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InTrODUCCION

Hasta hace pocos afios, el dosaje de Gonadotrofinas Coridnicas en
el laboratorio, requeria un largo v laborioso trabajo a la vez que un costo~
so equipo. o

Con los Estudios de Garps Mamini, se abre un nuevo campo para la
clinica e investigacién, al hacer posible ¢l dosaje hormonal en forma rapi-
da v sencilla, usando el sapo macho como animal reactivo y siendo sola-
mente necesario determinar la dosis minima requerida por dicho bactracio-
para producir liberacion de espermatozoides.

Al tartay de dosar las hormonas Corionicas Gonadotroficas segin el
método de GAaLLl Marmving, encontramos que, las diferentes cifras que dan
los autores, como dosis minima necesaria para producir ¢! desprendimien~
to de los espermatozoides de la célula de Sertoli, v su consecutivo pasaje
a la orina, son causas de error en la apreciacidon final de los resultades.
Esta diferencia se puede deber, tanto a las distintas especies de animales.
usados (sapos), a la variabilidad biolégica inherente a la poblacién expe-
rimental, a los diversos productos tomados como patrén v a las técnicas
empleadas. Este hecho nos ha llevado a tratar de determinar la dosis mi-
nima capaz de producir reaccion positiva en el 50 % de la poblacién ex-
perimental, empleando el Bufo spinolosus limensis como animal tipo, si-
guiendo exactamente la técnica de Garri MamnmNi v analizande matema-
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ticamente los datos experimentales obtenidos con diferentes productoes
hormonales, a fin de poder standarizar la Unidad Sapo, segtn el método
estadistico de la Respuesta Cuantal de . H. Gapoum usando la simpli-
ficacion descrita por L. |. Reep v H. MuENcH.

Hormonas hipo}isarias. Desde los trabajos de ZoNDEcK y Smirs
(1) {2) en 1526 v 1927, se sabe que el lobulo anterior de la hipofisis
elabora, entre otras muchas hormeonas, dos, llamadas Gonadotréficas por
la accién estimulante que poseen sobre las glandulas sexuales ¢ gonadas.
Estas hormonas, elaboradas por las células basofilas del 16bulo anterior
son: una, la fraccidn foliculo maduradora, vy, otra, la fraccién luteinizante.

La primera, como su nombre lo indica, produce desarrollo v madura-
cién de los foliculos ovaricos en la hembra y estimula el epitelio germinal
en el macho; se le conoce también como F. 5. H. {Follicle stimulating
Hormona) o thylakentrin.

La segunda, produce en la hembra la maduracién final del foliculo,
la ruptura, el estro y la transformacion del foliculo en cuerpo liteo; mien-
tras que en el macho asume un rol funcional sobre la célula intersticial o
de Leyding v la secrecion de testosterona; se le conoce también como

L. C. S. H. {Intersticial Cell Stimulating Hormene) o L. H. {luteinizing
hormone, o metakentrin}.

Hasta hace pocos afios, algunos autores opinaban que era una sola
la hormona gonadotrdfica v que sus diversas acciones biologicas se de-
van a las diferentes cantidades vertidas en el torrente circulatorio, Pe~
ro, en 1931, Feveorn, Hisaw y LEonArp (3), confirmaron que existen dos
hormonas gonadotréficas en el 16bulo anterior, al hacer la separacién por
fraccionamiento quimico.

En 1940 se aisla en estado puro la fraccidn 1.C.S. H., mientras que
la fraccién F.5.H ., si bien atin no ha sido aislada en estado puro, se le
obtiene bastante purificada. ,

Estas hormonas producidas en la hipofisis pasan al torrente circula-
torio v a la orina donde es posible ponerlas en evidencia.

Quimicamente kstas hormonas son moléculas proteicas complejas.

El Factor F.5.H. es normalmente excretado entre ¢l cuarto v on-
ceavo dia del ciclo menstrual, v su accién termina cuande el foliculo ma-.
dura y se rompe,

Las cifras que dan los autores varian mucho, pero mas o menos son
de 250 u.r. {unidades rata}, a 625 u.r. por litro de sangre y en la orina
de 5 a 10 u.r. por litro a partir del sexto dia v de 30 a 60 u.r. desde el
onceavo al dieciseis avo dia.
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El factor I.C.S.H., es secretado entre los dias 16 y 26 del ciclo y
no hay datos precisos sobre las cantidades de este factor en los humo-

res, (4).

Hormonas placentarias: AscHEIM y ZonNDECK, vy FLuHMANN (5),
encontraron que la orina y la sangre de la mujer gestante contenia una
gran cantidad de hormona gonadotréfica, denominando “Prolan A al
factor folicular v "Prolan B al factor luteinizante, pensando que dicha
hormona provenia de la hipofisis. Esta afirmacién fué desmentida poco
después y se llegé a la conclusiéon, por una serie de trabajos, que esta
hormona de la mujer gestante no era igual ni tenia el mismo origen que
la hormona pituitaria y se le llamé hormona coriénica gonadotrofica (H.
C.G.)

La pituitaria de los animales en gestacion no contenia o contenia muy
poca cantidad de H.C.G., mientras que la placenta contiene cantidades
apreciables de esta hormona, en la misma época en que existen cifras ele-
vadas en la sangre y 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, CorLip y Kipo (7), usando las técnicas de implantacion de
trozos de placenta o por inyeccion de extractos de la misma, observaron
las respuestas ovaricas y uterinas positivas. Los mismos resultados obtu-
vieron con la inoculacién en la camara anterior del ojo de fragmentos de
placenta.

La elevacion del titulo de estas hormonas en sangre y orina en caso
de Mola hidatiforme y Coricepitelioma (8), hacen también suponer el
origen coriénico del H.C.G.

Wisiockr vy BENNETT (9), han demostrado que el citotrofoblasto es
un tejido secretor.

De todos estos hechos, los autores llegan a la conclusién que la pla-

centa es el sitio de origen de estas sustancias v no un mero depésito co-
mo se pensaba.

Propiedades: En lo que respecta a su accion biologica la Hormona
Coriénica Gonadotréfica difiere tanto de la gonadotrofina pituitaria y de
la gonadotrofina de la castracién y menopausia, como de la hormona que
elabora la placenta de la yegua prefiada.

Las experiencias llevadas a cabo por Evans {10) en ovarios de ratas
inmaduras, demuestran que la H.C.G. produce poco aumento del peso
de los ovarios en comparacién con las otras citadas y que este aumento
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de pesc se debe a la accién estimulante que ejerce esta hermona sobre la
pituitaria, a la que estimularia elaborar el factor F.5.H. Lo que lleva
a la conclusién que H.C.G. es una hormona incompleta en el sentido
' que posee muy poco o no posee factor F.S.H.

Administrando H.C.G. a ratas machos hipofisectomizados, mantie-
ne el epitelio seminifero y normaliza o exagera la funcién de las células
intersticiales (10).

El H.C.G. es, pues, semejante al facter 1.C-S.H. aunque difie-
ren en algunos puntos, en especial en el hecho que H.C.G. actiia como
si fuera una hormona gonadotréfica completa, porque estimula la pro-
duccion de F.S5.H., mientras que el factor I.C.S.H. es incapaz de es-
ta accidén. .

La potencia de H.C.G., como estimulante de las células intersticia-
les, es mucho mayor que la I.C.S.H. vy provoca en la rata macho mavor
produccién de hormonas masculinas {6).

Estas dos hormonas difieren también en la respuesta producida en
otros animales (6).

Hormona de la castracion y menopausia: ASCHEIM y ZONDECK (1},
y Fruamann (11), hiceiron notar el incremento de sustancia gonadotro-
fica en la orina de mujeres y hombres en la castracién y menopausia. La
concentracion de esta hormona en la orina es muy pequeiia, razén por la
cual los estudios experimentales sobre esta hormona no han avanzado
mucho. El titulo en orina se piensa que esti alrededor de 5 M, U, U.
(Mouse Uterin Unit) en 24 horas. Se inicia de 6 a 10 dias después de
la castracién y se mantiene indefinidamente.

Sus efectos, en contraste con el H.C.G., son foliculo estimulantes.
El factor, pues, exclusivo de esta hormona es el F.S.H.

El efecto en ratas machos hipofisectomizados es preservando el epi-
telio seminifero de la atrofia, sin afectar las células intersticiales vy orga-
nos de reproduccién accesorios (6).

Hormona gonadotréfica del suero equino: CoLE y HArT, en 1934
{12), encontraron que el suero de la yegua prefiada contenia una hormo-
na Gonadotréfica, hormona que aparece alrededor del 37° al 43° dia, con
un titulo, al principio de 60 a 100 u.r. por litro, para elevarse a 50.000
u.r. a los 50 dias més o menos, y comenzar a declinar hasta alcanzar me-
nos de 50 u.r. alrededor de los 200 dias de la prefiez (la implantacion
del blastociste en la yegua ocurre alrededor de 40 dia de la fecundacién,
y la gestacién dura de 330-350 dias),
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Segin Carcroror y LyoNs (13) esta hormona, a semejanza de la
H.C.G., se origina en el tejido coridnico y se encuentra en muy poca
cantidad en la orina de la yegua, mientras que es abundante en el suero,
probablemente por su incapacidad para pasar el filtro renal, a diferencia
de la H.C.G., que rapidamente, desaparece del torrente sanguineo pa-
ra ir a la orina.

La accién de esta hormona sobre los animales inmaduros es doble,
es decir, produce estimulacion folicular y tiene efecto luteinizante. El
efecto predominante observado en las ratas hipofisectomizadas es foliculo
estimulante, o sea, predomina el factor F.S.H., lo que la diferencia de
la hormona placentaria humana que tiene casi exclusivamente factor,

I.C.5.H.

Tiempo de aparicion de H.C G en la orina de mujeres gestantes.
Diagnéstico del embarazo: La implantacion del huevo humano ocurre
alrededor de las dos semanas de la fecundacién, AScHEIM y ZONDECK
(14), encontraron H.C.(G. en orina dos semanas después de la primera
falla menstrual. Sin embargo, los trabajos de LEvIN (153) v las técnicas
de dosaje mejoradas, permiten afirmar que la gonadotrofina coridnica
aparece en la orina entre el 10° v 20° dia después de la ovulacidn; o tam-
bién enire el 4° dia precedente y el 8° siguiente a la primera falla mens-
trual. La relacién que hay entre la cantidad de hormona sérica y urinaria
esde I al0.

Las gonadotrofinas coriénicas no s6lo se encuentran en la orina vy
1a sangre, sino también en la saliva, liquido céfalo-raquideo, sudor, liqui-
do amnidtico y jugo gastrico (10).

El descubrimiento de estas hormonas, permitié que ASCHEIM y ZON-
pECK idearan }a forma de ponerlas en evidencia en la orina de la mujer
gestante con la cual se hacia el diagnostico precoz del embarazo; esta
prueba toma como punto de referencia la formacién de cuerpos hiteos y
foliculos hemorragicos en los ovarios de pericotes y ratas, 96 horas des-
pués de la inyeccién de orina.

Posteriormente a esta prueba diagnéstica se han sumado ofras mu-
chas, basadas todas ellas en el predominio del factor [.C.S.H. en la
hormona Coriénica Gonadotréfica, asi como en la accion estimuladora que
sobre la hipofisis tiene dicha hormona. Entre estas pruebas tenemos:

El test de Friedman: Formacién de cuerpo hiteo en coneja inmadu-
ra o madura y aislada, 24 horas después de la inyeccion de la orina.

EI test de Bendick: Owvulacion en pericote hembra madura después
de 18 horas de una inyeccion de orina.
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El frotis vaginal en ratas inmaduras, después de 72-93 horas de Ia
inyeccion de orina,

La hipertrofia uterina en vatas inmaduras.

Y, por dltimo, los tests usando batracios como animal reactive en-
tre los cuales tenemos, la ovalacidn en la rana, 6 a 18 horas después de
la ittyeccidn de orina v la reaccion de Garry Mamvini que se basa en el
desprendimiento de espermatozoides en el sapo y su observacién en la
orina, :

T'odas estas pruebas, usadas para ¢] diagnéstico precoz del embara-
zo, pueden, asimismo, ser usadas por el dosaje de Gosadotrofinas, dosaje
cuya importancia clinica estd demas recakear.

Linidades: Los efectos de la hormona H.C.G. sobre los diversos
organos sexuales han sido usados para establecer las unidades, es decir,
fos valores normales v sus desviaciones.

Estas unidades varian, como es de suponer, segiin el animal usado,
v atn con el mismo animal segin los diferentes puntos de vista tomados
para apreciar los resultados. Asi tenemos, unidad rata, unidad pericote,
unidad ttero pericote, unidad comejo, unidad internacional, unidad sa-
po, 2tc.

Es, sin embargo, dificil hacer Iz comparacién de estag diferentes uni-
dades por la variedad de factores que intervienen en su determinacién.
Agi, las distintas técnicas de extraccion y purificacién de H.C. G ., la di-
ferente reaccién de los animales, el sitio de la inyeccién, el punto de vis-
ta tomada para hacer la apreciacién, el peso de un ovario o de dos, el
frotis vaginal, o la determinacién de folicules, etc., son factores de cons
fusién en la apreciacidn final de los resultados.

Estas razones llevaron a la Liga de las Naciones, en 1939, a adop-

tar una Unidad Internacional que se define como la actividad gonado-
teofica coridnica {16).

Dosaje de Gonadotrofinas: En 1947, Garp Mamu {17), basan-
dose en los trabajos de Houssay v Lascano GonzALEz v 1. RoBerTis,
Bursos v BrevtEs {13}, propone una reaccién, para el diagnéstico pre-
coz del embarazo, que se basa en la jiberacion de espermatozoides en log
tubos seminiferos del sapo macho, de donde pasan a los conductos efe-
rentes gue se comunican en estos animales con el rifidn; en esta forma,
es posible encontrarlos en la orina de la cloaca a las dos o tres horas
de realizada Ja inoculacidn. '

Encuentra también, dicho autor, que la inveccion de orina de hom-
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bres y mujeres en estado normal, asi como la orina de la mujer menopau-~
sita y de hombres de mas de 60 afins, no produce reaccidn positiva. Los
mismos resultados negativos se obtiene con una serie de hormonas sexua-
les y con enfermos de ciertas endocrinopatias.

Todo esto pues, parece indicar que el factor gue produce la reac~
cién es gl 1.C. 5. H., que estad en mayor proporcidn en la orina de la mu-
jer gestante que gn la de la mmujer menopausica. Por la misma razén, Ia
cantidad de hormona sérica de yegua prefiada, necesaria para producir
reaccién, es mucho mayor que la de orina de mujer gestante, como ve-
remos mas adelante.

El uso de la reaccidn de Garux Mainmi, que rapidamente se ha ex-
tendido v generalizado por la sencillez v segquridad de su resultado, hizo
pensar en la posibilidad de hacer el analisis cuantitative de las gonado-
trofinas coriénicas en forma rapida vy sencilla, siendo necesario solamen-
te, determinar la dosis minima capaz de producir la liberacién de los es-
permatozoides en ¢l sapo y sobre esa base, hacer inoculaciones con dife-
rentes diluciones de orina en varios animales, siendo posible, con un sim-~
ple calculo determinar con exactitud la cantidad de hormona presente.

Fué el mismo Garrr Maining el primero quien, usando como animal
tipo e] Bufo arenarum Hensel determiné gue la dosis minima de gonado-
trofinas coridnicas humanas {H.C.G.} necesaria para obtener respues-

ta en la mayor parte de los sapos era de 40 u.i. (unidades internacio-
nales).

Posteriormente, una serie de autores han encontrado cifras diferen.
tes, asi:

Burcos y Mainm (19) {20) dan resultados negativos con 30 U.1.
Houssay (21) da resultados negativos con .. .. .. .., .. 0 U.1.
Pinto y Suer (21} da resultades negatives con .. .. .. .. 10 U.I.
Garrr Mamgni (17) da resultados positivos con ... 40 1.1,
Hasxins v SeERMAN {23} dan resul. posit. en el 75 % con 35 U.1.
Hasxins v SHERMAN dan result. posit. en el 100% con .. 70 U.I1.
ScuwiTZER vy Bas {24} dan resultados positivos con .. .. 38 U.1l.
S5CHWITZER v Bas wsando el suero de yequa prefiada, dan

resultados positivos con . . . .. 150 1I.1.
SAN MarTiN y Zorriria (25) dan resultados poeltwos con 10 U.I.

Estas diferencias, segiin SciwiTzer {26}, se deben a varios fac-
tores:
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aj Al bajo nimero de animales empleados por algunos auteres.

b} Les distintos origenes de las hormonas utilizadas.

¢} Las diferentes condiciones de ensayo, especialmente la técnica
de inyeccién, temperatura del ambiente y condiciones de luz.

d} Porque falta hasta ahora una definicion del valor umbral, de
manera que algunos autores entendian como tal, cantidadeg de
hormonas que daban reacciones negativas, mientras que otros
tomaban como lmite inferior, valores de gonadotrofina corié-
mica gue casualmente daban a bajo nivel reacciones positivas.

De ahi que este autor propone la creacién de la unidad sapo (11.5.)
que la define como la dosis minima necesaria para provocar una respues-
ta positiva en las dos terceras partes del nimero de sapos adultos usa-
dos en condiciones adecuadas (26).

Maremiares v MeEronos

Material: Hemos usado en nuestro estudio, alrededor de 420 sapos
machos {Bufo Spinolosus Limensis), capturados en Lima y alrededores,
con un peso promedio de 117 .5 grs. que fructuaba entre 90 v 140 grs.

Como patrones, hemos ensayado todos los productos comerciales
de Gonadotrofinas Coridnicas que existen actualmente en plaza, unas de
origen bumano v otras de origen equino, tituladas en Ulnidades Interna-
cionaels {U1.1.}) con excepcion de dos: ¢l Gonadogen en Unidades Cas~
tle-Nelson, cuya equivalencia aproximada en U.I. es: 1 1, C.N. =
20 U.l.; vy el Prolan, titulado en Unidades Rata (U.R.) cuyo origen
y equivalencia no esta indicada, pero gque es posible determinar como

veremos mas adelante,
Los productos que hemos ensayado son:

Apoidina

Gonadotrolina Coriénica de origen humane
Pranturdn

{Anterén

APL.

Gonadetrofinas Coridnicas de origen eguino Gonadogen
Pregnil
Pralén
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Desgraciadamente, no nos ha sido posible obtener en Lima, Folutei-
na, que ha dado resultados diferentes a los obtenidos por nosotros {25}.

Método: La técnica seguida para la inoculacién, ha sido la reco-
mendada por Garir MAmnINI (17), o sea, la inyeccién del producto, en
los sacos linfaticos laterales del sapo macho. La forma como hemos pro-
cedido para el desarrolle del trabajo, ha sido la siguiente:

Se efectuaron ensayos preliminares de tanteo, para determinar la
cantidad aproximada de Gonadotrofina Coriénica capaz de producir res-
puesta biolégica positiva, empleando para ello dos animales para cada
una de las seis diluciones ensavadas en cada producto. Estas dilucignes
las hicimos basandonos en las diferentes cifras que dan los autores, co-
meo dosis minima, capaz de dar respuesta biolégica positiva,

Una vez determinado con aproximacién este valor, v con el fin de
restringir el error experimental por muestreo, los sapos fueron seleccio-
nados al azar y divididos en 7 grupos de 50 animales cada uno. Del mis-
mo modo, se seleccionaron al azar los animales de cada grupo, para la
administracion de las diferentes dosis de Gonadotrofinas Coriénicas in-
vestigadas.

Las diluciones de los productos hormonales se hicieron todas en agua
destilada v en forma tal que todos los animales recibieron un mismo vo-
lumen, 6 centimetros ciibicos, '

La poblacién experimental de sapos fué mantenida durante el tiem-
po que duraron las observaciones, bajo idénticas condiciones de vivien-
da (bocales de vidrio con capacidad para acomodar & sapos con una del-
gada capa de agua de cafio en el fondo, para faverecer la humedad de
la piel en los animales y mantener una atmésfera de saturacién cons-
tante) v sin recibir alimentacién.

La investigacién de la respuesta bioldégica (aparicién de espermato-
zoides en la crina de la cloaca) se practu:o a las dos, seis v 24 horas
después de la inoculacién,

Hemos considerado de valor ilustrativo, incluir en los resultados 1a
cantidad aproximada de espermatozoides en cada caso, para ello, hemos
contado el nimero de espermatozoides por campo y enumeramos las res-
puestas de 1 a 4, que corresponden arbitrariamente:

1 de 1 a 10 espermatozoides por campo
2 de 10 a 30 .
3 mas de 30 "
4  incontables - . .

Los resultados obtenidos se consignan en los siguientes cuadros:
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APOIDINA
Cuadro resaumen
o Resuitados N
Unidades N? de Pasitivos Negativo Positivo
inoculadas anima- e — —_— kY
(LE. 1) les I h 6 h 24 h.
10 1G 1 a St 2 0
20 10 a g g 13 {
30 10 2 | 4] 8 20
40 10 6 4 4 4 &0
45 10 10 9 1 0 100
PRANTURON
Cuadro resumen
o WﬁResultados
Unidades N* de Positivos Negativo Positivo
inoculadas anima- [— %
(U.1) les 2 6 & b 2 b
id 10 2 0 ¢ 8 20
20 10 2 0 G 8 20
30 10 3 1 0 7 30
40 10 9 9 4 1 - 0D
45 10 1 8 3 0 108
ANTERON.
Cuadro resamen
T Resultado 75"
Unidades N* de Positivos Negativo  Paositive
incculadas anima- B %o
(LL.1) les 2 h 6 b 74 b
50 10 g o g 1) 0
60 10 2 0 0 8 20
70 10 4 4 0 6 40
30 10 6 4 2 6 60
9 5 3 ¥ 80
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PREGNIL -

Cuadro resumen

Unidades

WN* de

Resuwltados

Positivos - Negativo Positivo
inoculadas anima. s %
(U.1) les 2 h. 6 h, 24 h,
70 0 0 o - 10 g
a0 {y i 1 O g 10
a0 0 3 1 ¢ 5 50
a5 10 g 7 z i 90
100 0 10 2 4 0 10
GONADOGEN
Cuadro resumen
R e-;m:"l tado sm- e
Unidadea N de Positivos Negative Positive
inoculadas anima- S, _ 5
(U1} les 2 h 6k, 24 h.
50 10 2 0 1 7 30
70 10 2 i H 7 g
S0 0 3 3 0O 4 it
&0 10 8 7 1 2 80
100 10 10 9 ] ¢ 100
A P L
Cuadro resurnen
o Resultadeoes
sidades N® de Positivos Negative Positive
inoculadas anima- - - a9z
{U.L) les 2 h & h. 24 b
50 10 4 2 o 5 50
60 10 3 1 1 6 40
70 10 6 4 1 4 60
75 iQ 8 5 2 9 10
80 10 9 8 1 4 100
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PROLAN

Cradro resumen

Resn\l{adaws

lnidades N° de Positivos Megative  Positive
inoculadas  anima- 00000 e e - 4
{U.1) les 2h 6 h. 4 h
£ 0 i i iy 8 pii]
70 10 3 2 4 6 43
80 Ei 2 2 Q 7 30
ot 10 & & i 4 &0
9 § 2 i 100
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Los datos consignados en los cuadros que anteceden, han sido so-
tidos a un analisis matematico-estadistico. siguiendo los conceptos de }.
H. Gappum, para el analisis de universos experimentales Finitos (27),
empleando la simplificacién practica de Resp y Muencu (28) para el
anélisis de poblaciones experimentales con respuesta Cuantal.

Vamos a ilustrar con un ejemplo la conleccion de los cuadros analiti-
cos que siguen; tomemos el primer cuadro, Apoidina:

los cuatro primeros casilleros horizontales, son los datos recogidos
del experimento. Para la elaboracién del quinto casillero, donde dice To-
tal de Positivos, ponemos en la primera columna vertical {10 U.L), 1,
que corresponde al nimero de respuestas positivas con 10 1.1.: en la se-
gunda columna vertical, adicionamos al nimexo de respuestas positivas
de la primera columna, los de la segunda ya que un sapo gue reacciona
positivamente con 10 U.1., también lo hard con 20 u.i; en la tercera co-
lumna sumamos los resultados positives de la primera, sequnda v tercera
columua, v, asi, sucesivamente.

Para la confeccién del sexto casillero, donde dice Total de Negati~
vos, sequimos el mismo principio:

En la primera columna vertical ponemos 31, que representa la suma
de todos los resultades negativos, ya que un sapo que reacciona negati-
vamente con 20, 30 & 40 U1, tambi n lo hard con 10 U.1; en Ia segun-
da columna {20 U.L) ponemos 22, que representa la suma de log resul-
tados negativos con 20, 30 40 v 45 U.L, v, asi, sucesivamente.
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El porcentaje de positivos, se obtiene de la suma total de positivos
y negativos en cada columna.

Siguiendo con el mismo ejemplo, la dosis que produzca respuesta po-
sitiva en el 50 % de los animales, debe estar entre la que produce el 20 %
{30 u.i.) y la que produce 68 % (40 u.i.) J

A fin de facilitar la interpolacién matematica para obtener el 50 %
de reaccién biolégica en la poblacién experimental, hemos empleado un
método grafico, usando papel semi-logaritmico para el “plotec” de las
dosis y las respuestas porcentuales. En la ordenada, ponemos las uni-
dades en escala logaritmica y en la absisa. los porcentajes de positivos,
en escala aritmética. Siguiendo siempre el mismo ejemplo, tomamos los
dos puntos extremos entre 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 y los unimos con una linea recta,
La altura a la cual esta recta corta a la ordenada de 50 %, indica el nua-
mero de Unidades Internacionales que produce reaccién positiva en el
50 %, de los animales inoculados.

Como se puede apreciar, al emplear la derivacién logaritmica de las
dosis, se obtiene una curva de primer grado, la que es facilmente extra--
polada en ambos extremos.

APOIDINA

Unidades - 1_0____ 2.0 30 40 45

u.i. u.i. u.i. u.i. u.i.
Nimero de sap;; 10 10 10 10 10
IN* respuestas positivas 1 0 2 6 10
N_’ respuestas negativas 9 10 8 4 0
Total de Positivos 1 1 3 9 19
Total de Negatives 31 22 12 4 0

Porcentaje de positivos 31 4.3 20 68 10.0




ESTANDARIZACION DE LA UNIDAB SAFO 185
PRANTURON
;insdades g 20 30 mé@ 45
w.i. u.i . u.i, u.i,
Nimero de sapog 13 1G 18 IGA 10
N‘-‘” ;e;putstas positivas 2 - 2 3 g 10
NE :respuestas negativas & 8 7 i 0
Tctai de Posifivos 2 “S 7 16 26
Tc}.tal Ide Negrativos 4 18 § 1 ) 0
Forcentajes de positivos 7.6 | 20 ‘it‘S‘ 94 | I‘{}(}
ANTERON

Unidades S S
i, u.i. u.i w.i. w.i.
Namero de sapos 18 10 i0 1G iG

1;1‘ ,reslg;uesta; pesitivas G 2 - 5 & 9 ‘
NY respue#t;; neqaﬁvlaﬁ 1{}I S 5 ‘t‘ !
Tﬂ;al:e positi.v-t)s I 2 7 i3 22
I‘c%_al de negativos LS 18 14 & H

0 10 41 72.2

Porcentaje de positivos

Y5.4
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50

A, P L
Lnidades _ &0 70 &0 a0 1{;) -
.} u.i. i, u.i, . i,
Namero de sapos 10 10 ig 10 1
NN respuestas positivas 3 3 & 8 16
]-\I‘v‘ respuestas negativas 7 MI; 4 P 0
Total de positivas 3 .6 12 20 30
Total de negativas 20 13 6 2 ¢
Porcentaje de positivos 13 31.5 66.6 90.9 100
PREGNIL
Unidades O
u.t .. u.i. u.i u.i
Namero de sapos e 10 0 10 10
IN* respuestas positivas §] 1 5 g 10
N? respuestas negativas 10 9 3 1 ¢
Total de positivos 0 1 b 15 25
Total de negativos 25 15 ¥ 1 0
Porcentaje de positivos 0 6.2 93
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GONADOGEN
Unidades o 50 60 7o 75 F &0 -
te.d u-i u. i u.i. . i,
Namero de sapos 10 10 10 0 i
N® respuestas positivas 5 4 l6 9 9
N? respuestas negativas 3 6 4 ) | .1 |
Tatal de positives 5 9 | 15 24 ” 33
Total de negativos 17 22 6 2 | i
Porcentaje de positivos 22.7 42.8 7.4 92.3 @7
PROLAN
Unidades © 0w ® % w0
u.i u.i w.i u.i u.i.
Nmero de sapos ig i0 Hu 16 WTB a
N® respuestzs positivas 2 4 o M;m o 13‘ - g
N respuestas ‘negativas 3 ] e 4 1%““
Total de positivog 2 6 9 15 4
Total de negativos 26 18 12 .5 o
7.1 &QI,S 75 96

Porcentaje de positivos

25
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Digcasion

El criterio para determinar el valor de una respuesta bioldgica, se-
gan los conceptos modernos del Biodosaje, esta dado por la dilucidn de
la droga investigada con la que reacciona cierta proporcién de la pobla-
citn experimental. La ventaja de emplear aquella dilucién con que reac-
ciona la mitad {50 % de los animales, ha sido ampliamente demostrada
por Gabbum (27) sobre firmes bases farmacoldgicas,

El criterio de respuesta bioldgica, como la reaccién del 50 % de una
poblacién experimental, es menos alectado por el error de variabilidad
biolégica inherente a un universo finito, que cualquier otro concepto cuan-
tal. En este sentido, como indica RErp v Murnca {28}, el peor criterio
gque pueda guiar al experimentador ¢s tomar como base de reaccién biolé-
gica la respuesta del 100 % de una poblacién experimental,

Esta es la razén por la que hemos seleccionado el analisis estadis-
tico, antes descrito con el fin de standarizar la Unidad Sapo, para que
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sirva como punto de referencia seguro en nuestro medio, en el dosaje de
Gonadotrofinas Cori6nicas,

Los valores dados por los diferentes autores a la dosis minima de
Gonadotrofina Coriénica, capaz de dar respuesta positiva en el Sapo Ma-
cho, varian, como hemos visto en un amplio margen asi:

Burcos y Mancint . . . . . 20 U.L
Haskins y SHERMAN . . . . 35 U.l.
Garut MamNiNnt . . . . . . . 40 U.I.
San Martin y Zorrirra . . 10 U.I.

Sabemos también las causas que producen esta variedad en los re-
sultados:

a) DBajo numero de animales empleados en las determinaciones.
b) Distintos origenes de las hormonas empleadas.

c¢) Diferentes condiciones de ensayo.

d) Diferente especie de animal usado (sapo).

e) Falta de la definicién del valor umbral.

Hemos tratado de subsanar todas estas posibilidades de variaciéon
para lo cual empleamos:

a} 420 animales

b) 7 productos hormonales de 2 origenes diferentes.

¢) La técnica de Garrr MaiNini.

d) El sapo de Lima y alrededores (Bufo Spinolosus Limensis}).

e) Definimos la Unidad Sapo, como la dosis minima requerida pa-
ra producir reaccién positiva en el 50 % de la poblacién expe-
rimental.

Nuestros resultados son:

Hormonas Coriénicas de origen humano

{Apoidina -~ 36 U.I.

Pranturén — 31 U.1,

Anterén - 73 U.I
A. P. L. - 75 U.1I
Hormonas Coridnicas de origen equino Gonadogen — 62 U1
Pregnil — 90 U.1
Prolan — 86 U.1
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Vemos, a simple vista, que los resultados se pueden ordenar en dos
grupos: uno, de las hormonas Gonatrdficas de origen humano, que dan
valores muy semejantes; y el otro, de las hormonas de origen equino, que,
si bien difieren en alguna forma, es posible considerarlas en un solo grupo.

Vemos también que las hormonas de origen humanc, son 2 v 3 veces
mas potentes gue las de origen eguino, hecho este que ge explica por Ia
mayor cantidad de factor [.C.S.H. que poseen, factor gue es el que
produce la vacuolizacién de las células de Sértoli v, por consiguiente, la
liberacion de espermatozoides. :

Hay que tener en cuenta gque e} Gonadogen estd titulade en Unida-
des Castle-Nelson y la equivalencia en Unidades Internacionales es
aproximada; no sabemos si esto explicaria Ja diferencia con las 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 heche nos
sugiere ofra de las ventajas de la standarizacion de la Unidad Sapo, lo
que permite determinar ¢l origen v potencia de cualquier Hormona Go-
nadotréfica Coridnica en forma rapida y sencilla. Asi hicimos las corres-
pondientes inoculaciones del Prolan vy los resultados encajan en el grupo
de las Gonadotrofinas Coriénicas de origen equino, mientras que su uni-
dad rata equivale aproximadamente a una unidad internacional.
" La Unidad Sapo, pues, equivale en las Hormonas Coriénicas de ori-
gen humano a 31 u.i.; mientras que en las Hormonas Corionicas de ori~
gen equine equivale a 73 u.i. La representacién grafica-matematica de
los resultados obtenidos puede apreciarse claramente en el grafico No 1,
el que ilustra a simple vista los conceptos vy conclusiones sugeridos por
nuestro estudio,

Naturaimente que no pretendemos dar un valor invariable a esta
Unidad, ya que sélo hemos usado algunos productos comerciales. Pero
el niamero de animales que hemos empleado, v 2] hecho que tanto las
Gonadotrofinas de origen humano como las de origen equino produzcan
reacciones semejantes, nos hace pensar que estamos cerca de la cifra
verdadera.

En la investigacidén de espermatozoides en la orina de los sapos en~
contramos proporcién entre la cantidad de espermatozoides y la dosis in-
yectada, cuanto mayor era ésta, mayor era la intensidad de la respuesta.

La gran mayoria de los animales que dieron respuesta positiva, lo hi-
cieron a las dos horas, algunos respondieron recién a las 6 horas y sélo
2 a las 24 horas, ‘

Loos sapos que dieron respuesta positiva a las dos horas, en su casi
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totalidad, eran negativos a las seis horas y muy pocos llegaron positivos
a las 24 horas; éstos eran generalmente los que dieron reacciones mas
intensas,

Algunos animales respondieron en forma positiva a dosis muy bajas
de hormona; probablemente estos animales han estado en celo, v la in-
vestigacién previa de espermatozoides no lo puso en evidencia.

SumMario Y CONCLUSIONES

1* El dosaje de Ganadotrofinas Coriénicas, siguiendo la técnica
"de Garir MamviNg, es una sencilla y rapida prueba de laboratorio, cuya
importancia clinica estd demas recalcar.

2* 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 sapo macho.

3* Los valores dados a esta cifra, varian segin los diferentes auto-
res, y esta variacidn se debe:

a) Al bajo nimero de animales empleados.
b} A las diversas técnicas empleadas.

c} A los diferentes patrones usados.

d}) A la falta de un valor umbral.

4* Hemos tratado de eliminar estas posibilidades de error, para de-
terminar en el Sapo Macho (Bufo Spinolosus Limensis) de Lima y alre~
dedores, la dosis minima capaz de producir respuesta bioldgica positiva,
empleando 420 animales, usando como patrones todos los productos co-
merciales de Gonadotrofinas Coriénicas que hay en plaza vy siguiendo
exactamente la técnica de Garri MaININI.

5* Analizando los resultados obtenidos con criterio estadistico,
aplicando los conceptos desarrollados por J. H. Gappum, sugerimos de-
finir la dosis minima como aquella capaz de producir respuesta biologica
positiva en el 50 9% de la poblacién experimental.

6* Sugerimos tomar este dato como valor umbral, definiendo la
Unidad Sapo como: “la dosis minima capaz de producir respuesta biolé-
gica positiva en el 50 % de la poblacion experimental”,
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7+ Hemos encontrado que la Unidad Sapo (U.S.), en el Bufo
Spinolosus Limensis de Lima y alrededores, equivale a

31 Unidades Internacionales (Ul.L.) para las hormonas Gonadotré-
ficas Coriénicas de origen humano; y

73 Unidades Internacionales {ll.1.) para las hormonas Gonadotro-
ficas Corionicas de origen equino,

8 Desarrollamos un método grafico-matematico sencillo y practi-
co que permite hallar rapidamente el valor de la Unidad Sape (U.5.}) ¥
gque a la vez hace posible determinar el origen y equivalencia de cualquier
hormona Gonadotrélica Coribnica,

9" Sugerimos que se emplee este método para futuras determinacio-
nes del valor de la Unidad Sapo (U.S.), empleando una preparacién
standard de Gonadotrofinas Coriénicas tal, como la recomendada por el
Comité de la Liga de las Naciones (17).
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