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A expulsién de espermatozoides producida por gonadotrofinas hipofisia-
I- rias en los batracios, descrita por Haussay y asociados (1, 2), sirvié de
fundamento para su aplicacién por primera vez en el diagnéstico biolégico
del embarazo humano por Galli Mainini (5, 6}, usando el Bufo arenarum.
Desde entonces es conocida por todos el uso universal de esta prueba diag-
néstica, utilizando batracios machos de los géneros Bufo y Rana. En Sud Amé-
rica y particularmente en nuestro pais, el uso del Bufo o sapo comin se ha
generalizado, por los ventajas que ofrece en cuanto a la simplicidad de la
prueba unida a su buena especificidad, facilidad en la obtencién del animal
y economia.

Aprovechando esta reaccién se ha ensayado la determinacién cuantita-
tiva de la gonadotrofina coriénica, a pesar de las limitaciones impuestas por la
serie de factores que alternan la efectividad de las respuestas, como la estacién
del aRo en que se emplean los animales (10, 11, 15, 18, 19), el peso de estos (4),
la temperatura ambiente (7, 9}, o la dosis (4, 7, 8, 9, 11), entre otros. Tam-
bién a modo de simple informacién recordamos las descripciones hechas sobre
la liberacién de espermatozoides conseguida por otras sustancias, como las
inyecciones de oxalatos (12, 22).

Nuestra intencién fue tratar de establecer el comportamiento de la sen-
sibilidad del Bufo spinulosus macho o sapo comdn con el que se trabaja en
Lima, a la accién espermiante de la gonadotrofina coridnica, en las diferentes
estaciones y durante un ano.

Procurando ordenar los resultados en funcién de un patrén de medida,
nos propusimos valorar el efecto de la dosis inyectada, por la denominada
“dosis efectiva'’, capaz de expresar con éptima uniformidad las diversas res-
puestas positivas por conseguirse en el batracio. En todo esto, nos animaba
el propésito de facilitar en nuestro medio, la cuantificacion de la gonadotro-
fina coriénica en cualquier época del afo, usando el Bufo spinulosus.
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MATERIAL Y METODOS

En nuestras ecxperiencias se usaron 369 sapos machos Bufo spinulosus
var. Limensis y var. Wyra, de peso adecuado entre 75 y 125 g. y sexualmente
maduros. Los animales habian sido capturados recientemente o estuvieron en
cautiverio por un tiempo menor de dos semanas antes del experimento vy
siempre fueron mantenidos a temperatura ambiente.

Hemos podido disponer del standard internacional de la gonadotrofina
coridnica, gentilmente proporcionado por el National Institute of Medical Re-
search, Mill Hill de Londres. La gonadotrofina se disolvid en solucién fisiolo-
gica de cloruro de sédico, inyectando la dosis elegida en un volumen de 2
ml. y en el espacio linfatico dorso-caudal. Las dosis se eligieron mediante en-
sayos. previos. Los lotes de animales fueron inyectados —segin los casos—
con 2.5, 6, 8,10, 15, 20, 30, y 50 U.l. por sapo.

Las respuestas en lo orina cloacal de cada animal, se realizaron con lec-
turas a la 12, 22, 38, 6° y 24 horas. Se considerd una respuesta positiva, cuando
habio desprendimiento de espermatozoides, comprobado bajo observacién mi-
croscopicao.

Cstos experimentos se realizaron de julio de 1961 a junio de 1962, abar-
cando asi las cuatro estaciones del ano.

RESULTADOS

En el Cuadro N? 1, se observan los resultados obtenidos. En la 1% colum-
no se indica la estacién del afo, con la media de la temperatura ambiente a
la sombra que calculamos en base a las observaciones mensuales en Lima,
proporcionadas por el Servicio de Agrometeorologia e Hidrologia del Ministe-
rio de Agricultura. En la 22 columna vemos las unidades internacionales de
gonadotrofina coriénica standard por dosis inyectada a cada sapo. La 3¢ co-
lumna da los logaritmos correspondientes o las unidades inyectadas. Luego
en cuatro columnas se consignan las respuestas positivas con las lecturas ho-
rarias realizadas; los resultados se expresan en nimeros quebrados, represen-
tondo el denominador la cantidad de sapos empleados y el numerador las
respuestas positivas obtenidas; la simple observacién deja ver el acmé de po-
sitividad sc presenta en lo 2da. y 3ra. hora, para luego disminuir segin la
cuantia de la dosis inyectada. Finalmente, en lo Gltima columna se expresa el
porcentaje de respuestas positivas para cada dosis, con su error standard.

La variacién estacional de la sensibilidad animal o la gonadotrofina co-
ridnica, nos ha sugerido relocionar la dosis inyectada con el porcentaje de
respuestas positivas para ordenar y obtener una medida de la dosis efectiva
media correspondiente a cada estacién. Con tal fin, hemos construide un dia-
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RESULTADOS OBTENIDOS CON LA INYECCION DE STANDARD INTERNACIONAL
DE GONADOTROFINA CORIONICA EN EL SAPO MACHO “BUFO SPINULOSUS”.

ESTACION DEL

ANO RESPUESTAS POSITIVAS
Temperatura Dosis Log. 1 h 2°-3* hs, & h 24 hs. % de positividad
media Ul desis -+ ES.

8 0.903 2/10 2/10 1/10 0/10 20 4+ 12.65

10 1.000 6/20 7/20 5/20 1/20 35 + 10.66

INVIERNO 13 1.176 10/20  12/20 5/20 2/20 60 =+ 10.95

Jul.-Set. 20 1.301 7/10 8/10 6/10 5/10 80 ~ 12.65

M: 15. 7 C 30 1.477 10/10 10/10 9/10 6/10 100 + 3.16

30 1.699 9/10 18/10 10/10 7/10 100 + 3.16

2.5 0.389 0/5 0/5 0/5 0/5 D + 0

0.778 4/20 6,/20 3/20 0/20 30 o+ 10.25

. 0.903 7/20 8/20 5/20 1/20 40 -+ 10.95

PRIMAVERA 10 1.000 10/20 12720 9/20 2/20 60 =+ 10.95

Oct.-Dic. 15 1.176 16/20 16/20 12/20 5/20 80 -+ 894

M: 18.7°C 20 1.301 9/10 9/10 8/10 4/10 W0 4+ 9.49

30 1.477 10/10 10/10 9/10 7/10 100 =+  3.16

S0 1.690 8/10 10/19 9/10 7/10 100 4+ 3.16

3 0.503 2/10 2/10 010 0/10 20 -+ 12.65

10 1.000 6/20 6/20 4/20 0/20 30 + 10.25

15 1.176 11,20 1120 3/20 1/20 5 4+ .12

VERANO 20 1.301 7/10 7/10 5/10 3/10 70 -+ 14.49

Ene_-Mar. 30 1.477 8/10 2/10 7/10 5/10 0 4+  9.49

M: 23¢C 50 1.699 10/ 10 10/10 8/10 6/10 100 =+ 3.(6

8 0.903 2/20 3/20 1/20 0/20 15 + 7.98

OTORO 10 1.000 1/20 5/20 2/20 0/20 25 4+  9.68

Abr.-Jun. 15 1.176 11/20 11/20 8/20 3/20 55+ 11.12

M: 19°C 20 1.301 9/14 9/14 7/14 4/14 64 -+ 12.83

30 1.477 8/10 8/10 6/10 5/10 80 -+ 12.65

50 1.699 10/10  10/10 7/10 5/10 100 =+ 3.16
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grama con escala semi-logacitmica que se representa en la Figura N° 1, po-
niendo en la abscisa los logaritmos de las unidades internacionales de gona-
dotrofina coridnica inyectada y en (o ordenada el por ciento de respuestas
positivas a escala aritmética. Uniendo con una linea los puntos equidistantes
del porcentaje de respuestas positivas halladas en nuestros experimentos, he-
mos obtenido cuatro curvas correspondientes a las dosis-respuestas tedricas,
para cada estacién, que representan el valor de la dosis efectiva (D.E.) para
cada porcentaje de respuestas positivas. ’

SegUn es habitual en valoraciones cuantitativas y tratando de uniformar
nuestros hallazgos con los descritos en la literatura, hemos optado el criterio,
siguiendo a Trevan (21), de valorar el efecto de la dosis inyectada, por la
“dosis efectiva 50 por ciento (D.E. 50} 6 dosis efectiva media (D.E.M.)",
referible en nuestro caso a la dosis necesaria para producir liberacién de es-
permatozoides o respuestas positivas en el 50% de animales inyectados con
gonadotrofina coridnica, Segln esto, la D.E. 50 tedrica para el Bufo spinulo-

sus, presentd fluctuaciones entre 9 y 15 U.I. segin la estacidn; la sensibilidad
resulté mayor en primavera con 9 U.I. y minima en otoro con 15 U.l., que-
dando entre ambas las respuestas de 13 U.l. y 14 U.l. para el invierno y

verano respectivamente (Figura N¢ 2],
DISCUSION

El andlisis de los resultados, indica la observacién ampliamente signifi-
cativa que también el sapo macho comin de Lima (Bufo spinulosus), al igual
gue ofras especies de batracios de diversos paises, presenta —segin la es-
tacién del afio— modificaciones en la sensibilidad a las respuestas espermian-
fes por accién de la gonadotrofina coridnica, coincidiendo la méxima sensi-
bilidad de primavera con la época del celo del animal.

Es de la mayor importancia establecer comparaciones con los informes
reporteados por otros autores, que también usaron en sus trabajos standard
internacional de gonadotrofina coriénica; asi, para el Bufo arenarum la D.E. 50
fijaron, Houssay {3} en 22.5 U.l. Penhos (11) de 21.1 a 32.3 U.I. y del Campo
Hachen (14) 22.5 a 30 U.Il.; en tanto para el Bufo americanus Hon (15) ha-
(16 una D.E. 100 entre 12 a 45 U.I.; y nosotros, en el Bufo spinulosus obtu-
vimos una D.E. 50 varioble de 9 a 15 U.l. A modo de simple informacién
citamos, otros, usando gonadotrofina coriénica humana pero comercial, obtu-
vieron los siguientes valores, en Rana pipiens Hartmann (10) D.E.50 =— 9.6
U.1., Hoskins y Sherman {20) D.E.75 —= 35 U.l.; en el Bufo arenarum Schweit-
zer y Bas (13) D.E.66 = 38 U.l., segun Galli Mainini (7, 9) 40 U.I., y para
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Moisset de Espanes (24) D.E.60 = 25 U.l.; por Ultimo, en nuestro Bufo spi-
nulosus hallaron San Martin (16) D.E.85.7 = 10 U.l. y Roe {17) D.E.50 =
31-36 U.1l. .

La simple observacién entre la diferencia de nuestros resultados y los da-
dos por ofros autores que también usaron el standard internacional, indica
una mayor sensibilidad mostrada por nuestro Bufo comin, sobre los otros ejem-
plares del Continente. A su vez este botracio resulta con una sensibilidad com-
parable a la mostrada por la coneja, cuya D.E.50 es de 15 U.l. segin Hous-
say (3); en tanto que es menos sensible que la rata inmadura cuya D.E.50
es de 0.97 U.l. sequn Albert y Berkson (23).

SUMARIO

Usando por primera vez en nuestro pais standard internacional de gona-
dotrofina coridnica, hemos observado modificaciones estacionales de la sensi-
bilidad al desprendimiento de espermatozoides en el sapo comUn de Limag,
en forma similar a la que presentan diversas especies de batracios en ofros
paises.

Los resultados hemos apreciado por la dosis efectiva tebrica en U.l. para
cada estacién; encontrando valores D.E.50 4 D.E.M. entre @ y 15 U.l., con
sensibilidad mdxima en primavera, decreciente en verano y minima en otofo,
para volver a aumentar en invierno. Aplicando estos informes, como se com-
prende, se facilita en nuestro medio la determinacién cuantitativa de la go-
nadotrofina coridnica en unidades internacionales, usando el Bufo spinulosus
y con ayuda de las curvas dosis-respuestas para cada estacién representadas
en un diograma, sin importar la época del afio en que se trabaje. Con todo,
creemos oportuno establecer que sélo es vélido el método para las tfitulaciones
en sangre y orina que se realicen en Lima; si hay la intencién de aplicarlo en
otras regiones del pafls, previamente conviene valorar en cada zona la sensi-
bilidad especifica del animal reactivo del lugar para evitar un posible error
de cdleulo.

Por otra. parte, nuestro animal de laboratorio ha resultado més sensible
que sus congéneres de ofros paises y comparable a la que presenta la coneja,
aunque menor a la rata impUber. Por ello, juzgamos conveniente usar el Bufo
spinulosus para determinaciones cuantitativas cugndo se busquen niveles al-
tos de gonadotrofinas coridnicas, en tanto que no es apropiado para niveles
bajos.
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