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CarLos Roe GémMez
INTRODUCCION

Hasta hace pocos afios, el dosaje de gonadotrofinas coridnicas en
el laboratorio, requeria un largo v laborioso trabaje, o la vez que un
costosc equipo.

Con los estudios de Galli Mainini, se abre un nuevo campo para
la clinica e investigacién, al hacer posible el dosaje hormonal en for-
ma rapida y sencillg, usando el sapo macho como animal reactivo v
siendo solamentie necesario determinar la dosis minima requerida por
dicho batracic para producir liberacion de espermatozoides.

Al tratar de dosar las hormonas coridnicas gonadotrdficas segln
el método de Galli Mainini, encontramos que, las diferentes cifras que
dan los autores, como dosis minima necesaria pare producir el des-
prendimiento de los espermatozoides de la célula de Sertoli, v su con-
secutivo pasaje o la orina, son causas de error en la apreciacién final
de los resultados. Esta diferencia se puede deber, tanio a las distintas
especies de animales usados (Sapes), a la variabilidad bioldgica in-
herente a la poblacion experimental, a los diversos productos tomados
como patrén y a las técnicas empleadas. Este hecho nos ha llevado
a iratar de determinar la dosis minima capaz de producir reaccion po-
siliva en el 50% de la poblacién experimental, empleando el bufo
spinolosus limensis como animal tipo, siguiendo exactamente la {écnica
de Galli Mainini v analizando matemdticamente los datos experimen-
tales obtenidos con diferenies productos hormonales, o fin de poder
standarizar la unidad sapo, segin el método estadistico de la respuesta
cuantal de J. H. Gaddum usando la simplificacion descrita por L. T
Reed y H. Muench.

Hormonas hipolisarias.—Desde los trabajos de Zondeck y Smith
{13 (2> en 1926 v 1927, se sabe que el lobulo anterior de la hipdfisis
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elabora, entre olras muchas hormonas, dos, llamadas gonadotrdficas
por la accién estimulante que poseen sobre las gldndulas sexuales o
gonadas. Estas hormonas, elaboradas por las celulas baséfilas del
lébulo anterior son, una, la fraccidon foliculo maduradera, v, otra, la
fraccion luteinizante.

La primera, como su nombre lo indica, produce desarrollo y ma-
duracién de los foliculos ovdricos en la hembra y estimula el epitelio
germinal en el macho; se le conoce también como F. S. H. (follicle
stimulating hormone) o thylakentrin.

La segunda, preduce en la hambra la maduracion final del foliculo,
lae ruptura, el estro v la transformacicon del foliculo en cuerpo Itec:
mieniras que en el macho asume un rol luncional sobre la célula in-
tersticial o de Leydig v lo secrecidon de testosterona; se le conoce tam-
bign como [. C. S. H. (infersticial cell stimulating hormone), o L. H.
(luteinizing hormone, o metakentrin).

Hasta hace pocos afios, algunos aulores opinaban que era una
sola la hormona gonadotrofica v que sus diversas acciones biclogicas
se debian a las diferentes cantidades vertidas en el torrente circulato-
rio. Pero, en 1931, Fevold, Hisaw v Leonard (3), confirmaron que exis-
ten dos hormonas gonadotrolicas en el lébulo anterior, al hacer la
separacion por fraccionamiento quimico.

En 1940 se aisla en eslade puro la fraccion 1. C. 8. H., mientras
que la fraccidén F. 5. H.. si bien alin no ha sido aislada en esiado
pure, se le obtiene bastante purificada.

Estas hormonas producidas en la hipdfisis pasan al torrente cir-
culatorio v a la oring donde es pesible ponerlas en evidencia.

Quimicamente estas hormonas son moléculas proteicas complejas.

El factor F. S. H. es normalmente excretado entre el cuarto vy
onceavo dia del ciclo mensirual, v su accién termina cuando el foliculo
madura v se rompe.

Las cifras que dan les autores varian mucho, pero mds o menos
son de 250 u. r. (unidades ratas), a 625 u. r. por litro de sangre, v
en la orina de 5 @ 10 u. r. por litro a pariir del sexto dia v de 30 « 60
u. r. desde el onceavo al dieciseisavao dia.

El factor [. C. 8. H. es secretado entre los dias 16 y 26 del ciclo
v no hay datos precisos scbre las cantidades de este {actor en los
hurmores, {(4).

Hormonas placentarias—Ascheim v Zondeck, y Pluhmann (5), en-
contraron que la orina v la sangre de la mujer gestante contenia una
cantidad de hormoena ganadotrofica, denominando ‘proldn A" al factor
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folicular y “proldn B” al factor luteinizante, pensando que dicha hor-
mona provenia de la hipdfisis. Esta afirmacién fué desmentida poco
después vy se llegd ¢ la conclusidn, por una serie de trabajos, que esta
hormona de la mujer gestante no era igual ni tenia el mismo origen
que la hormona pituitaria vy se le llamé hormona coridnica gonadotrd-

fica (H. C. G.)

La pituitaria de los animales en gestacion no contenia ¢ contenia
muy poca cantidad de H. C. G., mieniras que la placenta contiene
cantidades apreciables de esta hormona, en la misma época en que
exisien cifras elevadas en la sangre vy orina; al mismo tiempo, la baja
de produccién de H. C. G. coincide con la desaparicion de las células
de Langhans de la placenta, (6,

Hirose, Collip v Kide (7)), usando las técnicas de implantacién de
trozos de placenta o por inyeccion de extractores de la misma, obser-
varon las respuestas ovdricas v uterinas positivas. Los mismos resulta-
dos obtuvieron con lo inoculacién en la cémara anterior del ojo de
fragmentcs de placenta.

La elevacion del titule de estas hormonas en sangre v oring en
casc de molahidatilorme y corioepiteliona (8), hacen también suponer
el origen coriénico del H. C. G.

Wislocki vy Bennett (8), han demostrade que el citotrofoblasio es
un tejido secretor.

De todos estos hechos, los autores llegan a la conclusién que la
placenta es el sitio de origen de estas sustancias y no un mero de-
posito, como se pensaba.

Propiedades.—En lo que respecia a su accidn bioldgica la hormona
coridnica gonadotrofica difiere tanto de la gonadotrofina pituitaria v
de la gonadotrofing de la castracién y menopausida, como de la hor-
mona que elabora la placenta de la vegua prefiada.

Las experiencias llevadas o cabe por Evans (10) en ovarios de
ratas inmaduras, demuestran que la B. C. G. produce poco aumento
del peso de los ovarios en comparacidn con la otras citadas v que
este qumento de peso se debe a la accion estimulante que ejerce esia
hormona sober la pituitaria, a la que estimularia a elaborar 2! factor
F. S. H. Lo gue lleva o la conclusién que H. C. G. es una hormona
incompleta en el sentido gqu= posee muy poco o no posee factor F. S. H.

Administrando H. C. G. «a ratas machos hipofisectomizados, man-
tienen el epitelic seminifero y normaliza o exagera la funcidn de las
células intersticiales (10). '
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El H. C. G. es, pues, semejante al factor I. C. S. H. aungue
difieren en algunos puntos, en especial en el hecho que H. C. G. actlla
como si fuera una hormona gonadotirdfica completa, porque estimula
la produccién de F. S. H., mientras que el factor I. C. S. H. es in-
capaz de esta accion. _

La botencia de H. C. G., como estimulante de las células intersti-
ciales. es mucho mavyor que la [. C. S. H. v provoca en la rata macho
mayor produccion de hormonas masculinas (6).

Estas dos hermonas difieren tambien en la respuesta producida en -
otros animales (6).

Hormona de la castracidén y menospausia.—Ascheim -v Zondeck
(1), v Fluhmann (11), hicieron notar el incremenio de sustancia go-
rnadotrdfica en la orina de mujeres v hombres en la castracién v meno-
pausia. La concentracion de esta hormona en la orina es muy pequena,
rozén vor la cual los estudios experimentales sobre esta hormona no
han avanzado mucho. El fitulo en orina se piensa que estd alrededor
de 5 M. U. U. (mouse ulerin unit) en 24 horas. Se inicia de 6 o 10
dias después de la castracion v se mantiene indefinidamente.

Sus efectos, en contraste con el H. C. G., son [oliculos estimulantes.
El faclor, pues, exclusivo de esta hormona es ¢l F. 5. H.

El electo en ratas machog hipolisectomizados es preservandc el epi-
telio seminifero de la atrofia, sin alectar las células intersticiales y 4r-
ganes de reproduccién accesorios (6.

Hormona gonadotrdfica del suero equino—Cole v Hart en 1934
(12), encontraron que el suero de la yegua prefiada contenia una hor-
mona Gonadotrdfica, hormona gue aparece alrededor del 37° al 439 diq,
con un titulo, al principic de 60 « 100 u.r. por litro, para elevarse a
50,000 u.r. a los 50 digs mds o menos, y comenzar ¢ declinar hasta
alcanzar menos de 50 u.r. alrededor de los 200 dias de la prefiez (la
implantacidn del blastociste en la yegua ocurre alrededor del 40¢ dia
de la fecundacién, y la gestacidén dura de 330-350 dias).

Segin Cualchpol vy Lyons (13} esta hormena, o semejanza de la
H.C.G., se origina en el tejide coridnicc y se encuenira en muy poca
cantidad en la orina de la yvegua, mientras que es abundante en el
suero, probablemenie por su incapacidad para pasar el filtro renal,
a diferencia de la H.C.G., que, rdpidamente, desaparece del torrente
sanguineo para ir a la orina.

La accidon de esta hormona sobre los animales inmaduros es doble,
es decir produce estimulacién folicular y tiene efecto huteinizante. El
afecto predominante observado en las ratas hipofisectomizadas es fo-
liculo estimulante o sea predomina el {actor F.8.H., lo que la diferen-
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cia de la hormona placentaria humana que tiene casi exclusivamente
factor 1.C.S.H.

Tiempo de aparicion de H.C.G. en la orina de mujeres gestanies.
Diagndstico del embarazo—La implantacién del hueve humano ocurre
alrededor de las dos semanas de la fecundacion, Ascheim y Zondeck
(14>, encontraron H.C.G. en orina des semanas después de la primera
falla menstrucl. Sin embarge, los trabojos de Levin (15} vy las tecni-
cas de dosaje mejoradas, permilen afirmar que la gonadetrofina corid-
nica aparece en la orina entre 21 10° v 209 dia después de la ovule-
ciébn; o también enire el 49 dia precedentie vy el 8% siguiente a la pri-
mera {alla menstrual. La relacion que hay entre la cantidad de hormona
sérica v urinaria es de 1 a 10,

Las gonadotrofinas coridénicas no solo se encuentran en la orina y
sangre, sino también en la saliva, liguido céfaloraquideo, sudor, liquido
amnidtico vy juge gdsirico (1).

El descubrimientc de eslas hormonas, permitid que Ascheim v
Zondeck idearan la forma de ponerlas en evidencia en la oring de la
mujer gestante con la cual se hacia el diagnéstico precoz del embarazo;
esta prueba toma como punto de referencia la formacidon de cuerpos
Iteos v foliculos hemorrdgicos en les ovarios de pericotes v ratas, 96
horas después de la inyeccién de orina.

Posteriormente a esta prueba dicagnéstica se han sumado otras
muchas, basadas todas ellas en el predomine del facter 1.C.S.H. en
la hermona Ceoridnica Gonadotréfica, asi como en la accidn estimula-
dora que sobre la hipdlisis tiene dicha hormona. Entre estas pruebas
{enemos: :

El test de Friedman: formacion de cuerpo liteo en coneia inmadura
o madura v aislada, 24 horas después de la inveccidn de la orina.

El test de Bendick: ovulacion en pericote hembra madura, después
de 18 horas de una inveccion de orina.

Fl frotis vaginal en ratas inmaduras, después de 72 vy 93 horas de
la inyeccién de orina.

La hiperirofia ulerina en ratas inmaduras.

Y, por Ultimo, los lests usando batracios como animal recctivo entre
los cuales tenemos, la ovulacién en la rana, 8 a 18 horas despues de la
inyeccién de orina y la reaccién de Galli Mainini que se basa en el
desprendimiento de espermatozoides en el sapo v su cbservacidon en
la orinca.

Todas estas pruebas, usadas para el dicgndstico precoz del emba-
raze, pueden, asimismo, ser usadas para el dosaje de Gonadotrofinas,
dosaje cuya importancia clinica estd demds recalcar.



394 ANALES DE LA

Unidades.—Log efectos de la hormona H.C.G. sobre los diversos
érganes sexuales han sido usados para establecer las unidades, es
decir, los valeres normales y sus desviaciones.

Estas unidades varian, como es de suponer, segtin sea el cnimal
usado, y ain con el mismo animal segun los diferentes puntos de vista
tomados para apreciar los resultados. Asi tenemos, unidad rata, unidad
pericote, unidad Utero pericote, unidad conejo, unidad internacional,
unidad sapo, etc.

Es, sin embargo, dificil hacer la comparacion de estas diferentes
unidades por la variedad de factores que intervienen en su determina-
cién. Asi, las distintas técnicas de extraccidn y purificacién de H.C.G.,
la diferente reaccién de los animales, el sitio de inyeccidn, el punto de
vista tomade para hacer la apreciacion, el peso de un ovario o de dos,
¢l frotis vaginal, o la determinacién de foliculos, etc., son foctores de
confusién en la apreciacion final de los resultados.

Estas razones llevaron a la Liga de las Naciones, en 1939, a adop-
tar una Unidad Internacional que se define, come la aclividad Gonade-
trofica de 0.1 mg. de una preparacidon standard de gonadotrofina corié-
nica (16).

Dosaje de Gonadoirofinas.-—En 1947, Galli Mainini (17), basdén-
dose en los trabajos de Houssay y Lascano Gonzdlez v D. Robertis,
Burgos y Breytes (18), propone una reaccién, para el diagnéstico
precoz del embarazeo, que se basa en la liberacion de espermatazoides
en los tubos seminiferos del sapo macho, de donde pasan a los con-
ductos eferentes que se comunican en estos animales con el rifidén; en
esta forma, es posible encontrarlos en la orina de la cloaca a las dos
o tres horas de realizada la inoculacion.

Encuentra, iambién, diche auter, que la inyeccién de oring de hom-
bres y mujeres en estado normal, asi como la orina de la mujer meno-
pdusica y de hombres de mdas de 60 afios, no produce reaccion positiva.
Los mismos resultados negativos obtiene cen una serie de homonas
sexuales v con enfermos de ciertas endocrinopatias.

Todo ésto, pues. parece indicar que el factor que produce la recc-
cion es el 1.C.S.H., que estd en mayor proporcién en la orina de la
mujer gestante que en la de la mujer menopdusica. Por la misma razén,
la cantidad de hormona sérica de yegua prefiada, necesaria para pro-
ducir reaccidn, es mucho mayor que la de orina de mujer gestante, como
veremos mds adelante.

El uso de la reaccion de Galli Mainini, que rdpidamente se ha exten-
dide v generalizado por la sencillez v seguridad de su resultado, hizo
pensar en la posibilidad de hacer el andlisis cuantitativo de las gonado-
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irofinas coriénicas en lorma rapida y sencilla, siendo necesario solamen-
te, determinar la dosis minima capaz de producir la liberacién de los es-
permatozoides en el sapo y sobre esa base, hacer inoculaciones con dife-
rentes diluciones de orina en varies animales, siende posible, con un
simple célculo, determinar con exactitud la cantidad de hormona pre-
sente. )

Fué el mismo Galli Mainini el primero quien, usande como animal
tipo el Bulo arenarum Hensel, determiné que la dosis minima de gonado-
trofina coriénica humana (H.C.G.) necesaria para obtener respuesta
en la mayor parte de los sapos era de 40 u.i. (unidades internacionales ).

Posteriormente, una serie de autores han encontrado cifras dife-
rentes, asi:

Burgos y Mancini (19) (20) dan resullados negativos con .. 30 U.I
Houssay (21) da resultados negativos con ................ 10 U.1
Pinto v Suer (22) dan resultados negativos con ............ 10 U.1
Galli Mainini (17) de resulicados positivos con ............ 40 U.1
Haskins v Sherman (23) dan result. posit. en el 75% con 35 U.1
Haskins y Sherman dan resultados positivos en el 100% con .. 70 U.I
Schwitzer v Bas (24) dan resultados positives con ... .. .. 38 U.1
Schwitzer y Bas, usande el suero de yegua prefiada. dan
resultados posilivos con ... 150 U.I.
San Martin v Zorrilla ¢25%) dan resultados positivos con .... 10 U.I.

Estas diferencias, segqiin Schwitzer (26), se deben a varios factores:

a) Al baio numero de animales empleados por algunos autores.

%) Los distinlos origenes de las hormenas utilizadas.

¢) Las dilerentes condiciones de ensayo, especialmente la técnica
de inyeccidn, temperatura del ambiente vy condiciones de luz. )

d) Porque falta hasta ahora una definicién del valor umbral, de
moarnere que clgunos autores entendiaon como tal, cantidades de hormo-
nas que daban reacciones negativas, mientras que otros tomaban como
limite inferior, valores de gonadotrofina coriénica gue casualmente daban
a bajo nivel reacciones positivas.

De ahl que este autor propone la creaciéon de la unidad sapo (U.B.)
que la deline como la dosis minima necesaria para provocar una
respuesta positiva en las dos terceras partes del niimero de sapos adul-
tos usados en condiciones adecuadas (26).
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MATERIAL Y METODOS

Material.—Hemos usado en nuestro estudio, alrededor dé 420 sapos
machos ( Bufo Spinolosus Limensis), capturados en Lima y alrededores,
con un peso promedio de 117.5 grs. que fluctuaba entre 90 y 140 grs.

Como patrones, hemos ensayado todos los productos comerciales
de Gonadotrofinas Coridnicas que existen actualmente en plaza, unas
de origen humano y otras de origen equino, tituladas en Unidades
[nternacionales (U.1.) con excepcion de dos: el Gonadogen en Unidades
Castle-Nelson, cuya equivalencia aproximada en U.I. es: 1 U.C.N.
— 20 U.I., y ¢! Prolan, titulado en Unidades Rata (U.R.). cuyo origen
v equivalencia no esid indicada, pero que es posible determinar, como
veremos mas adelante.

Los productos que hemos ensayade son:

Apoiding
Gonadotrofina Coridnica de origen humano ,
Pranturon

Anterdn
, g A.P.L.
Gonadotrofina  Coridnica- de origen egquino Gonadogen
Pregnil
Prolan

Desgraciadamente, no nos ha side posible obtener en Lima, Folu-
teina, gue ha dado resultados dilerentes a los obtenidos por nosotros
(25).

Método.—La técnica seguida para la inoculacién, ha sido la reco-
mendada por Galli Mainini (17), o sea la inyeccidén del producto, en
los sacos linfaticos laterales del sapo macho. La lorma como hemos
procedide para el desarrolle del trabaje, ha sido la siguiente:

Se efectuaron ensayos preliminares de tantec, para determinar la
cantidad aproximada de Gonadotrofina Coridnica, capaz de producir
respuesta bicldgica positiva, empleando para ello dos animales para
cada una de las seis diluciones ensayadas en cada producto. Estas
diluciones las hicimeos basdndonos en las diferentes cilras que dan los
autores, como dosis minima, capaz de dar respuesta bioldgica positiva.

Una vez determinado con aproxamacion este valer, v a fin de res-
tringir el error experimental por muestrec, los sapos fueron seleccio-
nados al azar y divididos en 7 grupos de 50 animales cada uno. Del
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mismo modo, se seleccionaron al azar los animales de cada grupo,
para la administracion de las diferentes dosis de Gonadotrofinas Corié-
nicas investigadas. '

Las diluciones de los productos hormonales se hicieron todas en
agua destilada v en forma tal que todos los animales recibieron un
mismo volumen. 6 centimetros cubicos.

La poblacion experimental de sapos fué mantenida durante el
tiempo que duraron las observaciones, baio idénticas condiciones de
vivienda (bocales de vidrio con capacidad pora acomodar 8 sapos con
una delgada capa de agua de cario en el fondo, para favorecer la hume-
dad de la piel en los animales y mantener una atmosfera de saturacién
constante) vy sin recibir alimentacién.

La investigacion de la respuesta biclégica (aparicion de esperma-
tozoides en la orina de la cloaca) se practiced, a las dos, seis, v 24
heoras después de la inoculacion.

Hemos considerade de valor ilustrativo, incluir en los resultados
la cantidad aproximada de espermatozoides en cada caso, para ello,
hemos coniado el numero de espermatozoides por campo y enumeramos
las respuestas de 1 a 4, que corresponden arbitrariamente:

De | a 10 espermatozoides por campo.
De 10 @ 30 y
Mdas de 30 y " "
Incontables M " "

= W N —

Los resultados obtenidos se consignan en los siguientes cuadros:
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APOIDINA
Peso del Unidades Resultados
sapo Inoculadas
{grm.) (U. 1) 2 horas 6 horas 24 horas
105 10 N N N
115 10 2 N N
110 10 N N N
118 10 N N N
125 10 N N N
125 10 N N N
115 .10 N N N
130 10 N N N
105 10 N N N
100 10 N N N
APOIDINA
100 20 N N N
105 20 N N N
118 20 N N N
112 20 N N N
120 20 N N N
113 20 N N N
110 20 N N N
130 20 N N N
128 20 N N N
100 20 N N N
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APOIDINA
Peso del Unidades Resultados
sapo inoculadas
{grm.} (U. 1) 2 horas 6 horas 24 horas
115 30 N N N
95 30 N N N
100 30 N N N
105 30 3 2 N
100 30 N N N
112 30 N N N
110 30 2 N N
113 30 N N N
110 30 N N N
98 30 N N N
APOIDINA
100 40 3 2 1
95 40 N N N
98 40 4 3 1
85 40 3 1 N
110 40 4 2 1
105 40 N N N
100 40 N N N
98 40 4 3 1
98 40 2 N N
100 40 N N N
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APOIDINA
Peso del Unidades Resultados
lefala) inoculadas
{qrm.) u. 1} 2 horas 6 horas 24 horas
105 45 4 2 N
100 45 3 2 N
35 45 4 1 N
95 45 4 1 N
95 45 4 1 N
100 45 3 1 N
85 45 2 1 N
100 45 4 2 N
105 45 1 N N
85 45 4 2 1
APOIDINA
CUADRO RESUMEN
Unidades Nf de Resultados
inocula- anima- Posilivos Negativoe % Positivo
das (U. 1) les 2 hor. 6 hor. 24 hor.
10 10 1 0 0 9 10
20 10 0 0 0 10 0
30 10 Z 1 0 g 20
40 10 B 4 4 80
45 10 10 9 1 100
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PRANTURCN

Peso del Unidades Resultados

sape inoculadas

{grm.] (U.1) 2 horas 6 horas 24 horas
140 10 N N N
130 10 N N N
135 10 2 N N
125 10 N N N
125 10 1 N N
130 10 N N N
110 10 N N N
118 10 N N N
120 10 N N N
1) 10 N N N

PRANTURON

105 20 N N N
110 20 N N N
100 20 2 N N

95 20 N N N
105 20 N N N
105 20 1 N N
100 20 N N N
118 20 N N N
112 20 N N N
100 20 N N N

|
\
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PRANTURON

Peso del Unidades Resultadeos
sapo J'nocu_]crd'cts
fgrm.) {U. 1) 2 horas § horas 24 horas
110 30 N N N
100 30 N N N
105 30 2 N N
a5 30 N N N
95 30 3 1 N
28 30 N N N
95 30 2 N N
100 30 N N N
105 30 N N N
110 30° N N N

PRANTURON

100 40 3 1 N
95 40 4 2 N
105 40 4 3 1
110 40 3 1 N
95 40 3 2 N
95 40 N ° N N
98 40 4 4 2
110 40 4 3 1
105 40 3 2 N
100 40 4 3 1




FACULTAL DE MEDICINA 4ud

PRANTURON

Peso del Unidades Resulitados
sapo inoculadas
{grm.) (U. 1) 2 horas 6 horas 24 horas
95 45 4 2 1
98 45 3 1 1
100 45 4 2 1
105 45 4 1 N
95 45 3 N N
93 45 3 N N
100 45 4 1 N
110 45 3 1 N
98 45 3 1 N
100 45 2 1 N
PRANTURON
CUADRO RESUMEN
Unidades N? de Resultados
inocula-  anima- Positivos Negative % Posilivo
das (U. 1) les 2 hor. 6 hor. 24 hor.
10 10 2 ] 0 8 20
20 10 2 0 0 8 20
30 10 3 1 0 7 30
40 10 8 9 4 1 a0
45 10 10 8 3 0 100
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ANTERON
Peso del Unidades Resultados
sapo inoculadas
(grm.} (U. L) 2 horas 6 horas 24 horas

140 50 N N N
120 50 N N N
110 50 N N N
115 50 N N N
100 50 N N N

a5 50 N N N
105 S0 N N N
110 50 N N N
100 50 N N N

98 50 N N N

ANTERON

100 60 N N N

88 60 N N N
105 60 3 N N
110 60 N N N
1o 80 N N N
100 60 2 -N N
85 60 N N N

95 60 N N N
105 60 N N N
115 60 N N N
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ANTERON
Peso del Unidades Resultados
sapo jnoculadas
{grm.) (U. 1) 2 horas 6 horas 24 horas
105 70 3 1 N
110 70 N N N
100 70 N N N
95 70 N N N
- 85 70 4 2 N
100 70 N N N
105 70 N 1 N
95 , 70 N N N
‘110 70 2 N N
100 70 N 1 N
ANTERON
95 80 N N N
98 80 3 1 1
105 80 3 1 N
35 80 4 2 1
100. 80 2 N N
100 80 N N N
105 80 N N N
g8 80 1 1 N
38 80 2 N N
N N N

100 80

1
l
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ANTERON
Peso del Unidades Resuliados
SQapo inoculadas
{grm.} u.r) 2 horas 6 horas 24 horas
35 85 4 2 1
98 85 3 1 1
a5 85 3 1 1
100 85 N N N
85 85 4 N N
105 85 4 2 N
110 85 ) N N
105 85 1 N N
100 85 4 1 N
98 85 3 N N
ANTERCN
CUADRC RESUMEN
Unidades NY de Resuliados
inocula-  anima- Positivos Negativo % Positivo
das (U. 1) les 2 hor. 6 hor. 24 hor.
50 10 0 0 0 i0 0
80 10 2 0 0 B8 20
70 10 4 4 0 ] 40-
80 10 & 4 2 153 B0
a0 10 9 5 3 1 a0

|
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PREGNIL
Peso dei Unidades Resultados
sApo inoculadas
{grm.) (U.1) 2 horas ¢ horas 24 horas
95 70 N N N
130 70 N N N
120 70 N N N
110 70 N N N
125 70 N N N
130 m N N N
130 70 N N N
110 70 N N N
120 70 N N N
100 70 N N N
PREGNIL

95 80 N N N
105 8C 4 2 N
95 80 N N N
115 80 N N N
120 80 N N N
110 80 N N N
125 80 N N N
100 80 N N N
8s 80 N N N
110 80 N N N
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PREGNIL
Peso del Unidades Resultados
sapo incculadas -
(grm.) (U. 1) 2 horas 6 horas 24 horas
5 90 N N N
100 90 2 N N
.90 80 N N N
120 90 3 N N
128 90 N N N
;130 G N N N
100 ~ 90 4 1 N
-105 90 2 N N
120 - %0 3 N N
oo - 90 N N N
PREGNIL
120 o095 3 N N
100 95 4 2 N
95 a5 2 1 N
- 100 95 3 2 1
100 35 N N N
- 100 95 4 1 N
95 95 2 1 N
100 95 3 1 N
108 95 1 N N
100 95 3 1 1
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PREGNIL
Peso del Unidades Resultados
saApoO inoculadas
{grm.) HEN. 2 horas & horas 24 heras
a5 100 4 3 2
95 100 4 2 1
100 100 4 2 N
100 100 3 1 N
g8 100 4 3 N
100 100 4 4 2
100 100 2 N N
105 100 4 2 1
a5 100 4 1 N
95 100 3 1 N
PREGNIL
CUADRC RESUMEN
Unidades N° de Resultados
inocula- anima- Posilivos Negative % Positivo
das (U.1) les 2 hor. 6 hor. 24 hor.
70 10 0 0 0 10 0]
80_. 10 1 1 D g 10
99 10 5 1 0 5 50
95- 10 9 7 2 1 g0
100 10 10 9 4 0 100
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A P L
Peso del Unidades Resultados
sapo inoculadas
(grm.) (U. 1) 2 horas 6 horas 24 horas
140 60 N N N
130 60 N N N
100 60 4 N N
120 80 N N N
125 60 N N 2
115 60 2 N N
110 60 N N N
105 60 N N N
120 60 N N N
120 60 N N N
A P L

110 70 2 N N
105 70 N N N
98 70 N N N
105 70 N N N
100 70 N N N
105 i N N N
115 70 2 - N N
110 70 N 4 2
120 70 N N N
100 70 N N N

|
|
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A P L
Peso del Unidades Resultados
sapo inoculadas
{grm.) (0. 1) 2 horas & horas 24 horas

100 80 N N N
100 80 3 N N
105 80 N N N
100 80 2 N N

95 80 3 1 N

a8 80 2 1 N
105 80 1 N N
110 80 N 2 N

a5 80 N N N

95 80 N N N

A P L

95 90 4 2 N
102 a0 2 1 N
105 90 3 3 1
112 a0 N N N
118 a0 4 2 N
125 0 2 2 N
100 90 2 1 N
100 80 1 N N
104 a0 4 1 N
118 a0 N N N
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A.P. L
Pesgo del Unidades Resullados

sapo inocculadas

{grm.) (U. 1) 2 horas 6 horas 24 horas
95 100 4 3 2
a5 100 4 2 1
100 100 4 1 N

100 100 1 N N
98 100 4 4 2
28 100 4 3 N
95 100 3 1 2
a5 100 ! 3 N
95 100 2 1 N
38 100 4 2 1
A P L
- CUADRO RESUMEN
Unidades N* de Resultados
inocula-  anima- Posilivos Negativo % Positivo
das (U. 1) les 2 kor. 6 hor. 24 hor.

60 10 2 D 1 7 30

70 10 2 i 1 °7 30

80 10 S 3 0 4 60

a0 10 8 7 1 2 80

0

100 10 10 9 5
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GONADOGEN
Peso del Unidades Resultados

sapo inoculadas

(grm.} (U. 1) 2 horas 6 horus 24 horas
115 50 2 N N
116 50 N N N
100 50 N N N
95 50 N N N
98 50 3 1 N
140 50 N 3 N
130 Gl N N N
110 50 1 N N
100 S0 N N N
100 s0 4 N N

GONADOGEN

85 60 2 N N
100 60 N N N
105 60 N 1 1
110 60 N N N
115 60 1 N N
118 60 N N N
120 60 N N N
112 60 3 N N
100 60 N N N
95 80 N N

| =
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GONADOGEN

Peso del Unidades Resultados
5apo inoculadas
igrm.) {U.1.) 2 horas 6 horas 24 horas
100 70 2 1 N
105 70 N N N
100 70 4 2 1
100 70 3 1 N
98 70 4 1 N
98 70 1 N N
a5 70 2 N N
100 70 N N N
105 70 N N N
110 70 N N N

GONADOGEN

115 75 3 1 N
118 75 4 2 1
108 75 4 1 N
110 75 3 N N
95 75 3 N N
98 75 N N N
95 75 N N 3
100 75 3 N N
g5 75 3 1 N
95 75 4 1 N

|
|

‘:
!
|
|
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GONADOGEN
Peso del Unidades Resultados
sapoc inoculadas
{grm.) (U. L} 2 horas & horas 24 horas
95 80 4 2 N
98 80 4 1 N
98 ) 80 4 2 1 _
160 80 N N N
105 80 3 1 N
95 80 4 1 N
100 80 3 2 N
100 .80 3 1 N
85 80 3 2 N
110 80 2 N N
GONADOGEN
CUADRC RESUMEN
Unidades N¥ de Resultados
inocula-  anima- Posijtivos Negative % Positivo
das (U.1) les 2 hor. 6 hor. 24 hor.
50 10 4 .2 0 5 50
60 10 3 1 1 ) 40
70 10 6 4 1 4 60
75 10 8 5 2 9 10
80 10 9 8 1 9 10
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PROLAN

Peso del Unidades - Resultados

sapo inoculadas ‘

{grm.) fU. 1) 2 horas 6 horas 24 horas
114 60 N N N
110 ) N N N
110 60 2 N N
115 60 N N N
100 60 N N N
110 60 N N N
120 60 N N N
115 60 N 3 N
100 80 N N N
105 " 60 N N N

PROLAN

100 70 N N N
105 70 N N N
105 70 4 2 N
110 78 N N N
a5 70 N N N
45 70 2 N N
'Bs 70 N N N
98 70 1 N N
100 70 N 2 N
115 70 N N N

|
|
|
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PROLAN

Peso del Unidades Resultades
sapo inoculadas
{grm.) u. 1) 2 horas 6 horas 24 horas
100 80 N N N
98 80 N N N
s ) 3 2 N
"95 80 N N N
98 80 N N N
100 80 2 N N
105 " 80 N N N
95 T80 LN N N
85 80 N N N
" 96 ' 80 N N N

PROLAN

a5 30 4 3 1
98 90 3 1 N
g5 90 4 2 N
100 90 N N N
105 90 N N N_

s 90 N N N

"85 90 3 1 N
98 90 N N N
100 90 3 1 N
gs 90 2 2 N

417
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PROLAN
Peso del Unidades Resultados

sapo inoculadas

{grm.) (U. 1) 2 horas 6 horas 24 horas

105 100 4 2 N
115 100 3 1 N

118 100 4 2 N
a5 100 2 N N
a8 ~ 100 4 3 1
95 100 3 2 N
98 100 3 1 N
98 100 4 3 1
85 100 N N N
a7 100 . 4 2 N

PROLAN
CUADRQ RESUMEN
Unidades  N? de . Resuitados
inocula-  anima- Positlivos Negativo % Positivo
das (U. 1) les 2 hor. 6 hor. 24 hor.

80 10 | 1 o - 8 20

70 10 3 2 0 6 40

30 10 2 2 0 7 30

30 1D 6 8 1 4 60

9 8 2 1 100

100 10
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los datos consignados en los cuadros que anteceden, han sido
somelidos a un andlisis matematico-estadistico, siguiendo los concep-
tos de J.H. Caddum, para el andlisis de universos experimentales fini-
tos (27), empleando la simplificacién practica de Reed v Muench (28)
para el andlisis de poblaciones experimentales con respuesta Cuantal.

Vamos a ilustrar con un ejemplo la confeccidén de los cuadros
analiticos que siguen; tomemos el primer cuadro, Apcidina:

Los cuatro primeros casilleros horizontales, son los datos recogidos
del experimentoc. Para la elaboracién del quinto casillero, donde dice
Total de Positives, ponemos en la primera columna vertical (10 U.1.),
1, que corresponde al numero de respuestas positivas con 10 U.1., en
la segunda columna vertical adicionamos al nimero de respuestas
positivas de la primera columna, los de la segunda, va que un sapo
que reccciona posilivamente con 10 U.I., también lo hard con 20 u.i.,
en la tercera columna sumamos los resullados positivos de la primerq,
segunda vy tercera columna, y asi, sucesivamente.

Para la confeccion del sexto casillero, donde dice Total de Nega-
tivos, seguimos el mismo principio:

En la rprimera columna vertical ponemos 31, que representa la
suma de todos los resultados negativos, va que un sapo que reacciona
negativamenie con 20, 30 o 40 U.I., también lo hard con 10 U.I., en
la segunda columna (20 U.1.) ponemos 22, que representa la suma
de los resultados negativos con 20, 30, 40 v 45 U.1., v asi, sucesivamente.

El porcentaje de positivos, se obtiene de la suma del total de posi-
livos v negalivos en cada columna.

Siguiendo con el mismo ejemplo, la dosis que produzca respuesta
positiva en el 50% de los animales, debe estar entre la que produce el
20% (30 u.1.) v la que produce 68% (40 u.i.).

A fin de facilitar la interpolacidon malematica para obtener el 50%
de reaccion bioldgica en la poblacidén experimental, hemos empleado
un método grdafico, usando papel semi-legaritmico para el “plotec” de
las dosis v las respuesias porcentuales. En la ordenada, ponemos las
unidades en escala logaritmica v en la absisa, los porcentajes de posi-
tivos, en escala aritmética. Siguiendo, siempre el mismo ejemplo, loma-
mos los dos puntos exiremos enire los cuales se encuentra el 50% que,
en este caso, son: 20% con 30 u.i. por un lado, vy 68% con 40 u.i. por
el otro. Marcamos estos dos puntos en el papel v los unimes con una
linea recta. La altura a la cual esta recta corta a la ordenada de 50%,
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APQIDINA
Unidades 10ui. 20ui. 30ui. 40ud. 45ul
Numero de sapos ........ 10 10 10 10 10
N? respuesias posilivas ... 1 0 10
N¥ respuestas negativas .. 9 10 0
Tolal de positivoes ........ I- 1 9 19
Total de negatives ........ 31 22 12 0
Porcentaje de positives .. 3.1 4.3 20 68 10.0
PRANTURON
Unidades ................ 10 20 30 40 45
Nimero de sapos ........ 10 10 10 10 10
N® respuestas positivas .. 2 3 9 10
N® respuestas negativas .. 8 7 0
Total positives ............ 2 7 16 26
Total negativoes ............ 24 16 1 0
Porcentaje de posilivos .. 7.6 20 46 G4 100
ANTERON
Unidades ................ S50 60 70 80 85
Niumerc de sapos ........ 10 10 - 10 10 10
N respuestas posilivas .. 0 2 5 6 9
N? respuestas negativas .. 10 8 5 4 1
Total de positives ........ 0 2 7 13 22
Total de negatives ........ 28 18 10 5 1
Porcentaje de posilivos .. 0 10 41 72.2  95.6
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. P.

L.

10ui. 20ui. 30uwi. 40ui. 45 u.d

Unidades

Unidades ................. 60 70 80 30 100
Nimero de sapos ........ 10 10 10 10 10
N® respuestas posilivas 3 3 8 8 10
N® respuesias negativas 7 7 4 2 0
Total de posilivas ........ 3 & 12 20 30
Tolal de negativas . ..... .. 20 13 ) 2 0
Porcentaje de positivos 13 31.5 66.6 90.9 100

PREGNIL
Unidades ................. 70 80 30 a5 100
Nimero de sapos ........ 10 10 10 10 10
N® respuesias posilivas 0 1 5 9 10
N? respuesias negalivas G 9 5 1 0
Total de posiiivos ........ 0 1 8 15 25
Tolal de negatives .. ...... 25 15 6 1 0
Porcecenlaje de posilivos .. 0 6.2 50 93 100
GONADOGEN

Unidades ................. 50 60 70 75 80
Nimero de sapos ........ 10 10 10 10 10
N? respuestas posilivas 5 4 6 9 9
N? respuesias negativas 5 6 4 1 1
Tolal de posilives ........ 5 9 15 24 33
Tolal de negatives ...... 17 12 6 2 1
Porcenlaje de posilivos 22.7  42.8 g7

71.4  92.3

421
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ANALES DE LA

PROLAN
Unidades Jouid, 20ud. 30ui. 40ud. 45u.l
Unidades ................. 80 70 80 90 100
Numero de sapos ........ 10 10 10 10 10
NY respuestas positivas . 2 4 3 8 9
N respuestas negativas .. 8 6 7 4 1
Tolal de positivos ........ 2 [ g 15 24
Total de negalivos ........ 26 18 12 5 1
Porcentaje de positivos .. 7. 25 42.8 75 36
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indica el nUmero de Unidades Internacionales que produge reaccidn
posiliva en el 50% de los animales inoculados.

Como se puede apreciar, al emplear la derivacidn logaritmica de
las dosis, se obtene una curva de primer grado, la que es {&cilmente
extrapolada en ambos extremos.

DISCUSION

El criterio para determinar el valor de una respuesta bioldgica, se-
gun los conceptos modemos del Biodosaie, estd dado por la dilucién
de la droga investigada con la que reacciona cierta proporcion de la
poblacién experimental. La venitaja de emplear aquella dilucién con
la que reacciona la mitad (50% ) de los animales, ha sido amplic-
mente demostrada por Gaddum (27), sobre firmes bases larmaco-
logicas. :

El criterio de respuesia bicldgica, comc la reaccién del 50% de
una poblacidén experimental, es menos afectade por el error de varia-
bilidad hiolégica inherente o un universo finito, que cualguier otro con-
ceplo cuanial. En este sentido, como indica Reed y Muench (28), el
peor criterio que pueda guiar ¢l experimentador es tomar como base
de reaccidén biolégica la respuesia del 100% de una poblacién experi-
mental.

Esta es la razdédn por la gue hemos seleccionado el andlisis estadis-
tico, anies descrito con el fin de standarizar la Unidad Sapo, para que
sirva como punto de referencia seguro, en nuestro medio, en el dosaie
de Gonadotrofinas Coridnicas.

Los valores dados por los diferenies autores o la dosis minima, de
Gonadotrofinag Coridnica, capaz de dar respuesta positiva en el Sapo
Macho, varian, como hemos visto en un amplic margen, asi:

Burgos y Mancini 20 U.1.
Haskins y Sherman 35 U.I.
Galli v Mainini 40 U. 1.

san Martin v Zorrilla 10 U.I.

Sabemos también las causas que producen esta variedad en los
resultados:

a) Bajo nimero de animales empleados en las determinaciones.
b) Distintos origenes de las hermonas empleadas.
¢y Diferentes condiciones de ensaveo.
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d) Diferente especie del animal usade (sapo).
@) Falia de la definicién del valor umbral.

Hemos traiado de subsanar todas estas posibilidades de variacién
para lo cual empleamos:

a) 420 animales.

b) 7 producios hormonales de 2 origenes diferentes.

c¢) La téenica de Galli Mainini.

d) El Sapo de Lima y airededores (Bufo Spinclosus Limensis).

e) Delinimos la Unidad Sapo, como la dosis minima requerida
para producir reaccion positiva en el 50% de la poblacién experimental.

Nuestros resultados son:

- Apoidina  — 36 UL
Hormonas Coridnicas de crigen humano \

Pranturén  — 31 UL

! Anterdn — 73 01

S A P L — 75 UL

Hormonas Coriénicas de origen equino  * Gonadogen — 62 U.L

/ Pregnil — 90 UL

\ Prolan — 86 U.L

Vemos, a simple vista, gue los resultados se pueden ordenar en dos
grupos: ung, de las hormonas Gonadotrdficas de origen humano, que
dan valores muy semejantes; y el otro, de las hohmonas de origen equi-
no, que, si bien difieren en alguna {orma, es posible considerarias en
un solo grupo.

Vemos también que las hormonas de origen humano, son 2 y 3 ve-
ces mdas potentes que las de origen equino, hecho este que se explica
por la mayor cantidad de factor 1. C. S. H. que poseen, {acter que es el
que produce la vaciolizacidn de las células de Sertoli y, por consi-
guiente, la liberacién de espermatozoides.

Hay que tener en cuenta que el Gonadogen estd titulado en Unida-
des Castie-Nelson y la equivalencia en Unidades Internacionales, es
aproximada: no sabemos si esto explicaria la dilerencia con ias otras
hormonas.

Entre los productos usados, el Prolan no tiene indicado ni el origen
de la hormona, ni la equivalencia de sus unidades rata. Este hecho nos
sugiere otra de las venlajas de la standarizacién de la Unidad Sapo.
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lo que permite determinar el origen y potencia de cualquier Hormona
Gonadotréfica Coeriénica en forma rapida v sencilla. Asi hicimos las co-
rrespondientes inoculaciones del Prolan vy los resuliados encajtin en el
grupo de la Genadotrofinas Coridnicas de origen equine, mientras que
su unidad ratz equivale aproximadamente o una unidad internacional.

La unidad Sapeo, pues, eguivale en las hormonas Coridnicas de ori-
gen humano a 3i U. I.; mientras que en las Hormonas Coriénicas de
origen equino equivale a 73 U. 1. La representacién grafico-matemdtica
de los resultados obtenidos puede apreciarse clararmente en el cuadro 1,
el que ilustra a simple vista los conceptos v conclusiones sugeridos por
nuestro estudio. _

Naturaldmenle que no pretendemos -dar un valor invariable o esta
Unidzd, yva que sodle hemos usado algunos productos comerciales. Pero
el niimero de animales que hemos empleadoe, v el hecho que tanto las
Gonadotrofinas de origen humano como las de origen equino produz-
can reacciones semejantes, nos hace pensar gue estamos cerca de la
cifra verdadera.

En la investigacién de espermatozoides en la orina de los Sapos
encontramos proporcidn entre la cantidad de espermatozoides v la dosis
inyectada, cuanto mayor era ésta, mayor era la intensidad de la res-
puesta, )

La gran mayoria de los animales que dieron respuesta positiva, lo
hicieron a las dos horas, algunoes respondieron recién « las 6 horas vy
sélo 2 a las 24 horas.

Los sapos gue dieron respuesta positiva a las dos horas, en su
casi totalidad, eran negativos a las seis horas y muy pocos llegaron po-
sitives a las 24 horas; estos eran generalmente los que dieron reaccio-
nes mas intensas.

Algunos animales respondieron en forma positiva a dosis muy ba-
jias de hormona; probablemente eslos animales han estado en celo, vy
la investigacion previa de espermatozoides no lo puso en evidencia.

SUMARIO Y CONCLUSIONES -

1*  El dosaje de Gonadotrofinas Coridnicas, siguiende la técnica de
Galli Mainini, es una sencille v répida prueba de laboratorio, cuya im-
portancia clinica estd demds recalcar.

28 Para poder realizar el dosaje de Gonadotrofinas Coridnicas, si-
guiendo la técnica citada, es necesario conocer la dosis minima capaz
de producir respuesta bioldgica positiva, en el sapoc macho.
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32 Los valores dados a esta cifra, varian segin los diferentes cquto-
res, y esta variacion se debe:
a) Al bajo numere de animales empleados.
b) A las diversas técnicas empleadas.
c) A los dierentes pairones usados.
d) A la falta de un valor umbral.
42 Hemos tratado de eliminar estas posibilidades de error, para
determinar en el Sapo Macho (Bufo Spinolosus Limensis) de Lima y
alrededores, la dosis minima capaz de preducir respuesta biologica po-
sitives, empleando 420 animales, usando como patrones todos los pro-
duclos comerciales de Gonadotrofinas Coriénicas que hay en plaza vy
siguiendo exactamente la técnica de Galli Mainini.
5% Anaglizando los resultados cbtenidos con criterie estadistico, apli-
cando los conceptos desarrollados por [. H. Gaddum y sugerimos de-
finir la dosis minima como aquella capaz de producir respuesta biold-
gica positiva en el 50% de la poblacidn experimental.
B2 Sugerimos tomar este dato como valor umbral, definiendo la
Unidad Sapo como: "la dosis minima capaz de producir respuesta bio-
logica positiva en el 50% de la poblacion experimental”.
72  Hemos encontrado que ia Unidad Sape (U.S.), en el Bule Spino-
losus Limensis de Lima v alrededores, equivale a:
31 Unidades Internacionales (U. 1.)

para las hormonas Gonadotrélicas Coridnicas de origen humano y
73 Unidades Internacionales (U. 1)

para las hormonas Gonadotrdficas Coridnicas de origen equino.

82 Desarrollamos un meétodo gréfico-matemdtico sencillo y practi-
co que permite hallar rapidamente el valor de la Unidad Sapo (U.S.) v
que a la vez hace posible determinar el origen vy eguivalencig de cudal-
quier hormona Gonadotrdfica Coridnica.

92  Sugerimos que se emplee sste métode para futuras determina-
ciones del valor de la Unidad Sapo (U.S.), empleande una prepara-
cidn stondard de Gonadotrofinas Coridnicas tal como la recomendada
por el Comité de la Liga de las Nacicnes (17).
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