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GONADOTROFINA CORIONICA EQUINA. PURIFICAGAO,
CARACTERIZACAO E RESPOSTA OVARIANA EM OVINOS E SUINOS!

EQUINE CHORIONIC GONADOTROPHIN. PURIFICATION,
CHARACTERIZATION AND OVARIAN ACTIVITY IN EWES AND GILTS

José Antonio Guimaraes Aleixo’
Claudio Alves Pimentel’

RESUMO

A gonadotrotina coridnica eqiilna (eCG) for
punificada ¢ caracterizada com respeito ao grau de pureza e
atividade brologica. A pureza de quatro preparacoes for
determinada por eletroforese ¢ a atividade biologica pelo
incremento do peso ovariano de ratas imaturas (40 - 50¢g) e
pela inducdo de ovulacdo em ovelhas ¢ Ieitoas. A andlise
eletrotorética revelou a presenca de trés bandas polipeptidi-
cas. A atividade biologica média tor de 313 Ul/mg de
proteina. Sessenta e cmco (65) ovelhas, fora da estacio
reprodutiva, toram divididas ao acaso em dois grupos os
quais receberam implantes vaginais de esponjas impregnadas
com acetato de medroxiprogesterona por um periodo de 11
a 14 dias. No grupo [ (S5 ovelhas), foram injetadas (IM)
S00UI do eCG purtticado no momento da retirada das
esponjas, enquanto que no grupo I (10 ovelhas) foram
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injetadas S00UI de ¢CG comerctal. Uma semana apds a
aplicacao do ¢CG as ovelhas toram submetidas a um exame
laparoscopico para avaliar o nimero de ovulagdes. Obteve-
se uma média de 2,1 + 0,3 e 1,8 £ 0,3 ovulacoes (P>0,05)
para as ovelhas dos grupos 1 e 11, respectivamente. De 120
lettoas pré-paberes, com peso médio de 87.2kg, 90 (grupo
) foram mnjetadas com SO0UT do eCG purificado e, as 72
horas, 500Ul de hCG (gonadotrotina coridbnica humana), ¢
30 lertoas (grupo II) ndo receberam inje¢ao hormonal.
Observou-se a presenga de 25,9 £ 222 ¢ 0,0 corpora lutea
(P<0,001), nos grupos | ¢ 11, respectivamente. Estes resulta-
dos demonstraram que o PMSG purificado apresenta pureza
¢ atividade broldgica similares ao produto comercial
utilizado como controle ¢ que & ehiciente para induzir
atividade ovariana em ovinos e suinos.
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SUMMARY

Equine chononic gonadotrophin (¢CG) was
purified and characterized with respect to its purity and
biological activity. The purity of four preparations was
determined by electrophoresis, and the biological activity by
increasing of the ovarian weight of immature female rats
(40-30g) and induction ot ovulation of ewes and gilts.
Electrophoretic analysis revealed three polipeptidic bands.
The mean biological activity was 313UI/mg of protein.
Sixty-five ewes, not in reproductive scason, were divided
randomly in two groups that received vaginal pessaries
impregnated with medroxiprogesterone acetate for 11 to 14
days. In treatment I, ewes (n = 55) were injected (IM) with
S00UL ot punfied ¢CG at the moment of pessaries
withdraw, while in treatment I, the ewes (n = 10) received
SO0UI of comercial ¢CG. The results observed were 2.1 #
0.3 and 1.8 + 0.3 ovulations (P > 0.05) for treatments | and
Il, respectively. One hundred-twenty gilts, with mean weight
of 87.2kg, were divided in two treatments. The animals in
treatment 1 (90 gilts) recerved SO0UI of purified eCG and,
72 hours later, SO00U]l of hCG (human chorionic
gonadotrophin). In treatment 11 hormones were not injected.
The results observed were 25.9 + 222 and 0.0 corpora
lutea (P < 0.001) for treatments [ and 11, respectively. These
results demonstrated that the ¢CG puritied has purity and
biological activity similar to the comercial product used as
control, and that 1t 1s etficient in inducing ovarian activity
in ewes and gilts.
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INTRODUCAO

O hormonio eCG  (gonadotrofina  coridnica
eqiina), também denominado PMSG (gonadotrotina do soro
de égua gestante), ¢ uma glicoproteina produzida pelos
cadlices endometriais de éguas, notadamente entre os 40 ¢
120 dias de gestacao (GINTHER, 1979). Em relacdo a
outros hormdmos gonadotroficos, o eCG apresenta a
singularidade de possuir atividade foliculo estimulante
(FSH) ¢ lutemizante (LH) na mesma molécula (PAPKOFF,
1974). Devido a esta propriedade, esta muito difundindo o
uso do eCG para a manipulacao do ciclo estral e inducdo de
superovulagdo em varias espécies de importancia econdmica,
principalmente em ovinos ¢ suinos.

Na espécie ovina, o eCG vem sendo usado em
conjunto com pessarios vaginais impregnados com progeste-
rona para induzir € sincronizar o cio fora da estacdo
reprodutiva convencional ¢/ou durante o anestro lactacional
(ACRITOPOULOU-FOURCROY et al., 1982; SCARA-
MUZZI et al,, 1988; LUZ et al., 1989: RAJAMAHEN-
DRAN et al., 1992). Assim, como o periodo de acasalamen-
to pode ser reduzido para menos de quatro semanas, um
¢iclo reprodutivo completo pode ser concluido em 190-200
dias (MORAES, 1991).
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Em suinos, granjas que utilizam ¢CG em conjunto
com hCG (gonadotrofina condnica humana) em programas
reprodutivos controlados, apresentam indices de fertilidade
superiores aos de granjas que usam sistemas convencionais
de reprodugdio (HUHN & KONIG, 1989).

No Brasil, o uso desta tecnologia tem sido
prejudicado pelo fato de o eCG encontrado no mercado
brasileiro ser todo importado ¢ freqlientemente apresentar
uma cficiéncia bioldgica de apenas 50% daquela existente
no produto anilogo estrangeiwro (GREGORY & RODRI-
GUES, 1985). A disponibilidade de um produto nacional de
boa qualidade ¢ prego acessivel facilitard ao produtor 3
adocdo de novas tecnologias reprodutivas para seus reba-
nhos.

Com o objetivo de suprir esta demanda toram
iniciados estudos no Centro de Biotecnologia (Cenbiot) da
UFPel com vistas a produgdo de ¢CG. Neste trabalho se
descreve a metodologia de purificagdo do eCG em escala de
laboratério, a caracterizagdo do produto obtido quanto
purcza ¢ poténcia bioldgica, e a sua cficiéncia na indugio
de atividade ovariana em ovinos ¢ suinos,

MATERIAL E METODOS

Obten¢io do plasma

Sangue de éguas entre 60 ¢ 90 dias de gestagio
for coletado em frascos contendo EDTA suficiente pan
obter uma concentracdo de Ig/l e deixado por aproximada-
mente 12h a 4°C para sedimentagio celular, Apos decants-
¢ao do plasma, uma aliquota fo1 separada para determinagio
da presenca de PMSG pelo método descrito abaixo ¢ o
restante congelado a -20°C para postenior purificagao do
hormdnito.

Purificacdo do hormonio

For utilizada a metodologia basica proposta por
GOSPODAROWICZ & PAPKOFF (1967). Inicialment.
quantidades de aproximadamente | litro de plasma foram
acidificadas até pH 3,0 com acido metatostorico 0,5M. 0
precipitado formado foi removido por centrifugagdo a 8000
¢ nor 15 min. Depois de ajustar o pH do sobrenadante a 4,
com NaOH IN, adicionou-se igual volume de etano
restriado a -20°C. Fez-se nova centrifugagao para remover
o precipitado ¢ adicionou-se 1gual volume de etanol ae
sobrenadante. Apds repouso de aproximadamente 12h a 4°C,
o precipitado tor recolhido por centrifugacao, dissolvido em
dgua destilada ¢ concentrado e dializado contra dgua em um
sistema de vacuo-didhise (SCHLEIF & WENSINK, 1981},
A seguilr, misturou-se partes tguais do hormonio concentrado
¢ de suporte de hiotilizagao. Depois de hiotilizado, o produte
tor mantido sob refrigeracdo. As duas ctapas tinas do
método original, cromatogratias de tiltragao em gel ¢ de
troca 10nica, tforam omitidas em nossa rotina.
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Caracterizacido do produto

A concentragao de proteina nas preparagdes de
¢CG foi determunada pelo método de BRADFORD (1976).
0 grau de pureza das preparagdes tor veriticado por eletro-
forese em gel de pohiacrilamida (LAEMMLIL, 1970). A
atividade (poténcia) biologica toil determinada pela compara-
¢do do incremento do peso dos ovarios de ratas imaturas (40
a 50g) injetadas com as diversas prepara¢oes do hormodnio
¢ com o padrao bioldégico intermacional do ¢CG adquirido do
National Institute for Biological Standards, England (COLE
& ERWAY, 1941; BANGHAM & WOODWARD, 1966).

Atividade biologica em ovinos ¢ suinos

Sessenta e cinco ovelhas, tora da estacao reprodu-
tiva, foram divididas ao acaso em dois grupos que recebe-
ram implantes vaginais de esponjas impregnadas com
acctato de medroxiprogesterona por um periodode 11 a 14
dias, Cingilienta ¢ cinco ovelhas (grupo ) foram injetadas
(IM) com 500U1 do ¢CG puriticado ¢ 10 ovelhas (grupo 1)
foram injetadas com S00UI de eCG comercial (Folligon -
Intervet, Franga). As mnjecdes de eCG foram feitas no
momento da rctirada das esponjas. Uma semana apOs a
aplicacdo do eCG as ovelhas toram submetidas a um exame
laparoscOpico para avaliar o nimero de ovulagoes.

Para a avaliagao da atividade bioldgica em suinos
foram utihzadas 120 leitoas, em tase final de terminacio,
com peso medio de 87,2 + 74kg. Estas leitoas toram
divididas ao acaso ecm dois grupos. Noventa leitoas (grupo
[} foram mjctadas (IM) com 750UI de eCG purnificado e, 72
horas ap0s, S00UI de hCG. As leitoas toram abatidas 4 a S
dias ap0Os a aplicagdo do hCG ¢ os ovarios toram coletados
para se avaliar o nmero de corpora lutea por leitoa. Trinta
leitoas (grupo 1) nao receberam injeqao de e¢CG e serviram
como controle, sendo os animais abatidos juntamente com

os do Grupo 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Informacgoes relativas aos plasmas utilizados ¢ aos
rendimentos obtidos em quatro preparacoes de ¢CG sdo
mostrados no Tabela 1. A quantidade de ¢CG recuperado
variou entre 25 ¢ 31% daquela presente imcialmente no
plasma. A atividade (poténcia) biologica média das quatro
preparagies to1 de 313U/mg de proteina. Este rendimento
tor menor do que o obtido por GOSPODAROWICZ &
PAPKOFF (1967) quando descreveram o método original de
punificagao, qual seja, 50 a 30% de recuperacao ¢ atividade
biologica média de 638ULl/mg para o ¢CG obtido na ctapa
de precipitacao com 75% de ctanol. O menor rendimento de

N iyl S— - L s il

¢CG obtido neste trabalho pode ter sido devido ao uso de
plasma com atividade biologica mais baixa do que no
metodo origimal (65 a 93UI/mg e 100 a 140UV mg, respects-
vamente), ou a perdas no processo de extragdo. Por outro
lado, a poténcia média de nossas preparagdes tor cerca de
quinze vezes superior aquela obtida por WENTZ et al.
(1991).

Tabela 1 - Rendimentos obtidos em quatro preparagoes de ¢CG.

el — it P -

Plasma e (@
Prepa- Dias de Volume Atividade Proteina Poténcia Rendi- Recupe
racdo  ecsta-  proces-  bilogica recupe-  brologra mento ricao
Cao sado rada
(1 (UL/mb (mg)  (Ulamgy (LD { S )

l 58 [,5 72 74 19y 29326 2F
2 R 1,5 65 [0S 28U 294 3
3 63 1.2 93 YR AR 25284 2N
4 72 0,9 gY 7Y 15 AR Y. R

O resultado da analise eletrotorética das quatro
preparacdes ¢ mostrado na Figura 1. A coluna 1 conten
diferentes polipeptidios que servem como padroes de pesor
moleculares. As colunas 2, 3. ¢ 4 mostram bandas dc
polipeptidios presentes em diferentes ctapas da purtficagao
Nas colunas 5 a 8, referentes as preparagoes do hormonio
foram observadas trés bandas polipeptidicas, com a man
torte situando-se aproximadamente na altura de 43kD:e
correspondente a0 peso molecular da subunidade alfa de
¢CG (CHRISTAKOS & BAHL, 1979). As duas bandas mau:
lentas sdo de proteinas que precipitam juntas com o ¢CG ne
concentracao de 75% de etanol. Nao se observa no gel «
banda correspondente & subunidade beta que possul pesc
molecular de 16.9kDa (CHRISTAKOS & BAHL. 1979)
Embora o grau de purcza das preparacdes cxaminadas nac
seja 0 mesmo do padrao internacional do hormonio, <
similar a0 do produto comercial disponivel ¢ ao obtido pos
GOSPODAROWICZ & PAPKOFF (1967).

O nGmero de ovulacoes em ovelhas tfora de
estagao reprodutiva forde 2,1 £ 03¢ 18 0,3 (P> 0,05
para o ¢CG puriticado (grupo I) e comercial (grupo 1)
respectivamente. Esces resultados demonstram que o ¢CC
purificado pode ser utilizado em conjunto com pessario
vaginais impregnados com progesterona para induzir c
sincronizar o clo fora da estagao reprodutiva convencional
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Figura 1. Anélise eletroforética de quatro preparagoes de PMSG em gel de
poltacrdamida com SDS.
Coluna 1: padroes de peso molecular (10ug);
Coluna 2: soro egtimo completo (20pe);
Coluna 3: proteinas precipitadas por acidificagdo (20ug);
Coluna 4: proteinas precipradas com S0% de etanol (20ue):
Coluna 3-8 proteinas precipitadas com 75% de ctanol (50ug);
Coluna 97 padrao de PMSG britanico (10ug)y;
Coluna 100 ¢CG comercial (50 pe).

Na avaliacao da atividade biologica em leitoas pré-
paberes, for obtido um namero médio de 25,9 £ 22.2 ¢ 0.0
(P < 0,001) corpora lutea por leitoa no grupo injetado com
0 eCG purniticado (grupo 1) ¢ nas leitoas controle (grupo 1),
respectivamente. Por outro lado, LISING et al. (1991)
obtiveram 15,9 + 1,1 corpora lutea ao injetarem 750U1 de
2CG em lertoas pré-piberes, enquanto que HOLTERSHIN-

KEN (1992) mjetou 1000 ou 1500UI por leitoa ¢ veriticou .

a presenga de 32,8 £ 17,0 corpora lutea nos ovarios. Esta
varia¢ao na quantidade de corpora lutea observada entre os
tres trabalhos possivelmente ¢ devida ao ¢CG utilizado ¢ as
Jiterentes condigdes a que estavam submetidos os animais.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o
>CG puriticado no Cenbiot apresenta pureza ¢ atividade
biologica similares ao produto comercial utilizado como
controle ¢ que € eticiente para induzir atividade ovariana em
OVINOS ¢ suinos.
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