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INTRODUCAO

O bioensaio in vivo de incremento de pe-
so corpéreo total em ratos hipofisectomiza-
dos tem sido descrito pelo WHO Expert
Committee on Biological Standardization”
como o teste provavelmente definitivo para
determinagdo da poténcia do horménio de
crescimento humano (hGH) para uso clini-
¢o, sendo o unico ensaio que reflete o cres-
cimento corpdreo geral® 7. O esquema
convencional do ensaio fatorial 2x2 descri-
to por Wilhelmi®?, quando realizado em 10
dias com 10 ratos por dose-grupo (20 e 100ug
de padrio e desconhecido), totalizando qua-
tro grupos de animais, requer pelo menos
11mg de cada preparacdo. Esta quantidade
ndo é desprezivel, particularmente para pe-
quenos lotes de preparacdes, € pode tornar
o ensaio inaplicdavel em certos tipos de pes-
quisa onde sdo disponiveis quantidades mui-
to limitadas de material. Aproveitando-se da
sensibilidade obtida nas nossas condi¢des de
ensaio”, procurou-se atingir, ao mesmo
tempo, 0 maximo de economia com manu-
tengdo da precisdo. Variou-se a dosagem e
duragdo dos ensaios, controlando-se a qua-
lidade dos parametros estatisticos obtidos
em cada caso. Os cdlculos para determina-
¢d0 de poténcia e andlise estatistica relativa
a ensaios fatoriais 2x2 podem ser feitos ma-
nualmente, sendo, porém, relativamente com-
plexos, e ndo existe na literatura a descri¢do
de algum sistema de andlise computadori-
zada relativo a este tipo de ensaio biologi-
co. Portanto, um programa computacional,
BASSY, em linguagem FORTRAN 1V, foi
implementado no sistema IBM 4341 do
Ipen-CNEN/SP e aplicado na andlise do es-
quema fatorial 2x2 para determinagéo re-
petitiva da atividade bioldgica do padrao
secundario de hGH-Ipen contra o Padrao
Internacional de Hormédnio de Crescimen-
to Bovino (bGH) para Bioensaio, 55/1
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(WHO). Trés ensaios convencionais, reali-
zados usando-se 20 e 100ug das duas pre-
paragdes, serviram de base para a compa-
racao.

MATERIAIS E METODOS
Preparacdes do horménio de crescimento

O primeiro Padriao Internacional de
Horménio de Crescimento Bovino (bGH)
para Bioensaio, 55/1 (WHO), foi gentil-
mente fornecido pelo National Institute of
Biological Standards and Control (NIBSC,
Inglaterra). O Padrdo Secunddrio Ipen de
hGH, para bioensaio, imunoensaio, ensaio
por receptores ¢ marcagdo, foi preparado
neste laboratdrio como previamente descri-
to®, liofilizado em glicina 0.5M e tampao
fosfato 0.005M, pH 7.2, em arnpolas seladas
sob vacuo. Seu perfil eletroforético (Fig. 1),
em gel de poliacrilamida (PAGE) a 7%, com-
parado ao do hGH-I-1 altamente purifica-
do (AFP-4793B) para iodagdo, gentilmen-
te cedido pelo National Institute of Arth-
ritis, Metabolism and 'Digestive Diseases
(NIAMD, Baltimore, EUA), foi obtido em
um densitdmetro Joyce Loebl Scan 400, por
leitura em luz ultravioleta®®.

Ratos hipofisectomizados

Fémeas Wistar foram hipofisectomiza-
das neste laboratério por via parafaringea
aos 45-60 dias de idade. Imediatamente
apos a cirurgia, injetou-se por via intrape-

. ritoneal solugdo de penicilina ou equivalen-

te, na dose de 30.000UI por animal. Ao
atingirem peso constante (variagio menor
que 3% em 10 dias), geralmente na faixa
de 130-150g, iniciou-se a administragdo de

hormonio de crescimento. Durante a fase
preparativa e dos ensaios, os animais foram
mantidos em ambiente de luminosidade na-
tural, com temperatura mais possivelmen-
te em torno de 24°C. Foi fornecida rag¢do
comum para ratos ad libitum.

Bioensaio

O ensaio de incremento de peso corpo-
reo foi realizado segundo o método de Wi-
thelmi®. O GH bovino foi dissolvido em
NaOH 0.01M ¢ diluido com solugio sali-
na. O GH humano foi dissolvido em dgua
destilada com. glicina e fosfato ja presen-
tes no po liofilizado. Foram preparadas so-
lugbes frescas diariamente. Dez ratos por
grupo de dose foram usados em todos os
ensaios apresentados. Dosagem ¢ duragdo
dos ensaios foram variadas, como descrito
nos resultados. Seguiu-se a convengdo de
Wilhelmi‘'?, segundo a qual um ensaio de
10 dias se refere a nove dias consecutivos
de injeg¢des subcutdneas (sem interrupgao
no fim de semana), registrando-se o peso
no 10? dia. Foi determinado o incremento
de peso corporeo com relagdo ao primeiro
dia de injegdo ge GH, ou melhor, foi cal-
culada a inclinag¢do da curva de crescimen-
to obtida pela pesagem diaria de cada ra-
to. A sensibilidade do ensaio, determinada
na Fig. 2, foi calculada segundo a defini-
¢do de Rodbard?. A estatistica usada foi
a descrita por Bliss para ensaios fatoriais
2x2¥, A aplicagdo do programa BASSY
(Fig. 3) possibilitou o cdlculo dos seguin-
tes pardmetros estatisticos, uteis para o con-
trole de qualidade do ensaio: 1. poténcia da
preparagdo relativa a preparacéo padrao; 2.
inclinagdo combinada das curvas dose-res-
posta; 3. desvio padrio relativo a curva do-
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Fig. 1 — Leitura direta, em luz UV, dos densitogramas em PAGE 7% obtidos para o hGH-I-1 dos
NIAMDD (A} e Padrdo Secundario Ipen de hGH (B). Foram aplicados aproximadamente 150 ug/gel.
Distribuic&o gualitativa dos lhs, identificados pelos valores da distancia de migragao relativa (Rm).

TD = corante tragador (azul de bromefenol).
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Fig. 2 — Curva dose-resposta obtida com inje-
¢do de guantidades minimas de GH-lpen em
ratos hipofisectomizados (n = 6, por grupo).
— e — Ensaio de 10 dias.

— 0 — Ensaio de seis dias.

se-resposta; 4. indice de precisdo (\); 5. er-
ro padrdo do ensaio; 6. limites de confian-
¢a; 7. testes de significincia para diferen-
¢a: entre as preparagdes, entre as doses, en-
tre as inclinagdes das curvas (desvio do pa-
ralelismo) e entre os blocos (gaiolas). A for-
mulac¢do bdsica do programa ¢ a andlise por
grupos de animais, nos quais é injetada
uma dose de cada preparagio sem levar em
consideragéo a divisdo por blocos. O usua-
rio poderd, entretanto, optar pela andlise
que considera também a divisdo dos ani-
mais por blocos, nos quais um representan-
te de cada dose e de cada preparacgdo esta
incluido em cada gaiola, que contém qua-
tro ratos de caracteristica uniforme. Isto
possibilita segregar fontes de variagdo de-
vidas a diferentes ninhadas, gaiolas etc. O
programa ndo fixa o nimero de animais
que deverd ser usado no ensaio, permitin-
do, desta forma, a escolha que melhor se
adapte a cada pesquisa (total mdximo de
80 ratos). Os valores de t ¢ F deverdo ser
fornecidos pelo usudrio, de acordo com o
nimero de ratos usados ¢ com o fato de se
usar ou néo a divisdo em blocos, permitin-

padréo, inclinagdo combinada, indices de
precisdo e paralelismo e limites de confian-
¢a dos trés ensaios de 10 dias realizados
usando-se uma dose didria de 20 e 100ug/ra-
to de padrio e desconhecido (esquema con-
vencional). No primeiro ensaio, a poténcia
€ 0s pardmetros estatisticos foram também
calculados no sexto e 15° dias. A poténcia
média para este esquema de ensaio foi de
3,36% 0,29U1/mg, com um CV interensaio
de 8,7%.

A curva dose-resposta (Fig. 2), obtida
com grupos de seis ratos, com quatro do-
sagens diferentes, em ensaios de seis e 10
dias, mostra que a melhor faixa de deter-
minacdo estd entre 10 e 20ug/rato/dia. O
calculo de sensibilidade baseado nas respos-
tas e desvios padrdo correspondentes a do-
se zero € 4 dose minima administrada (5ug)
forneceu valores de dose minima detecta-
vel (DMD) de 4,85 e 1,99ug/rato/dia respec-
tivamente nos ensaios de seis ¢ 10 dias
(0 = 0,05).

Com base nestes resultados, 0 hGH-Ipen
foi testado em dois tipos de esquema: a. 10
e 20ug do desconhecido e 20 e 40ug do pa-
drdo para seis e 10 dias; b. 5 e 10ug do des-
conhecido e 10 e 20ug do padrio, divididos

TABELA 1
Exemplo de saida do programa BASSY para bioensaios fatoriais 2x2

Biological assay (BASSY)
2x2 factorial assay design

Run on 20/02/86
U hGH unknown

[l

S hGH standard

ung/Day TD 1 2 3
10 u1 9.0 1.0 1.0 07
10 S1 10.5 1.2 1.2 11
20 U2 13.0 1.2 1.2 1.5
20 S2 13.8 14 12 1.1
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SY 46.3 TG*48 46 4.4
Potency = 0.804
Combined slope = 1.213
Standard deviation = 0.193
Index of precision = 0.169

Standard error upper = 0.908 lower = 0.711
Fiducial limits upper = 1.020 lower = 0.598

Difference between preparations is not significant (P
Difference between doses is significant (P = 0.05 F
Difference between groups is not significant (P = O.
Slope divergence is not significant (P = 0.05 F = 0.

P = 0.05

0.05 F = 3.65)
35.7

F

)

S
o

.76)

w
(%]

Fes(1,27) (Difference between preparations; doses and slope divergence) = 4.21

Fes(9,27) (Difference between groups) = 2.25

T = 2.062

do o célculo do intervalo de confiancga e da
varidncia. A Tabela 1 mostra um exemplo
de saida do programa BASSY, onde sdo
apresentados os resultados, os pardmetros
estatisticos desejados e os 40 dados experi-
mentais intreduzidos: inclina¢des das cur-
vas de crescimento de cada rato (g/ra-
to/dia). Neste quadro as linhas representam
os grupos de dose, enquanto as colunas os
blocos das gaiolas. A coluna TD expde o
somatdrio de ganho de peso dos animais
para cada dose empregada. A linha TG in-
dica o somatério do ganho de peso por ca-
da gaiola.

RESULTADOS

A Tabela 2 apresenta poténcia, desvio
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em duas injegdes didrias, para cinco, seis
e 10 dias. Poténcias e pardmetros estatisti-
cos relativos a estes ensaios sdo apresenta-
dos na Tabela 3. Para efeito de compara-
¢do, os valores relativos ao ensaio conven-
cional de 10 dias com 20 e 100ug de padrio
e desconhecido e os miligramas de hGH ne-
cessarios em cada esquema sio também re-
gistrados (iltima coluna da tabela).

Considerando-se todos os ensaios (n = 6)
nos diferentes esquemas descritos nas Ta-
belas 2 e 3, a poténcia média do hGH-Ipen
foi de 3,59+ 0,68UI/mg, com um CV in-
terensaio = 18,9%.

DISCUSSAO

As melhores condi¢des de ensaio, com
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TABELA 2

Ensaio fatorial 2x2 cléssico com doses de 20 e 100xg de padrdao (bGH-WHO) e desconhecido (hGH-Ipen)

Ensaio Duragéo Poténcia Desvio padrdo da curva Inclinagéo indice de Limites de Desvio do **
(n®) {dias) (Ul/mg) dose-resposta combinada precisdo confianca (%) paralelismo
1 6 3.38 2,70 5,01 0,539 43,9-497,0 0,01
“10 3,63 2,80 8,69 0,326 58,7-220,4 0,43
) 15 2,84 3,95 12,90 0,306 62,3-194,4 0,51
2 *10 3,39 4,79 10,72 0,447 49,6-327 4 0,34
3 *10 3,05 3,24 9,45 0,339 58,8-216,7 0,36

*Interensaio (n = 3} X = 3,36%0,29 (CV =

8,7%).

**Teste F: o desvio ndo é significativo (p>0,05) quando F<411.
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APPROPRIATE
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NO PRINT P
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YES
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STOP

Fig. 3 — Diagrama de bloco do programa de computacdo BASSY.

melhoria na precisdo e paralelismo altamen-
te significativo, junto com grande econo-
mia em GH, sdo obtidas com o esquema
A no ensaio de 10 dias. No esquema B, en-
saios de cinco e seis dias, os pardmetros es-
tatisticos sdo ainda aceitdveis e a economia

12

de aproximadamente 20 vezes no desconhe-
cido pode tornar este ensaio bastante util
para fins de pesquisa, especialmente quan-
do sdo disponiveis quantidades muito limi-
tadas de material. Em adig¢do, a duragdo do
ensaio também ¢ extremamente importan-

te na economia de produgdo ou em certos
tipos de pesquisa; assim, um ensaio de cin-
co dias pode ser realizado durante uma se-
mana de trabalho regular com apenas 0,6mg
de material, mantendo ainda uma precisdo
aceitdvel. Isto é bastante relevante_ na que
tange ao uso econémico do novo Padrio
Internacional de hGH-WHO (80/505), per-
mitindo a execugdo de um ensaio comple-
to de 10 dias com apenas uma ampola de
material (1,7mg).

A sensibilidade desta técnica, calculada
mediante o ensaio apresentado na Fig. 2,
cujo objetivo principal foi definir a melhor
zona de linearidade, é maior do que a en-
contrada na literatura para este tipo de bio-
ensaio® 1, Obviamente, mais ensaios pa-
ra cada esquema seriam necessarios com o
intuito de se obter maior confiabilidade na
reprodutibilidade dos pardmetros estatisti-
cos apresentados. Este trabalho tomou co-
mo base a indica¢do de que a reprodutibi-
lidade interensaio apresentada na Tabela 2
¢ bastante satisfatéria. Um estudo de maior
extensdo nesta dire¢do ndo foi ainda reali-
zado devido aos altos custos representados
em termos de prepara¢des padrao, animais,
tempo ¢ trabalho especializado.

Deve-se ressaltar, também, a importin-
cia do perfil densitométrico em PAGE (Fig.
1) obtido por técnica ndo destrutiva e lei-
tura direta, em UV, que, ao nosso ver, de-
veria ser sempre incluida em quaisquer da-
dos de poténcia de extratos de hGH, mos-
trando sua distribui¢do iso-hormonal. No
caso da preparacdo em estudo, o perfil den-
sitométrico obtido indica que a atividade
bioldgica relativamente alta pode ser devi-
da ao fato de se tratar de uma preparagdo
rica em formas eletronegatlvas, notoria-
mente mais ativas, onde o isGmero funda-
mental estd presente apenas em quantida-
des minimas®

A aplicacdo da analise computadoriza-
da pode facilitar enormemente a rdpida
comparac¢fo entre ensaios e esquemas di-
ferentes. Este programa serviu também de
apoio na formulagdo da monografia sobre
hGH e sua determinagédo de poténcia, que
devera constar na quarta edi¢do da Farma-
copéia brasileira, podendo obviamente ser
aplicado também a outras determinag¢oes
fatoriais 2x2.

Finalmente este estudo propiciou a
oportunidade de controlar a estabilidade de
preparagdes ampolizadas antigas (o Padrao
Internacional de bGH foi estabelecido em
1955!) e a precisdo interensaio desta técni-
ca in vivo. Mesmo quando a mesma am-
pola aberta foi ocasionalmente usada por
alguns meses, ndo foi observada uma cor-
relagdo sxgmfxcatxvamente negativa com o
incremento do peso do rato (dados nido
apresentados) durante o periodo de quatro
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TABELA 3
Intercomparagéo entre hGH-Ipen e bGH-WHO por bioensaio fatorial 2x2 com variacdo das doses e da duragao

Ensaio Doses (ug) Duracéo Poténcia Desvio Inclinacéo Indice de Limites de ** Desvio do  hGH (mg)
(n®)  desconh./padrao (dias) {Ul/mg) padrdo combinada " precisé@o confianga (%)  paralelismo  necessario
0 201100 10 3,63 2,80 8,59 0,326 58,7-220,4 0,43 10,8
1 10-20/20-40 6 5,42 2n 8,05 0,262 60,1-511,1 0,01 1,5

10 4,76 2,10 11,32 0,186 80,1-219,4 0,02 2,7

2* 5-10/10-20 5 2,86 1,84 7,31 0,252 90,8-253,1 1,54 0,6
6 3,83 1,82 8,87 0,205 84,7-224,5 1,43 0,8

10 2,35 2,78 10,30 0,270 91,5-252,3 0,71 1,4

3" 5-10/10-20 6 2,86 2,17 8,14 0,267 94,4-291,6 0,57 0,8

'

* Nestes ensaios as doses diarias foram administradas divididas em duas injecoes.
** Teste F: o desvio ndo é significativo (p>0,05) quando F < 4,11.

anos em que este padrao foi usado. O coe-
ficiente de variagdo interensaio, de 8,7%
quando o mesmo esquema de ensaio foi
aplicado, foi ainda menor que 20% quan-
do diferentes esquemas foram usados por
um ano.

DISPONIBILIDADE DO PROGRAMA

O programa e sua documentacio estdo
disponiveis mediante solicita¢do na Divisdo
de Radiobiologia do Ipen-CNEN/S40 Pau-
lo, ndo sendo necessdrios, para seu uso, co-
nhecimentos especificos na darea de Infor-
mdtica.

RESUMO

O bioensaio de hormonio de crescimen-
to humano por incremento de peso corpé-
reo de ratos hipofisectomizados tem sido
estudado com enfoque especial na econo-
mia de tempo e material, além de melho-
rar ou ao menos manter a qualidade dos pa-

rametros estatisticos do ensaio fatorial 2x2
cldssico, que usa doses de 20 ¢ 100ug/ra-
to/dia. A determinagdo da atividade biolod-
gica e dos pardmetros estatisticos relativos
foi obtida através de um programa de com-
putacdo BASSY, em linguagem FORTRAN
IV, descrito para a andlise de ensaio fato-
rial 2x2. Com uma sensibilidade calculada
da ordem de 2ug/rato/dia, o ensaio pode
ainda ser realizado em condi¢bes de maior
economia usando-se apenas um total de
0,6mg de hGH, com um indice de precisdo
(M) inferior a 0,3. O presente estudo também
mostra a excelente estabilidade das prepa-
ra¢des padrdo (WHO) e Ipen ampolizadas
€ a precisdo interensaio relativamente alta
deste bioensaio in vivo: CV = 8,7 ¢ 18,9%
respectivamente, usando-se 0 mesmo (n = 3)
e diferentes (n = 6) esquemas de ensaio em
um periodo superior a um ano.

SUMMARY
The bioassay of human growth hormo-
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