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Resumo

A atividade biolégica de um hormoénio é mensurada pela sua
capacidade em exercer um determinado efeito bioldgico que possa ser
quantificado. Os ensaios biologicos 7 vivo que avaliam a atividade do
hCG baseiam-se na sua capacidade de promover um aumento de
peso do sistema genital, vesiculas seminais e prostata em ratos
impuberes e utero e ovarios em camundongas impuberes. A partir
destes efeitos, determinam-se equagdes relacionando as doses de hCG
administradas com o aumento de peso do sistema genital. O objetivo
do presente estudo foi avaliar a eficiéncia de bioensaios em mensurarem
a atividade biol6gica do hCG utilizando ratos, ratas e camundongas
impuaberes. No experimento 1, ratos receberam 0, 4, 8 ou 16UI de
hCG, a cada 24 horas, durante 4 dias. A prdstata ¢/ou as vesiculas
seminais foram pesadas 24 horas apo6s a ultima injecdo. No
experimento 2, camundongas receberam 0, 3,33, 10, 33,3 ou 100UL
de hCG, em um unico dia. Os ovirios e/ou utero foram pesados 24
horas ap6s a ultima injegao. O hCG promoveu aumento de peso do
sistema genital de camundongas, entretanto, ndo houve associa¢ao
linear ou quadratica significativa entre as doses de hCG utilizadas e os
pesos das varidveis medidas, impossibilitando a determinagdo de
equagdes confiaveis. Os protocolos testados, com as doses de h(CG
utilizadas demonstraram eficiéncia e sensibilidade limitadas para a
quantificacio da atividade biolégica do hCG.
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Introducgao

Integram a familia dos horménios
glicoproteicos o hormonio luteinizante (LH),
hormoénio foliculo estimulante (FSH),
hormoénio tireo-estimulante (TSH) ¢ a
gonadotrofina coridnica humana (hCG).
Segundo Pierce e Parsons' todos os
membros desta familia sao heterodimeros
formados pela associacao nao covalente de
uma subunidade o, comum a todos estes
hormonios, com uma subunidade B, que
confere a especificidade aos diferentes
horménios da familia.

O hCG ¢ secretado pelas células
trofoblasticas na mulher gestante e pode ser

facilmente detectado na urina? de onde
normalmente ¢ extraido e purificado para a
elaboracao de produtos comerciais. A
atividade biolégica de um hormonio é
mensurada pela sua capacidade em exercer
um determinado efeito biologico que possa
ser quantificado. Para a mensuracio da
atividade biolégica do hCG foram
desenvolvidos alguns ensaios biolégicos i
vivo utilizando roedores impuberes?*>678:2:10
', Tais ensaios sdo utilizados pela industtia
farmaccéutica para estimar a atividade
biologica do hCG contido nos produtos
comerciais. Estes ensaios baseiam-se na
capacidade do hCG em promover o
desenvolvimento e o aumento de peso do
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sistema genital em roedores impuberes.

Em ratos impuberes o hCG interage
com os receptores do hormoénio luteinizante
(LH), localizados nas células de Leydig e atua
estimulando a producao de AMP ciclico e a
liberacao de testosterona. A testosterona liga-se
a receptores especificos presentes nas vesiculas
seminais e prostata. Nestes tecidos a testosterona
determina uma agao biolégica que resulta no
desenvolvimento, aumento de tamanho e peso
das glandulas anexas que compdem o sistema
genital masculino, principalmente das vesiculas
seminais.

Em camundongas impuberes, a
adenohipéfise nao libera pulsos de LH com
freqiiéncia e amplitude suficientes para estimular
a sintese de progesterona, entretanto, receptores
de LH sio expressos nas células granulosas e
tecais do ovario'?. A administracio de hCG em
ratas e camundongas impuberes determina uma
resposta biolégica que inclui a indugdo da
ovulagio", hiperemia ovariana'*'"®, aumento de
peso ovatiano' e aumento do peso utetino'.
Hipkin'” relata que a deidroepiandrosterona
(DHA) estimula o crescimento e o aumento do
peso do utero de ratas tratadas com hCG.

O principio dos bioensaios baseia-se na
relagdo do aumento de peso dos dérgaos que
compdem o sistema genital de animais
impuberes com as diferentes doses de hCG
administradas em unidades internacionais (UI),
relagdo que possibilitaria a determinacio de uma
equagdo. A partir de tal equagio, seria possivel
estimar a atividade biol6gica de hCG, em Ul
por quantidade de proteina, contida em
amostras de atividade desconhecida. Este estudo
teve como objetivo avaliar a eficiéncia de dois
diferentes bioensaios realizados em condicoes
experimentais semelhantes. A hipétese deste
estudo ¢ que o crescimento dos 6rgaos do
sistema genital de ratos e camundongas
impuberes tratadas com quantidades conhecidas
de UI de hCG determina uma equacio que
caractetiza confiabilidade a estes bioensaios.

Materiais e Métodos

Os experimentos foram realizados na
Universidade de Sao Paulo, na Faculdade de
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Medicina Veterinaria e Zootecnia, no Centro
de Biotecnologia em Reprodu¢iao Animal, no
Laboratério de Fisiologia e Endocrinologia
Molecular.

Experimento 1 - Ensaio biologico para mensurar a
atividade biologica do hCG em ratos impuberes.

Este experimento objetivou
comparar o desenvolvimento das vesiculas
seminais e/ou prostata de ratos impuberes
tratados com diferentes doses de hCG com
ratos nao tratados, segundo a técnica
utilizada por Lugaro, Giannattasio e
Casellato'®; Hakola et al.’? e Diczfalusy e
Loraine’.

Delineamento Experimental.

Foram utilizados 13 ratos (Ratus ratus)
ndo ptberes, com 27 dias de idade, linhagem
“Wistar”, provenientes do Biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S3o Paulo. Os ratos foram
alojados em gaiolas recebendo agua, racao
balanceada e um fotoperiodo de 12 horas
de luz/dia. Os ratos foram identificados na
base da cauda, pesados individualmente e
divididos eqitativamente de acordo com o
peso corporal em quatro grupos. A médias
de peso vivo dos ratos foram de 68,1 +
3,61; 69,3 + 0,88; 68,93 + 3,28 ¢ 68,86 +
3,24 gramas para os grupos 0, 4, 8 e 16 U,
respectivamente. Os animais receberam 0
n=4), 4 (n=3), 8 (n=3) ou 16 (n=3) Ul de
hCG (Pregnyl® 5000UI, NV Otrganon,
Holanda), via intra-peritoneal, no volume de
0,5mL, uma vez ao dia, com um intervalo
de 24 horas entre as aplicagOes, durante 4
dias consecutivos. Aproximadamente 24
horas ap6s a dltima injegao os animais foram
individualmente pesados e eutanasiados por
inalacdo de éter sulfurico. Foi realizada a
abertura da cavidade abdominal e um exame
macroscopico post morter das vesiculas
seminais e prostata. Tais estruturas foram
localizadas, isoladas, minuciosamente
dissecadas, secadas em papel filtro e pesadas
inicialmente em conjunto (vesiculas seminais
e prostata) e posteriormente isoladas.



Andlise Estatistica.

A variavel independente foi
tratamento e a variavel dependente peso das
vesiculas seminais e/ou prostata ajustadas
para o peso vivo. Os dados foram testados
quanto a normalidade dos residuos e a
homogeneidade das variancias, premissas
que foram respeitadas. Os dados foram
analisados pela variancia dos quadrados
minimos pelo modelo GLM do SAS™. Por
analises de regressao linear e quadratica as
médias dos tratamentos foram separadas
por contrastes ortogonais (0 vs. 4, 8 e 16UI;
4 vs. 8 e 16U1; 8 vs. 16UI). Foi considerado
um nivel de significancia de 5%.

323

EXPERIMENTO 2 - ENSAIO BIOLOGICO PARA
MENSURAR A ATIVIDADE BIOLOGICA DO hCG
EM CAMUNDONGAS IMPUBERES

Esse experimento objetivou comparar
o desenvolvimento do sistema genital (atero
e/ou ovirios) de camundongas impuberes
tratadas com diferentes doses de hCG com
camundongas nao tratadas, segundo a técnica
utilizada por Nisula''.

Delineamento Experimental.

Foram utilizadas 30 camundongas (Mus
munsenlns) nao puberes, com 22 dias de idade,
linhagem “Sui¢a”, provenientes do Biotério
Central da Universidade de Sao Paulo de

Tabela 1 - Contrastes Ortogonais referentes ao aumento de peso dos 6rgaos que constituem o sistema genital ajustado pelo peso vivo de ratos e
camundongas impUberes tratados (as) com diferentes doses (Ul) de Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG)

Experimento Variaveis dependentes Contrastes (Ul de hCQG) Pr>F
Peso das Vesiculas Seminais ajustadas p/ Ovs. 4,8e 16Ul 0,5042
Experimento peso vivo 4 vs. 8 e 16Ul 0,5439
1 8 vs. 16UlI 0,0829
Ratos Ovs.4,8e 16Ul 0,1172
Impuberes Peso das Vesiculas Seminais e Préstata 4 vs.8e 16Ul 0,1295
ajustadas p/ peso vivo 8 vs. 16Ul 0,0237
Peso dos Ovarios ajustado p/ peso vivo O vs. 3.33, 10, 33.3 0,0050
e 100UI 0,9060
3.33vs. 10,333 e 0,4143
100Ul 0,0339

Experimento 10vs. 33.33 e
2 Peso do Utero ajustado p/ peso vivo 100UI 0,0001
33.33 vs 1T00UI 0,3524
0,5952
Camundongas Ovs. 3.33,10, 33.3 0,2385

Impuberes e 100U

Peso dos Ovarios e Utero ajustados p/ peso 3.33vs.10,33.3 e 0,0001
Vivo 100Ul 0,3631
10 vs. 33.33 e 0,3714
100Ul 0,0346

33.33 vs 100UI

Ovs. 3.33,10, 33.3
e 100UlI
3.33vs. 10, 33.3e
100UI
10vs. 33.33 e
100UI
33.33 vs 100UI
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Figura 2 - Experimento 2: Médias (+ desvios padroes) de peso dos ovarios, Gtero e ovarios/ttero ajustados para o peso vivo em camundongas
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Ribeirao Preto. As camundongas foram alojadas
em gaiolas recebendo 4gua, ragdo balanceada e
um fotopetiodo de 12 horas de luz/dia. As
camundongas foram identificados na base da
cauda, pesadas individualmente e divididas
eqiitativamente de acordo com o peso corporal
em cinco grupos. A médias de peso vivo das
camundongas foram de 16,94 + 0,76; 16,95 +
0,74; 16,94 £ 0,67 € 16,97 £ 0,69 gramas para
os grupos 0; 3,33; 10; 33,3 e 100UI,
respectivamente. Os animais receberam 0 (n=0),
3,33 (n=0), 10 (n=0), 33,3 (n=6) ou 100 (n=0)
UI de hCG (Pregnyl® 5000UL NV Organon,
Holanda), via intra-peritoneal, no volume de
0,2mL., duas vezes ao dia, com um intervalo de
12 horas entre as aplicagdes, durante um dia.
Aproximada-mente 24 horas apos a tltima
inje¢do as camundongas foram individualmente
pesadas e eutanasiadas por inalacdo de éter
sulfurico. Foi realizada a abertura da cavidade
abdominal e um exame macroscopico post
morters do Gtero e ovarios. Tais estruturas foram
minuciosamente dissecadas, secadas em papel
filtro e pesadas inicialmente em conjunto e
posteriormente isoladas.

Andlise Estatistica.

A variavel independente foi tratamento
e a variavel dependente peso dos ovarios, peso
do tutero e peso dos ovarios e utero ajustados
para o peso vivo. Os dados foram testados
quanto a normalidade dos residuos e a
homogeneidade das variancias, premissas que
foram respeitadas. Os dados foram analisados
pela variancia dos quadrados minimos pelo
modelo GLM do SAS'. Por analises de
regressao linear e quadratica as médias dos
tratamentos foram separadas por contrastes
ortogonais (OUI vs. 3,33,10, 33,33 e 100UI; 3,33
vs. 10, 33,33 ¢ 100UL; 10Ul vs. 33,33 ¢ 100UT;
33,33U1 vs. 100UI). Foi considerado um nivel
de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

As médias de peso das vesiculas
seminais associadas ou niao a prostata
ajustadas pelo peso vivo dos animais estio
representadas na Figura 1. A separacdo das
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médias por contrastes ortogonais estao
apresentadas na tabela 1. No experimento
1, ndo houve efeito de tratamentos para as
médias de peso das vesiculas seminais
ajustadas para peso vivo. Foi observado
efeito de tratamento na média de peso das
vesiculas seminais e prostata ajustadas pelo
peso vivo dos ratos, onde a média do grupo
tratado com 8UIl de hCG foi maior
(P<0,05) quando comparada a média dos
animais tratados com 16Ul No presente
experimento, verificou-se que as vesiculas
seminais de ratos com 31 dias de idade sdo
extremamente finas, fridveis e pouco
delimitadas anatomicamente. FEstas
particularidades dificultam a separacdo e
disseccao das vesiculas seminais do
compartimento anatéomico referente a
prostata. Observou-se uma menor variagao
entre os animais quando as vesiculas seminais
e a prostata foram pesadas associadas. Nisula
" relatam que em ratos e camundongos
impuberes, até entdo incapazes de produzir
testosterona, o hCG estimula a produgao de
testosterona determinante para o
desenvolvimento das glandulas anexas do
sistema genital masculino, dentre essas as
vesiculas seminais e a prostata. Tal atividade
biol6gica do hCG, no sistema genital de ratos
impuberes, também foi observada por
Lugaro, Giannattasio e Casellato' e Hakola
et al.” No presente estudo, a acio do hCG
em promover o aumento de peso das
vesiculas seminais e préstata nio foi
evidenciado. De fato, Diczfalusy e Loraine’
também nio verificaram tal efeito do hCG
em ratos impuberes. A relagdo do aumento
de peso das vesiculas seminais associadas a
prostata ajustado para o peso vivo dos
animais considerando as diferentes doses de
hCG administradas, foi determinada por
uma equacio quadratica com um R* de 0,26.

Conforme ilustrado na tabela 1 e na
figura 2, no experimento 2 houve efeito de
tratamento no peso dos ovarios ajustado
para peso vivo (P<0,05). A média do grupo
controle foi menor do que nos grupos
tratados (P<0,05) e a média dos animais
tratados com 33,3UI nio diferiu dos tratados
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com 3,33UI e 10UUI, entretanto foi maior
do que no grupo tratado com 100Ul
(P<0,05). Considerando o aumento de peso
dos ovarios ajustados pelo peso vivo das
camundongas tratadas com 0, 3,33, 10 e 33,3,
onde se excluiu a dose de 100UI, foi
determinada por uma equagdo linear com
um R? de 0,3. Houve um efeito de
tratamento no peso do ttero sendo as médias
dos grupos tratados maior (P<0,01) que a
do grupo nio tratado. O aumento de peso
do utero ajustado pelo peso vivo das
camundongas tratadas com 0, 3,33, 10 e
33,3Ul foi determinada por uma equagao
quadritica com um R* de 0,33. Também
houve efeito de tratamento no peso dos
ovarios/utero, sendo as médias dos grupos
tratados maior (P<0,05) comparadas a média
do grupo nio tratado. No grupo tratado
com 33,3UI o peso foi significativamente
maior (P<0,05) que no tratado com 100UI
(P<0,05), nao tendo diferido dos grupos
tratados com 3,33 ¢ 10UL Estes resultados
confirmam que o hCG promove um
aumento no peso do utero e ovarios quando
camundongas sao tratadas com hCG.
Entretanto, o aumento de peso do tutero e
ovarios ajustado pelo peso vivo das
camundongas tratadas com 0, 3,33, 10 e 33,3
foi determinada por uma equag¢ao quadratica
com um R?* de 0,22. No presente
experimento verificou-se que o isolamento
e a dissec¢ao do sistema genital das
camundongas oferecem facilidade quando
comparado ao isolamento das vesiculas
seminais e/ou prdstata no experimento
anterior com os ratos. Loraine e Lunn®
trataram ratas impuberes com 6,25UI e 100Ul
de hCG e observaram um aumento

significativo no peso do dtero de animais
tratados comparado aos nao tratados,
entretanto, o aumento de peso foi similar para
os dois grupos tratados com hCG. Na
literatura foram determinadas algumas curvas
com o aumento do peso uterino utilizando
40 2 80UI de hCG’ e 0,4 a 1,6UI de hCG'"".

Nisula'' ilustra que os ensaios de
bioatividade 7z vivo sio pouco sensiveis
comparados aos atualmente realizados 7 vitro,
relatando que um cultivo de células da
granulosa em presen¢a de hCG estimularia a
producdo de progesterona que poderia ser
mensurada no meio de cultivo, entretanto, esta
técnica tem sido pouco empregada. Algumas
técnicas de maior sensibilidade foram descritas
nas quais foram utilizados cultivos de células
de Leydig”***. Nesta técnica, células de
Leydig foram incubadas em um meio
contendo diferentes doses de hCG e
estimularam a producao de AMP ciclico e
testosterona, que posteriormente foram
mensuradas por radioimunoensaio. Segundo
Nisula” neste método as concentracdes de
AMP ciclico e testosterona aumentam 45
minutos e 3 horas, respectivamente, apos a
administracaio de hCG ao meio de cultivo.
No presente estudo o hCG promoveu
aumento de peso do sistema genital de
camundongas, entretanto, nao houve uma
associa¢ao linear ou quadratica significativa
entre as doses de hCG utilizadas e os pesos
das variaveis medidas, fato que impossibilita
a determinagio de equagdes confiaveis. Assim,
conclui-se com o presente trabalho que os
protocolos testados, com as doses de hCG
utilizadas, demonstraram baixa confiabilidade
para a quantificagao da atividade biologica
do hCG

Evaluation of bioassays for measuring the of biological activity of Human

Chorionic Gonadotropin (hCG)
Abstract

Biological activity of a given hormone is measured by its capacity to
exert a specific, quantifiable biological effect. Aim of biological assays

Key words:

Bioassays

Human Chorionic
Gonadotropin.
Luteinizing Hormone.

that measure activity of hCG is to construct prediction equations that Rats
associate increasing doses of hCG with changes in weights of genitalia, Mice.
seminal vesicles and prostate gland in pre-pubertal male rats and
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weights of uterus and ovaries in pre-pubertal female mice. Objective
of the present study was to evaluate efficiency of bioassays which
used pre-pubertal male rats and female rats and mice to measure hCG
activity. In experiment 1, male rats received 0, 4, 8 or 161U of hCG
daily, for 4 days. Prostate and seminal vesicles were weighed 24 hours
after last injection. In experiment 2, female mice received 0, 3.33, 10,
33.33 or 100IU of hCG in one day. Ovaries and uteri were weighed
24 hours after the lastinjection. The hCG increased weights of genitalia
in female mice. However, there were no satisfactory linear or quadratic
associations between doses of hCG used and variables measured. It
was concluded that assays tested showed only limited efficiency and

sensibility to quantify hCG biological activity.
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