ESPECIFICIDADE

0s valores de gastrinemia de uma amostra com elevado teor de
gastrina subretida a diferentes diluigOes sio apresenta;]os na Tabela 16.
Estes valores, quando multiplicados pelo fator de diluig3o forneceram re
sul tados bem semelhantes como se pode observar na Tabela 17. Observou-se
coeficiente de correlagao linear de 0,9842, significante para p < 0,01en
tre os volures de amostra empregados e as concentragoes de gastrina de-
terminadas (Figura 18). A Figura 19 exibe uma curva padrdo tipica do ra
dioimmnoensaio de gastrina indicando que os pontos correspondentes as a-
rostras dilufdas, superpuseram-se 3 curva construfda com a gastrina hum

na padrao sintética.

3.5.2. EXATIDAO

0 estudo da exatiddo desta tecnica revelou recuperagbes de
solugdes de hormonio padrao adicionada a uma mistura de soros com  teor
de gastrina conhecido (17,50 pmol/1) variando de 81,84 a 100,00% (Tabela
18). O coeficiente de correlagao determinado entre as concentragoes de
gastrina padrao adicionadas e aquelas de hormonio recuperado foi  de

0,9820 sendo significativo para p < 0,001 (Figura 20).

3.5.3. PRECISAQ

A Tabela 19 exibe os valores do teste da precisao intra-en-
saio, em que foram dosadas mum mesmo ensaio 25 replicatas de amostras
cor: teores de gastrina alto, medio e baixo. Os coeficientes de variagdo

fora: de 6,70, 3,59 e 11,86%, respectivamente.

Na Tabela 20 s3o apresentados os resultados das dosagens de
amstras controle em 12 ensaios consecutivos, realizados com diferentes

tragadores. Na Tabela 21 sac expressos os resultados das dosagens de ou



Tabela 16 - Valores da gastrinemia de uma amostra_ com elevado

teor de gastrina, submetida a diferentes diluigoes.

Concentracao de gastrina na amostra (pmol/1)

Diluida Diluida Diluida Diluida Diluida
3:4 1:2 1:4 1:8 1:20
115 91 36 23 10
113 91 38 19 9
116 90 35 22 8
113 75 37 20 10
121 72 41 17 9
110 85 . 41 20 11

94 88 40 20 9
124 93 37 20 7
123 107 37 21 9
121 95 40 21 8

X+pp 115,00 8,77 88,70¢9,92 38,20+2,15 20,30:1,64 9,00¢1,15

c.v. 7,62% 11,19 % 5,63 % 8,06 12,78 §

F— —




Tabela 17 - Concentragoes obtidas em cinco diferentes diluigoes de

uma arostra ccm elevado teor de gastrina.

LY

Concentragao de
Volure da Concentragao fi -
Fator de gastrina na T
amostra . nal de gastrina
diluicao amostra diluida
(D)) (pmol/1)
(pmol/1)
150 3:4 115,00 153,33
100 1:2 88,70 177,40
50 1:4 38,20 152,80
25 1:8 20,30 162,40
10 1:20 9,00 120,00

X2 DP = 165,19 12,94
C.V. = 7,84 §
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Figura 1§ - Efeito da diluigdo sobre a concentrasio enddgena de gastrina. A re-
ta que melhor se ajusta e a definida pela equagao y = 0,7874X +
1,4820 com um coeficiente de correla;ao significante de (p< 0,01).
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Figura 19 - Efeito da diluigdo da amostra comparado ‘a curva padrao
de gastrina.
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Tabela 18 - Concentragoes obtidas na prova de recuperagao da gas
“trina, adicionando quantidades crescentes deste hormo-

nio a uma amostra de gastrinemia conhecida (17,50 pmol/1),

Gastrina Gastrina - Gastrina
adicionada determinada r::cuperada
(pmol/1) (pmol/1) (pmol/1) (porcentual)
' & + DP X 2 P

- 17,50 ¢+ 0,53 - -

|3 22,50+ 0,97 5,00+ 0,97 100,00 + 19,46
10 26,50+ 0,71 9,0+ 0,71 90,00¢ 7,10
25 38,30+ 1,57 20,80+ 1,57 83,20+ 6,28
35 4910+ 318 31,60+ 318 90,29¢ 9,09
50 65,80 + 3,08 48,30+ 3,08 96,60+ 6,16
75 83,10 + 3,96 65,60 + 3,96 . 87,47 ’: 5,28
100 101,00 + 8,65 83,50: 8,65 83,50 ¢ 8,65

125 118,80 + 13,78 101,30 + 13,78 81,04 * 11,02
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Figura 20 - Estudo da recuperagao da gastrina padrao adicionada 2 uma mistura de
soros de gastrinemia conhecida. A reta que melhor se ziusta € a defi-
nida pela equagao y = 0,8133X + 2,43C]1 com um coeficiente de correla-
¢ao significante de (p ¢ 0,001).



Tabela 19 - Valores da concentracao de gastrina das amostras

controle com teor alto, médio e baixo, determi-

nados num mesmo €nsaio.

Controle alto Controle medio Controle baixo
(pmol /1) (pmol/1) (pmol/1)
74 27 ‘ 7
89 26 6
79 27 4
84 25 6
83 27 6
76 - 24 5
87 25 7
86 26 5
83 26 6
86 on 5
75 26 5
81 25 6
80 27 6
77 27. 6
79 26 5
75 26 6
79 26 6
78 25 5
77 26 6
86 27 6
89 25 5
71 25 6
75 25 6
88 26 6
73 25 6

X+DP 80,40 + 5,38 25,7 + 0,92 5,72 + 0,68

c.v. 6,704 - 3,594 11,76%




Tabela 20 - Vasores de gastrinemia (pmol/1), relativos ao estudo

gadores.

da precisao inter-ensaio realizado com diversos tra-

A —

~—a

Tragador ' . Controle
Controle alto Controle medio
(N?) baixo
1 78 25 5,66"
73 29 4
2 72 28 5
54 20 3
3 55 21 2
73 34 1,617
42 21 1,39"
4 56 3 0,78"
63 .22 - 0,48°
48 25 1,82°
42 23 0,70"
5
X ¢ DP 59,64 & 12,97 24,91+ 4,64 -
c.vV. 21,754 18,63

As concentragoes seguidas de asterisco indicam o valor da IMD
de cada ensaio.

——

S—



Tabela 21 - Valores de gastrinemia (pmol/l1) relativos

ao estudo da precisao inter-ensaio reali-

zado com 0 tragador proveniente da 62 ra-

dioiodagao.

N? de Controle Controle Controle
ensaio alto medio 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 ¢ €,31 29,80 : 0,84 7,00 £ 0,71
C.V. 8,13% 2,81% 10,10%




tras amostras controle em cinco ensaios consecutivos, empregando um uni-

co tragador.

Pode-se cbservar pela apreciagao destas tabelas que a preci-
sao intra e inter-ensaio € maior na determinagdo de niveis médios de gas

trina, em torno de 30 pmol/l1.

3.5.4. SENSIBILIDADE

A Tabela 22 apresenta os valores comparativos da sensibilida
de dos ensaios, expressa pelo DMD quando calculada pelos dois metodos des

critos no item 2.6.4.

Cabe destacar a elevada sensibilidade deste radioimmoensaio
que se manteve em todos os ensaios realizados com os diferentes tragado-

TCS.

0 coeficiente de correlagao linear entre os valores de IMD
calculados por um ou outro método foi de 0,8993, significante para
p < 0,001, seado y = 1,1834x+ 1,0720 a equagao que define a reta.

3.6. APLICACAO CLINICA

3.6.1. DETERMINAGAO DA CONCENTRACRD DE GASTRINA EM AMDSTRAS DE SORD
0U PLASMA

Na Tabela 23 sao apresentadas as concentragoes de  gastrima
determinadas no soro e no plasma dos 23 individuos normais analisados .
Apesay de terem sico observados valores mais elevados no soro, estas di-

ferengas nio foram estatisticamente significantes para p < 0,05.
[ §

Esta semelhanca na deteminagio dos niveis de gastrina em um

ou outro fluido foi observada em individuos com teores hormonais que va-



Tabela 22 - Valores de dose minima detectavel determi
nados com os diferentes tragadores e cal-
culados de acordo com os métodos descri-

tos por Rodbard (Metodo I) e Albuguerque

(Método II).
Tragador DMD (pmol/1)
(N%) Metodo I Método 11
3,20 2,20
1 ‘ 7.83 9,00
1,74 9,80
0,90 1,60
2 0,89 2,20
0,70 1,40
3,83 8,60
3 1,65 4,20
4,48 8,80
0,74 2,40
1,61 3,40
1,39 4,00
4 1,80 3,80
0,78 2,80
0,48 2,40

1,82 2,40




Tragador IMD (pmol/1) .
(N9) Mctodo 1 Metodo 11
6,70 1,40
0,45 1,40
0,52 1,60
0,78 0,80
5
0,41 1,60
0,66 1,40
1,14 2,00
1,29 1,40
0,90 2,60
0,33 1,80
6
0,82 1,40
0,99 1,40

Fwve



Tabcla 23 - Valores da concentragao de gastrina determi-

nados no soro € no plasma.

Gastrina (pmol /1)

Individuos
Soro Plasma
A.V. 12 10
AN, 77 75
C.M. 7 6
C.S. 14 14
E.A. 12 8
E.B. 18 16
G.P. 12 12
I.A. 150 150
I.C. S 4
I.S. 34 27
K.0. 4 3
L.E. 6 5
L.H. ?8 26
M.B. 11 9
N.F. 10 9
0.K. 6 3
0.R. 13 18
P.B. 11 8
R.A. 23 20
T.A. 20 14
T.C. 11 11
V.B. 7 7
Y.M. 9 7

X2 EPM 21,74 ¢ 6,64 20,12 & 6,66




riaram de 3 (individuo K.0.) a 150 pmol/1 (individuo I.A.).

3.6.2. DETERMINACAO DA GASTRINA EM INDIVIDUOS NOR¥AIS E EM PORTADO-
KS DE DIFERENTES AFECCDES

A Figura 21 ilustra os intervalos da gastrinemia de jejum
dos seis grupos de individuos estudados. Os valores individuais bem co-
mo os valores de média * erro padrao da media e as respectivas medianas

estao expressos nas Tabelas 24 a 28.

As concentragoes de gastrina determinadas nos grupos corres-
pondentes aos individuos gastrectomizados, chagasicos, anemicos e nefro-
patas foram estatisticamente diferentes daqueles encontrados no grupo dos

A ]
individuos normais.

As diferengas foram significantes para p < 0,001 en todos os
grupos con excecao do chagasico, no qual as diferengas foram significan-

tes para p <0,05.
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Figura 21 - Niveis circulantes de gastrina, em condigbes de jejum, determinados

em individuos normais, gastrectomizados, chagasicos, portadores de
anemia perniciosa, insuficiencia renal cronica e sindrome de Zollin
ger-Ellison, indicando o valor da mediana de cada grupo. As mulhe-
res sao representadas por (=) e os homens por (+).



Tabela 24 - Valores de gastrinemia dos

individuos normais.

Gastrina
Individuo
(pmo1/1)
A.0. 12
A.R. 47
A.S. 13
AV, 12
B.C. 2
C.F. 3
C.k. 7
Co. 3
C.S. 14
D.S. 12
E.A. 12
E.B. 18
E.P. 2t
E.S. . 7
R 13
G.F. 33
G.P. S
HM. 42
I.C. 3
I.M. 4
I.S. 34
J.A. 45
J.B. 12
J.C. 10

J.G. 8



Gastrina
Individuo
(pmo1/1)
JJ. 25
J.N. 6
J.R. 40
J.S. 47
J.U. 53
J.z. 6
K.0. 4
L.A. 7
L.C. 9
L.E. 6
L.G. 14
L.H. 28
L.N. 8
L.Q. 7
M.B, 11
M.C. 14
M.D. 3
M.F. 7
M.H, 5
M.P, 4
M.R. 14
M.S. 7
N.A. 42
N.F. 10
0.G. 3
O.H. 74
0.X. 6
O.R. 13

i,



Gastrina
Individuo
(pmol/1)
P.B. 11
P.C. 24
P.R. 34
R.A. 23
R.M. 12
S.E. 6
S.S. 25
T.A. 20
T.C. 11
V.B. 7
Y.M. 9
X 2 EPM 16,45 ¢ 2,06
Med 11,50

82.



Tabela 25 - Valorss de gastrinemia dos

individuos gastrectomizados.

Individuwo Gastrina

(pmol/1)
A.C. 8
C.S. 1
D.S. 4
G.M. 4
H.B. 1
J.A. 1
J.F. 7
J.J. 1
J.S. 4
J.V. 1
M.F. 4
M.S. 2
N.S. . 3
S.S. 1

X + EM 3,00 0,80

Med 2,50

o aavare—— S ——————




Tabela 26 - Valores de gastrinemia dos

individuos chagasicos.

—
—

Individuo Castrina
(pmol/1)

A.E. 220
A.F. 25
AM. 6
B.F. 9
C.A. 7
Cc.D. 7
C.M. 7
D.R. 9
E.M. 7
G.R. 73
1.R. 9
1.S. 4
J.A. 45
J.D. 26
J.E. 18
J.G. 29
J.M. 8
J.N. 261
J.R. . 74
J.S.. 34
J.U. 124
M.R. 65
N.B. 18
N.N. 9
S.A. 8
v.C. 11
V.G. 13
X + EPM 43,07 ¢ 12,26
Med 21,70

e ____]



Tabela 27 - Valores de gastrinemia dos indivi-

duos portadores de anemia perniciosa.

Gastrina
Individuo
(pmo1/1)
A.E. 160
G.F. 480
J.P. 680
J.S. 182
T.C. 450
X + EPM 390,40 + 174,59

Med 457,00




Tabela 28 - Valores de gastrinemia dos
individuos refropatas.

Gastrina
Individuwo
(pmol /1)

B.P. 350
c.C. 55
C.M. 180
C.V. 170
D.B. 56
‘F.S. S 72
I.L. 35
J.s. 12
L.C. 22
L.P. 290
M.D. 94
M.S. BT
R.B. 40

X 2 EPM 107,15 ¢ 29,72

Med 54,63
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4, DISOUSSAD

4.1. PREPARO E CONTROLE DE QUALIDADE DO TRACADOR

Entre os metodos universalmente empregados para radioiodag3o
de hormonios gastrointestinais encontra-se o da Cloramina T5‘13‘33, des-
crito por HUNTER € GREENWOOD €m 19624, A gastrina, com outros pepti-
deos gastrointestinais, tem sido iodada com esta tcnica conforme descri

to na literatura lnr diversos aUtores7‘46 .64.65.68,82.

O antigeno empregado na marcagao deve ser extremamente  pu-

1'04'32‘80 a fim de permitir o preparo de um tragador adequado para Seu
uso em radioimmoensaio. A gastrina fria empregada neste trabalho, quan

do submetida a EGPA por ocasiao da sua primeira radioiodag@ao, mostrou um
imico componen& (Flgura 3), sendo confirmado portanto o elevado grau de
pureza deste hormonio. Seu valor dz migragao relativa no gel foi eleva-
do (0,848), provavelmente por causa dos multiplos residuos de acido glu-
tamico presentes na molécula, os quais lhe conferem forte carater negati

vo'o,

Devido ao seu pequeno tamanho, este hormonio apos ter sido
submetido @s diferentes radioiodacGes teve seu valor de Rm aumentado pe-
la forte eletronegatividade que lhe foi atribuida pela incorporagao do
atomo de 22°I em sua molecula, apresentando ‘lvalor médio de 1,016. Conse
qUentemente, seus valores de Rm foram muito proximos aos do 12°1 (valor
medio de 1,124), o qual, conforme ja observado em nossos laboratorios em

12

outros experimentos <, migra um pouco mais a frente do corante tragador.

O rendimento das diferentes radioiodagbes quando avaliado pe
1a EGPA ou pela precipitag2o com TCA forneceu resultados estatisticamen-

te sirilares, permitindo a determinagao do rendimento pela precipitagdo



com TCA, que € um metodo ben mis sirples e rapido do que a EGPA.

GANGQULI e HLN'I‘ER24 prepararam gastrina radioiodada com rendi

mentos da ordem de 40 a 551, enquanto que STADIL e REHFELD®®  obtiveram
rendimentos maiores, variando de 71 a 82%; WALSH' refere-se a rendimen-
tos inferiores a 301 embora algumas vezes atinjam o valor de 80%. No
presente estudo, os rendimentos foram da ordem de 503 (Tabela 6).

A purificacao da gastrina-!2%] por cromatografia de troca io
nica & citada por algms autores como sendo o melhor mStodo para a obten
¢ao de tragadores monoiodados de elevada atividade especfficas'“‘ﬂ'n.
Nas purificagoes realizadas neste trabalho observa-se que apenas as fra-
¢oes do segundo pico eram formadas pela gastrina pura (valor medio de
94,80% de precipita;'éo pelo TCA) e immorreativa; exibindo elevada liga-

¢a0 especifica com excesso de ~nticorpo (valor medio de 82,93%)

As fragoes relativas ao primeiro piiu, c.o0ra ndo apresentas
sem ligac@o especifica com o anticorpo (valor medio de 3,84%), acusaram
na precipitagdo pelo TCA a presenga de proteina que nio a gastrina-323]
(valor médio de 77,60%), muito provavelmente a SAB presente a 1% mo tam-

pao de eluigdo, que carregaria parte do 12°1 livre.

As fragoes do :erceiro pico, as Gltimas a serem desadsorvi-
das da matriz de QAE-Sephadex pela troca com os ions cloro do tampao de
eluigdo, eram compostas pelo !%4°I livre proﬁriamente dito, o que foi con
firmado pela semelhanca do valor obtido na precipitagdo pelo TCA (valor
medio de 16,91%) com o valor revelado nas mesmas condigoes por uma amos-

tra de 3431 livre (7,68%).

Ainda com relagao a identificagao destes picos, sua analise
pela EGPA, confirmou ser o primeiro pico a SAB e serem o segundo e ter-
ceiro picos constituidos pela gastrina-!#>I e pelo #%°] livre, respecti-

vamente. O primeiro pico, quando submetido a EGPA apresentou um compo-



nente principal com valor medio de Rm de §,774, concorde com o valor de

Rm da SAB descrito nma literaturaﬁ.

Os valores de Rm do segundo e terceiro picos (valores médios .
de 0,989 e 1,164, respectivamente) concordam com aqueles determinados
nas aliquotas do hormonio marcado nao purificado, referentes a gastri-

na-125] e ao 1251 livre (valores médios de 1,016 e 1,124, respectivamen-

te).

Os valores porcentuais de distribui¢ao de gastrina-1251 mo
gel de poliacrilamida acima de 95%, confirmam sua elevada pureza. Os va
lores de pureza dos tragadores quando estimados pela EGPA ou pela preci-
pitacao com TCA foram estatisticamente semelhantes, facultando novamente
o erprego desta tltima técnica, ben mais simples e menos dispendiosa do
que a EGPA. | . | - B

No que diz respeito a estabilidade do tragador, cumpre sali
entar sua elevada pureza, mantidz mesmo apos 3 meses de estocagem a
-20°C. Nesse pariodo o tragador apresentou pequena liberagao de 1251 e
conservcu seus valores de Rm carac ceristicos, sendo portanto desnecessa-

ria qualquer adicional purificagao.

De conformidade com o descrito na literatura>s durante a es-
tocagem do tragador ocorre perda de sua inmorreatividade, manifestada
pela diminuicdo gradual de sua ligacao e mﬁor inclinagdo da curva pa-
drio com ele obtida, alteragOes estas decorrentes de sua possivel degra-

dagao.

As curvas padrao obtidas com o tragador apds este periodo de
estocagem mostraram-se paralelas (Figura 14), sendo que os valores de 1i
gacdo inespecifica mantiveram-se praticamente inalterados, variando de

1,46 a 2,304, bem como os da ligagdo especifica que oscilaram de 50,21 a



he N.

52,45%. Os valores de EDgy também n3o sofreram variagdo significativa a
pos o tempo de estocagem (variando de 24 a 33 pml/1).

A sensibilidade dos ensaios realizados com este tragador tam
bém permaneceu inalterada conforme revela a analise dos valores de IMD

apresentados na Tabela 11.

Todos estes valores confirmam portanto a qualidade deste tra
¢ador.

McQUIGAN e mma“ aconselham preparar gastrina radioiodada,

73

cada 60 dias aproximadamente, enquanto STADIL e RenFeD%® e WALSH'S ob-

servaram que este tragador mantem sua integridade immologica por perio-

65 referem-se inclusive a 3 me-

dos superiores a 2 meses; RUSSEL e cols.
ses. A estabilidade do tragador preparado meste trabalho esta plenamen-
te de acordo com o descrito na literatura anteriormente, compreendendo in

clusive o maior periodo de estocagem.

A atividade especifica da gastrina-125] constitui também um
parametro de muita importancia para sua anilise. Conforme ja mencionada,
a atividade especifica ecperada para a gastrina monoiodada  seria de
894 1Ci/ug, no entanto, aquela atividade especifica determinada para os
seis tragadores aqui preparados oscilou entre 62 e 307 yCi/ug (Tabela
12). Esta variagao pode ser explicada pelo tempo muito curto de exposi-
¢20 do peptideo & Cloramina T (dez segundosi , que dificulta o controle
da reagao. Valores um pouco mais elevados foram obtidos por STADIL e
REKFELD®®, variando de 220 & 605 uCi/ug com média de 335 wCi/ug: McGUIGW
e ’o\’()l.FE46 descrevem valores entre 300 e 400 vCi/ug; RUSSELL e c':ols.65 ob
tiveran um valor médio de 500 uCi/ug e GANGULI e HUNTER? obtiveram gas-

trina radioicdada com atividade especifica media de 594 uCi/uz, no atin

gindo também o valor esperado para a gastrina monoiodada,

Embora a atividade especifica desejada fosse aquela descrita



Jhe

para a gastrina monviodada, na pratica atividades especificas  meneres
520 ate mesmo preferidas, ja que a presenga de menor quantidade de 1251
por molécula de peptideo pode inclusive favorecer uma maior estabilidade
do tragador, dado o menor dano causado na molécula pelo radioisotopo 3
HUNTER™S postula inclusive, que tragadores com atividade especifica me-
nor podem ser perfeitamente aceitaveis nao apresentando perda de immor-

reatividade. GANGULI e HI.N'II-;R24

também nao observaram alteragdes na imu
norreatividade de tragadores obtidos com substitui¢ao de ate 1 atomo de

125] por molécula de gastrina.

No presente trabalho, apenas os tragadores de n® 1 e 3 apre-
sentaram valores de atividade especifica muito baixos (62 e 70 yCi/ug res
pectivamente), correspondendo a substituicao de 0,07 e 0,08 itoms_ de
1251 por molécula de gastrina. Esses tragadores foram tarbém menos imu-
norreativos (titulos de anti-soro de 1:32.000 e. 1:88.000, respectivamen-
te) e forneceram curvas padrao pouco scnsiveis, apresentando os valores

de IMD mais elevados (Tabela 22).

Os demais tragadores, com atividzde especifica mais elevada,
se apresentaram mais imumorreativos e permitiram a obtengao de curvas pa

drao miito sensiveis, conforme evidenciado pelos seus valores de DMD.

A oportunidade de poder comparar o tragador preparadc neste
trabalho com aquele formecido por um conjunto diagndstico comercial foi
de grande importancia para o estudo referente ao controle de qualidade
do tragador. Quando analisados pela EGPA, o tragador preparado mo IPEN
apresentou maior grau de pureza do que o comercial, conforme valores a-
presentados na Tabela 13, Armbos os tragadores mostraram aparecimento de
1251 em consequencia de seu terpo de estocagem, sendo que a liberagao de

1251 pelo tragador comercial foi bem maior (Figura 15).

0 maicr grau de pureza do tragador IPEN foi ainda confirmado



pelo valor de ligacao inespecifica obtido mo ensaio com ele rcalizado,
valor este inferior aquele obtido com o tragador comercial (Tabela 14) .
Além disso, os valores de ligagao especifica, EDg, e IMD,” determinados
nos ensaios, foram bem semelhantes quando empregado um ou outro traga-

dor.

A grarde semelhanga das concentragoes de gastrina das amos-
tras controle dosadas nos ensaios realizados conm ou outro tragador.corro
bora tarbém a adequacao do uso do tragador aqui preparado no radioimmo-
ensaio de gastrina. Conforme pode ser observado na Tabela 15, as dife-
rengas existentes nao foram significantes e determinou-se uma correlagao
linear entre os diferentes valores com coeficiente de correlagdo signifi
cativo (p < €,001). As pequenas diferencas aumentaram ligeiramente nos
vazlores extremos, variagao esfa merente i régiaes‘ extrimas da curva e

ja observada na literatur. 61,

4.2. DETERMINACRO DAS OONDIQDES GTIMAS PARA O RADIOwNOENSAIO E CONTRO-
LE DE SUA QUALIDADE

Sendo a identidade de condigoes entre o hormonio padrdo e as
amostras desconhecidas,requisito indispensavel para a realizagio de wm
radioimmoensaio especifico e preciso, tormou-se necessario o preparo de
plasma isento de gastrina endogena para dissQI\'er a gastrina padrao, que
estaria ent3ao em condigoes semelhantes aquelas das amostras sanguineas a

14,29,81

serem dosadas . Erbora alguns autores tivessem empregado a croma

tografia de afinidade para a obtengio deste plasxr.a64 65

, 0alto custo
desta técnica justificou a procura de outros métodos menos dispéndiosos
como a adsorgao da gastrina ao carvdo. Este metodo, embora nido scja se-
letivo para a gastrina, ja que junto dela o carvic também adsorve outras
substancias de baixo pelo mo]ecular“. tem sido indicado por alguns auto

res?? 81 como sendo um mEtodo adequado e alternativo para a obtengdo de
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plasma isento de peptideos de baixo peso molecular.

O tratamento do plasma velho de Banco de Sangue com  carvio
foi também comparado ao tratamento por congelamento e descc.mgelanento su-
cessivos. Apesar de outros autores terem obtido melhores resultados com
esse tratamento no preparo de plasma isento de glucagonls. 0 mesmo nao
ocorreu no preparo de plasma isento de gastrina. Conforme observado na
Figura 9, a curva padrao preparada com este plasma apresentou menores va-

lores porcentuais de ligagao do tragador ao anticorpo, indicando a presen

¢a de gastrina fria no meio de incubagdo, além da gastrina padrio.

A escolha do carvao como método de separagdo do radioimmoen
saio € justificada pela praticabilidade e reprodutibilidade do métodg, bem
como pela facil obtengdo e baixo custo dos recgentes. O carvao empregado
foi serpre recoberto com dextran e plasma velho de Banco de Sangue a fim
de assegurar seu efeito de peneira molecular,para a adsor¢ao da fragdo li

vre do radioimunoensaio30 51

. 0 uso de carvao na separagao da gastrina
livre daquela ligada ao anticorpo ja foi realizado com exito por RUSSELL

e cols®® e por SGIRIMPF e SANDE,

Observando a Figura 11, podé-se riotar que praticamente nio
houve diferenga entre os diferentes carvoes analisados. Além disso, a8
concentragao ideal para a separagdc de ensaios realizados em plasma  ou
tampao foi a mesma (25 mg/tubo), O fato ce neste Gltimo ensaio (Figura
12), a ligagdo do tragador com excesso de anti-soro nio apresentar queda
significativa com o aumento de concentragdo do carvdo,é devido ao anti-so
T em excesso ligar toda a gastrina-12°I disponivel, nio havendo portanto

gastrina-12°] para ser adsorvida por qualquer quantidade de carvao.

A cuidadosa determinagdo de todas as condigOes prévias ao de-
senvolvirento de um radioimmoensaio possibilitou a obtengdo de curvas pa

drao sensiveis, conforme exemplificado na Figura 2, onde pequenos aumen-



tos na concentragdo-de hormonio padrdo provocaram quedas significativas
na ligagao da gastrina-12°I ao seu anticorpo. O intervalo da concentraao
de gastrina desta curva (de zero a 500 pmol/l) permitiu‘a dosagem deste
hormonio em individuos normais bem como naqueles com alteragoes da gastri

nemia.

0 radioimmoensaio de gastrina, como qualquer outra técnica
laboratorial, foi submetido a um controle de qualidade, realizado  apos
seu total desenvolvimento e padronizagdo, visando garantir ao longo do
tempo a qualidade dos reagentes empregados bem como a perfeita execugao
da seqllencia operacionaln'40. 0 principal proposito deste controle foi
portanto a detecgao de alguma irregularidade na execugdo técnica, sendo
sua realizag@o indispensavel para a validagio do método bem como de seus

requ.t:ados11 61 .

Tradicionalmente, o controle de qualidade € realizado pela a-
nalise dos seguintes parametros: especificidade, exatiddo, precisdao e sen

sibilidade do radioimnwensaioz’n'n'”.

Em relagao a especificidade do método, os valores da concen-
tracao de gastrina detemminados na am‘ostra diluida,foram muito semelhan-
tes quando rultiplicados pelos respectivos fatores de diluigdo, apresen-
tando C.V. de 7,84% (Tabela 17), A existencia de correlagao significati-
va entre o fator de diluigao da amostra analisada e a gastrineria determi
nada (p < 0,01) confirma a especificidade deste radioimmoensaio (Figu-
ra 18).

Além disso, a superposigdo dos pontos referentes s diferen-
tes diluigOes da amostra contendo elevado teor endogeno de gastrina com
os da curva padrao construida a partir da gastrina humana sintética (Figu
ra 19) permitiu verificar a identica immorreatividade de ambas as gastri

nas (endogena e padrao), condigdo esta essencial para todo racioimmoen-

saio.



YALOW e BERSONSZ bem como SGRUMPF e SAND®® j3 haviam anali-
sado este parametro do radioimmoensaio de gastrina por eles desenvolvi
dos, sendo os resultados aqui apresentados concordes com aqueles descri-

tos por ~sses autores.

0 teste da exatidio do método apresentou tarbém srrelagao
linear significativa entre as quantidades de gastrina adicionada e aque-
1a recuperada (p < 0,001). Esta recuperagao oscilou de 100,00% para a
concentragdo mais baixa a 81,84% para a concentracao mais elevada apre-
sentando valores intermediarios a estes para as demais concentragdes (Ta
bela 18). Estes valores de recuperagdo estdo de acordo com os ja descri

tos por SCHRUMPF e SA‘\'D66 para o radioimmoensaio de gastrina e com o©s

descritos por BOR®HI e cols.ls. HIGA%! e DOMINGUESY? para os radioimumo-
ensajos de glucagon, hormonio de crescimento e de somatomedina B, respec

tivacente.

No estudo da reprodutibilidade intra-ensaio obtiveram-se va-
lores perfeitamente aceitaveis de C.V. para os trés riveis (Tabela 19) ,
valor:s estes que variaram de 3,53% para o nivel médio (aproximadamente

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

No que diz respeito a reprodutibilidade inter-ensaio, quando
foram realizados ensaios com diversos tragadores obtiveram-se valores de
C.V. elevados, nio sendo possivel estimar o C.V. da amostra com teor de
gastrina baixo, cujas concentragoes apresentaram-se inferiores aos valo-
res da DD dos respectivos radioimmoensaios (Tabela 20). Esta maior va
riagdo entre as concentragOes estimadas é devida a uma provavel degrada
¢30 da gastrina presente nas amostras controle que, por n3o terem sido
separadas em aliquotas, foram submetidas a descongelamentos e congelamen

tos sucessivos por ocasizo de cada ensaio.

Entretanto, quando outras amostras controle, previamente se-
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paradas em aliquotas, foram dosadas em ensaios consecutivos realizados
com um tnico tragador, os valores de C.V. das concentragocs dessas amos-
tras foram semelhantes aqueles descritos no estudo da precisao intra-en-
saio (Tabela 21). Constatou-se portanto a precisao elevada das estimati
vas realizadas a partir deste radioimmoensaio. Esta precisdo € plenamn
te concorde com a descrita por outros autor:s para o radioimunoensaiodes

te mesmo horm'dnio46 65 '66'70'82.

A grande sensibilidade do radioimumoensaio por nds desenvol-
vido € evidenciada pelos valores do limite de detecgao dos e saios, que
com excegao daqucles realizados com os tragadores de atividade especifi-
ca mais baixa (de n? 1 e 3), apresentaram valores de I'MD da ordem de
1 pmol/1 (Tabela 22°. Apesar de ser reconhecilo que diminuindo a ativi-
dade especifica do iragador pode se diminuir a sensibilidade do ensaio ,
o tempo diminuto da reag@o de radioicdagio impediu que a atividade espe-
cifica fosse melhor controlada contr:buindo para a menor sensibilidade

¢7; ensaios realizados com esses ¢yis tre adores.

Existe indiscutivel paralelismo entre ambos os metodos erpre
gados no calculo da dose minima detectavel, embora aquele descrito por

RODBARD& tenha estimado doses menores. ROSENQUIST e WALSH64 descrevem

limites de detecgao inferiores z 0,5 pmol/l enquanto RUSSELL e cols.5®

deterrinaram valores de IMU da ordem de 2 prol/l1.

Pode-se concluir portanto, que o radioimunocensaio de gastri-
na desenvolvido apresentou especificidade, exatidao, precisao e sensibi
lidade elevadas permitindo a realizagdo de ensaios e a obtengao de resul

tados validos.,

A validade deste radioimmoensaio foi ainda confirmada por
sua splicagao na determinag@o da gastrinemia em individuos normais e por

tadores de diferentes afecgOes.



A inexistencia de diferenga estatisticamente  significante
entre os valores de gastrinemia quando determinada no soro ou no plasma
de individuos normais,indica a possibilidade de se empreg r indistintamen

te qualquer um .esses meios bioldgicos parz o radioimmoensaio.

Entretanto, alguns autores como WALSH! & MCGUIGAN e
T:.UDEAU45 haviam alertadc para possiveis problemas no ensaio de gastrina
causados p:la presen-a de hepari-a, optando pelo emprego de soro. Apesar
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disso, outros autores como RUSSELL e cols. - padronizaram seu radioimumo-

ensaio empregando sempre plasma.

Tendo em vista a falta de unif rnidade entre os autores e a
irrelevancia das diferengas existentes entre as duas determinagbes do pon
to de vista estatistico e clinico, pode-se concluir que tanto o soro quan
to o plasma s3o perfeitamente adequados para a determinagao da gastrine-

nia por radioimmoensaio.

Os valores da gastrinemia de jejum determinados mos  indivi-
duos normais (variando de 2 a 74 pmol/1; valor médio e respectivo €erro

padrao da media de 16,45 + 2,06 pmol/1) s3o concordes com os apresentados

n

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

formas de gastrina e reage de forma :c selhante ao anticorpo 1611 emprega-
do no presente trabalho“. STADIL e REI{FELD69 bem coro YALOW e BE.RSON82
descrevem valores de gastrinemiz normal comprendidos entre zero e
95 pmol/1 empregando anticorpos dirigidos contra a porgi» C-terminal , en-
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quanto que RUSSELL e cols. - utilizando o anticorpo RCS 8 obtiveram um

valor médio e respectivo desvio padrdo de 12,80 + 1,50 pmol/1.

Como era de esperar, o grupo gastrectorizado apresentou ni-
veis de gastrina muito baixos (variando de 1 a 8 pmol/1, valor médio e
respectivo erro padrao de media de 3 : 0,80 pmol/1), coafirmando portanto

a remogdo das células G antrais e duwdenais’°.



0 grupo chagasico apresentou concentragao de gastrina cleva-
da (variando de 6 a 261 pmol/1; valor medio e respectivo erro padrao da

media de 43,07 + 12,26 pmol/1). Valores elevados tambem foran observa -
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dos por outros autores como TRONCON e cols.’™ e MOTT

, sendo atribuidos

provavelmente a hipossecregao acida gastrica observada nesses  pacien-
tes’C.

A hipergastrinemia evidenciada emportadores de anemia pernicio
sa (variando de 160 a 680 pmol/1; valor médio e respectivo erro  padrdo
da média de 390,40 + 174,59 pmol/l) e de insuficiencia renal  cronica
(variando de 12 a 350 pmol/1; valor médio e respectivo erro padrao da me
dia de 107,15 ¢ 29,72 pmol/1) confirma relatos prévios de valores eleva-

dos nessas condigoes scido associada a acloridria?>*#

26,54,75

e a uma inadequa-

da inativagao renal da gastrina » Tespectivamente.

O nivel de gastrina extremamente elevado determinado no pa-
ciente com a sindrome de Zollinger-Ellison (1010 pmol/l), causado por um
tumor pancreatico secretor de gastrina:"S e os niveis muito baixos obser-
vados nos pacientes gastrectomizados, confirm-r a validade do ensaio e
sua aplicagdo na medida de concentragdes hormonais extremas, caracteris-

ticas das diferentes condigoes clinicas.
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5, CONCLUSGES

A partir o< resultados obtidos no presente estudo pode-se

concluir que:

1. Foram desenvolvidas e padronizadas as diferentes etapas
do radioimmoensaio de gastrina humana que se referem desde o preparo do
tracador até a realizagdo de ensaios, a saber: radioiodagdo, purificucdo
e teste da immorreatividade da gastrina radioiodada, realizag3o de en-

saios e escolha do metodo de separagao adequado.

-

2. Evidenciou-se que o tragador preparado neste trabalho e
miito puro e estavel, apresentando qualidade semelhante aquela dos traga

dores importadns.

3. Verificou-se serem a simples precipitagZo de proteinas pe
1o TCA e a eletroforese, em gel de poliacrilamida,técnicas compativeis pa
ra a avaliagao da eficiencia da marcag3o e da pureza do tragador do ra-

dioimmoensaio de gastrina.

4. Observou-se que o tratamento de plasma humano de Banco de
Sangue com carvao € um método eficiente para a obteng@o ¢2 plasma isento

de gastrina,

5. Confirmou-se se.' o carvao ativado recoberto com plasma e
dextran, um metodo simples e adequado para a separagio de gastrina livre

daquela ligada ao anticorpo mo sistema de radioimmoensaio.

6. Demonstrou-se n3o haver diferenga nos niveis de gastrina

quando determinados por radioimmoensaic a partir de soro ou plasma.

7. 0 metodo de radioimmoensaio desenvolvido neste trabalho

mostrou-se especifico, exato, preciso e sensivel.
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8. A validade deste radioimunoensaio foi confirmada pela ni-
tida discriminagdo das concentragoes de gastrina desde individuos com ni
veis mito baixos (gastrectomizados) ate niveis extremamente  elevados

(Zollinger-Ellison) desse hormonio.
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Anexo 1 - Dados de identificacao (sexo e

idade) dos individuos normais.

Individuo Sexo Idade
AV. F 33
AN, M 24
C.M. M 24
C.S. M 28
E.A. M 35
E.B. F 26
G.P. F 29
I.A. F 32
1.C. F 25
I1.S. F " 45
K.O. F 41
L.E. F 27
L.H. F 25
M.B, F 26
N.F, F . 28
0.X. F 33
O.R. M 47
P.B. M 43
R.A. F 28
T.A. F 28
T.C. F 36
V.B. F 37
Y.M, F 26

Obs.: Os individuos aqui relacionados es
tao incluidos no anexo 2, com excessao

“ A'w' e IUA.

e ————
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Anexo 2 -~ Dados de identificagao (sexo e

idade) dos individuos normais.

Indivi tuo Sexo 1dac:
A.0. M 36
A.R. M 24
A.S. F 27
AV, F 33
B.C. F 23
C.F. F 20
C.M. M 24
C.0. M 24
C.S. M 28
D.S. M 36
E.A. M 35
E.B. F 26
E.P. F 36
E.S. F 29
F.S. M 38
G.F. M L3}
G.P. F 27
H.M. F 4]
1.C. F 25
I.M. F 28
I1.S. F 45
J.A, M 32
J.B. M 34
J.C. M 53
J.G. M 39

J.J. M 38
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Individuo Sexo Idade
J.N. M 26
J.R. F 21
J.S. M 55
J.U. M 35
J.zZ. M 25
K.0. F 41
L.A. M 30
L.C. M 30
L.E. F 27
L.G. M 29
L.H. F 25
L.N. F 32
L.0. F 40
M.B. F 26
M.C. F L1
M.D. F 27
M.F. F 29
M.H. F 40
M.P. F 19
M.R. F 30
M.S. F 55
N.A. F 21
N.F. F 28
0.G. M 20
0.H. F 35
0.X. F 33
O.R. M 47
P.B. M 43

p.C. F 44
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Individuo Sexo Idade
P.R. M 32
R.A. F 28
R.M, F 26
S.E. F 2a
S.S. F 39
T.A. F 28
T.C. F 36
V.B. F 37
Y.M, F 26




Anexo 3 - Dados de identificagao (sexo e ida-

de) dos individuos gastrectomizados.

Individuo Sexo Idade
A.C. M 50
C.S. F a4
D.S. F 44
G.M. M 21
H.B. F 58
J.A. M 49
J.F. M 55
J.J. M 63
J.S. M 61
J.v. M 75
M.F. M 42
M.S. F 70
N.S. M 44
S.S. M 55




AdV,

Anexo 4 - Dados de identificagdo (sexo, idade e gram
de megaesofago) dos individuos chagasicos.

e

Individuo Sexo Idade Grau de
megaesofago
A.E. M as 11
A.F. M 30 111
AM. M 56 11
B.F. 4 35 11
C.A. F 24 11
C.D. M 52 I1I
C.M. F 3 11
D.R. M 56 193
E.M. M 33 11
G.R. F 58 111
I.R. F 32 111
1.S. F 61 11
J.A. F 49 11
J.D. F 42 11
J.E. M 52 I
J.G. M 30 11
J.M. M 50 I
J.N, M 41 111
J.R. M 33 111
J.S. M 21 111
J.u. F 39 11
M.R. F 42 I
N.B. M 37 11
N.N. F 35 II
S.A. M 21 11
v.C. M 60 I
V.G. F 35 1

e —————— ]
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Anexo 5 - Dados de identificagao (sexo e idade) dos

individuos portadores de anemia perniciosa.

—_— -

Individuo Sexo Idade
A.E. M 49
G.F. M 68
J.P. M 45
3.8, M .
T.C. M 51
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Anexo 6 - Dados de identificagao (sexo, idade e taxa de

creatinina) dos individuos nefropatas.

Individuo Sexo Idade Creatinina
(mg/d1)
B.P. M 67 4,2
c.C. F 20 4,0
C.M. M 43 3,6
C.v. M 66 6,6
D.B. F 19 6.9
F.S. F 40 6,3
I.L. F 37 4,5
J.S. F 5 2,5
L.C. F 31 3,0
1.P. F 70 3,0
M.D. F as 3,8
M.S. F 18 3,2
R.B. F 36 5,2




