Reaccidn diagndéstica del embarazo en el hufo
marinus con gonadotropinas séricas

Doctores Framcisco de Castre Gémez
y Javier Isaza Gonzé&lez.

N. B.:: El informe preliminar fue pre-
sentado a la Sociedad de Biolegia
de Bogotd, en la sesién del 5 de
agosto de 1948.

INTRODUCCION

...In an egyptian papyrus
some 3.000 or 4.000 years old it is
directed that should @ woman wish
to know whether or not she is
pregnant she should place some

~earth and barley in a vessel and
udd a little of her urine each day.
Should the barley grow she is
pregnant .. . (*)

Y desde entonces, han side  merz.
cos los intentod para dar una respues-
{a cientifica a esie eterno interrogante

Ericte toda una gama de métodos
cientificos unos, pseudocientificos otros,
basados los primeros en los cambios
gue determing el huevo en el organis-
mo de la gestante.

(*) The Physislogical basis of Me
dical Practice Best and Taylor, Fort
Tdition, Williorms & Wilkine Co., Belti-
more. Ed 1945, ‘

Toles métodos
asi- {1).

I -— Modificac.: o8 quimicas

rueden agruparse,

a) En las @'bimiias Reocciones de
Bordet Gengou: d: ' Wassermann; de
Abderhalden de Sclheim, Littg v V.
Mertz; de Vogel; de Denaggio; de Po-
telho; de Costa de Kopeller-Adler,

b) En las grasae Feacciones de Hei-
nemann; de Neumann y Hermann.

¢) En los hidrates de carbono: Re-
accicnes de Frank y Nothmann; de
Roubincheik; de Kamnitzer y joszeph;
de Porges-Novak, de Adsles‘:-erg-}’or-
aes.

d) En los componentes minsrales:
Peaccién de Kottmann,

e) En las encimas o fermentos; Re-

accién de V. Dienst; de Pall; de Rar,
Dauncy y Ecalle; de Sivori, Riboudi
vy Menniti.

I — Modificociones fsicas
a) En la ernitrosedimentacién: Re-
accién  de  Faohraeus-Heber-Linzen-
me:er

b) En los tampones sanguineos: Re-
accién de Manoilofl,




c) En la tensién superficial del suero:
Feaccién de Ascoli, -

d) En el indice leucocitario:
accién de Nito.

e) En la ceniractilidad del ute.m' Re-
accién de Lorrinez.

f) En la semnsibilidad de la rupila
Regccién de Bercovicz: de Davis, Ko-
~i y Walker; de Takakusu.

g) Ea la actividad biolégica de los
infusorios: Recccién de Kustallow,

h) En la coloracién de los cabellos:
Feaccién de Kosjakofi.

I — Modificaciones humorales

} Intradermo reacciones: Con anti-

. =nos placentarios, calostro, etc, Re-
«zcidn de Engelhorn y Wintz; de Grus-
kin. &

b) Con lo¢ hcrmona relaxina: Re-

aczién de Pommerenke.
c) Con la hormona melanoférica:
Peaccidén de Konzuloff; de Glasser y
Huempel; de Fleischmann.

d) Con la Lormona folicular: Re-
accidn de Cuboni; de Consoli; de Kali-
iert-Hasselmonn.

Perc desde las experiencias de As-
sim-Zondek y Friedmann con hor-
onas oonadeoirépicas, gue como es
bide, durante la gestacién alcanzan
rn la orina niveles que no se presen-
t:n en las condiciones normales (2),
han realizade miltiples pruebas

! olégicas con fines de diognéstico
ocoz del embarazo (3 y 4). Cast to-
= ellas se basan en la accién folicu-
e:r‘zmalcn.e dc l gonadotropings

¢ boradas por el orgarisme gestar-
. schre ovarios immaduros de anima-
j&évenes (Receciones de i
de Hoffmann, e!r

(}

Tie Aman,

Ascheim-Zondek, 4

Re-

y sus distintas modificaciones); o en
la ovoposicién que determina en o
hembra de la rana africana Xenophus
loevis (test de Hogben), rana que tie-
ne la particularidad biolégica de po-
seer, durante todo el afio "en cautivi-
da huevos en los oviductos, que nun-
ca son arrojados espontédneamente (5),
pero si baic el estimulo hormoenal go-
naodotrépico.

Concreténdonos tGnicamente  al
t.po general de reaccién biclégica ci-
tado en el pdarrafo anterior, debemos
mencionar, que el estudio efectucdo
por Randall, Magath y Pansch (6) en
la Clinica Maye, sobre la Reaccién
de Friedman, dié los siguientes resul.
tados:

.Entre 645 casos se obtuviercn
10 reacciones negativas en presencid
de embarazo y 7 positivas en ausen-
cia de e*nlnurczo es decir, 26 3% Je
req :mc"es ‘inexactas.

Los qutores destacan el hecho de
que la reaccién de Friedmem, ric es en
si un test diagnéstico para el embara-
zo, sinc una demostracién de que en
wina eorina dada, exisien sustancias go-
nadotrépicas capaces de estimular los
ovarios del animal reactive. Asi, oca-
sionalmente, pueden preseniarse re-
ccciones positivas en una mujer no
gestante, en casos lales como: @) nie.
nopcausia; b) Ciertos desérdenes endo-
crinos, especialmente del cuerpo pi-
tuitario, tiroides, suprarrenales, elc.: ¢)
flgunos tumcres del ovario o eslados

toriog, tales come salpigo-co-
joritis aguda; d) Tuberculcsis de los
{raanos pelvianos; e) Tumores ma
ros; {) Los cursos de hormoterapia,
cuande se odminisiran derivados ¢ si-
milares de la anterohipdiisis,
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Las cousas mds comunes de falsas
reacciones negativas segun el trabajs
ya menciondo —de Randall y asocia-
dos— serian: a) ‘Prdctica prematura
del test; b) Pruebas electuadas antes
cdel aboerto de tejidos coriénicos no vio-
bles; ¢) Orinas muy poco cencentra-
das; d) Insensibilidad de los ovarios
de lo coneja; e) Excrecién hormonc!
insuficiente; {) Lapso prolongade en-
tre la recoleccién de orina y su util-
vacién”. "

Estas consideraciones pueden apl-
carse a las reaccicnes de cheim-
Zondek, sus modificaciones v en ge-
reral, a todas aguellas que usan como
reactive el tejide ovdrice

En cuanto dl test de Hogben, ¢ pe-
sar de su bondad, no puede ser re-
producido fdcilmente entre noscires,
pues, ninguna de las especies nuec-
tras de anfibics poseen las peculiari-
dades biolégicas del Xenophus leovis

En relacién a los métodos quimico,
el Gnico digno de ser comentado es el
de la $aloracién cutintitativa del gli-
curonaie de pregnadiol sé&dice gue se
~limina durante el embarazo o e
ios estados patoléoicos (Luteoma, Me-
tritis Deciduiforme, enlermedad de
Falvan, etc.) (7). Este método ideade
vor Guterman en 1544 (8) ftue muv
kien acogids en los medios cientifi-
cos. Posteriormente, en un trabgjo rec-
lizade er los Laboratorios del Con-
naught Medical Research de la Uni-
versidad de Toronio (9) scbre 80 co-
sos de muieres controladas clinjco-
imnente (Gesiontes y no agestantes), se

i €

racaron las siquientes conclusiones. L
diagnéstico de! embarazo por laz con.
centraciones del pregnadiol en o or:

na, keérzm nente tiere un 88% de cer-

teza; pero en los casos relatados en el
presente trabajo, se encontraron 8%
de falsas positivas y 13% de izisas ne-
gativas, sobre 90 mujeres gestantes y
no gestantes, controlodas cliricamen-
te. Por lo tanto, el procedimiento ro
es digro de la misma confianza que
tienen los métodos biolbgicos pora
fines dicgnésticos; sélo puede conside-
rarse de clguna utilidad, particular-
mente cuando no hay focilidades pa-
ra conseguir animales”.

Podemos igualmente considerar las
reacciones que, con fines diagnds-
ticos, han utilizado la metrorragia pro--
vocada por- drogas parasimpdticomi-
méticas (Inhibidoras de la colineste-
rc.sc) del tipo de .1 fisiostigmina, ﬁoii-

adas en dosis adecuadas por via po-
rentercl, segin el méledo de So.,.....,
Watchel y Heicher (10). Aungue esta
prueba da buenos resuliados cuando
no hay alteraciones orgdnicas ni tras-
tornos endocrines, no puede ser con-
siderada de utilidad desde el punte
de vista de la patologia clinica, pues,
¢6lo responde en los casos normaies.

En cuanic al test de Palmer, b*;z;d-
de en la observacién de las variccio-
nes {érmicas que se producen dur:m!e
la ovulasién, la premenstruccidn v la
postmenstruacién (11), puede parecer

o primera vista de fdcil reciizacién y
de utilidad en e! dicgndstico de la
prefiez temprana. Pero en la préctica,
careca de utilidod en los casos pato-
léoicos, pues, es obvio gque lo tempe-
ratura de base estd suieta a multiples
cousas de vanabilidad, © no es pro-
bable gue en un case wado se tenqgn
de anternano un récord cue permiis
apreciar o) significade de una tempe.
ratura doua. En o préctica, este test



sirve m&s bien para determinar el
momento de la ovulacibn en casos
previamente seleccionados.

Ultimamente ha sido utilizada por
S. S. Garret (12), la accién de la es-
irona sobre el desprendimiento del en-
do:metrio, en casos de amenorrea con
ausencia de prenez, como diagnéstico
negativo de gestacién. Los relatos in-
dican una sensibilidad del 100%, pe-
ro sblo constituye una pruebc apli-
~able Gnicamente en casos en los cue-
'es la cmenorreo no dependa de esta-
“os diferentes a la gestacién. Por otra
parte, la reaccién no puede practicor-
re cuando existe canemia, metrorra-
ias, alecciones pelvianas, ete.

Se concluye lbégicamente, de todo
1o anterior, que ninguhe de los méto-
<os mencionados es satisfactorio, pa-
ra e} diagnéstico precoz del embara-
zo. Y que los mejores 8e eslos méto-
dos, actualmente en uso, sélo prestan
una pequefc ayuda a las compreba-
ciones clinicas, desde el punto de vis-
ta okstétrico o ginecolbgico.

Reacclién de Goili Mainini

Houssay y Lascano Gonzélez, en
c2s investigaciones endocrinolbgicas,
~tudiaron la accidn espermiatoquiné-
t~a de las implantaciones de hipdfisis
1 los sapos machos hipofisoprivos
i3) v la producida en estos por la ac-
“5n de estraclos de hipdlisis. Lo sa-
=8 tienen la particularidad biolbgica
‘2 no posser espermatozoides madu-
.os —formas flagsledas y méviles en
.1 cloaca—-, sino durante el periodo
2 celo (14).

Estos hechos fueron la base nara
na rewccién biolbgica

:e Carlos Galli Mainini, de la Argen-

el emburaze,

ting, Jié @ la publicidad en su articu-
lo "Reoccién Dicgnéstica del Embara-
zo en lc que se usx el sapo macho co.
meo animal reactive”, aparecido en la
Semana Médica de Buenos Aires, en
marze de 1947. Utiliza para la reac-
cién un sapo clasificado como Bulfe
arenarum Hensel, al cual inyecta en
e! saco lini&tico lateral 10 centimetros
cGhicos de orina matinal, tomada co-
mo para reaccién de Friedman. La
positividad de la reaccién consiste en
la aparicién de espermatozoides muy
cbundantes entre los 45 minutos y las
tres horas después de electuada la in-
yeccidn de ‘oring, lo cual se demues-
tra extrayendo con pipeta e! conieni-
do de la cloaca del animal (15). En
éste se ven espermatozoides muy
méviles cuando la reaccién es posi-
tiva.

Ante todo, llama la atencién en es-
ta prueba biolégica, el hecho de ser
la prirmera reaccién en utilizar como
elemento reactivo el epitelio testicular
de un anfibie, reactivado con f:s go-
nadotropinas urinorias eliminadas por
la gestante. Y en ello estriba su ori-
cinalidad, pues parece ser gque las
conadotropinas  tienen una  accién
mds electiva vy especifica schre el
epitelio testicular que sobre el ova-
rio (18). Estd comprobado que hor-
monas diferentes a las gonadotrépi-
cas, presentes en estados patolégicos
gue hacen pensar en un posible em-
parazo, son por s solas capaces de
provocar la moduracién del feliculo
wimal reactivo, pero ine
vroducir accién alguna
itio de Sertoli. Tal su




Por las razones anteriormente ex-
puestas, consideramos de gran interés
y utilidad adaptar a nuestro medio
ios estudios de Galli Mainini, y apro-
vechar como animales reactivos a
nuestros anfibios.

Estudio experimental

Iniciamos nuestros trabsjos con el
macho de una pegueha especie de
anfibios, muy repartida en la Sabana
de Bogotd, la rana verde, cuyc nom-
bre cientifico es Hyla lahialis. Escogi-
mos inicialmente esta especie, por su
abundancia y la gran facilidad de
conseguirla en cualquier épocc del
cafio. Sin embargo, las experiencias
que con ella realizamos no nos diercn
resultades  satisioctorios, y bubimes
de abandeonarla por las siguientes
causas:

a) Se encontrd en los machos de ia
Hvla un estado de celo casi perma-
nente; es evidente que la espermato-
génesiz inbzrente a tal estado es ca-
paz de dar reacciones falsamente po-
sitivas (18).

b) El pequeno tcmcfid del mache
cde la Hyla hace que la inveccidr. ar
el saco linl&tico dorsal sea cast nna
manicbhra de cdivinanza, v cue la
cantidad de sustancia recctivante in-
troducida sea minima.

c¢) La Hyla nc iolera la inyeccidn
de orina natural, ni de las concentra-
ciones urinarias, o del suero sanguf-
neo, en cantidad suficiente para de-
terminar una respuesta uniforme.

d) En la Hyla, e! reduczido ‘amaho
cloasal v la nula cantidad de crina ai-
macenada, hacen casi imposible la
chtencidn de muestras para investi-
gar la presencia de espermaloroides.
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En repetidas ocasiones tuv. =5 que
recurrir a la maniocbra de iavar ia
cloaca con solucién salina, operaciéon
esta que traumatiza y causa la muer-
te de un numero np despreciable de
animales; ain mds, en muchos casos
la manicbra resultd inefectiva, habien-
do tenido que sacrificarlos para cbte-
ner impresiones de testiculos sobre
porta-objetos con el fin de comprobar
la presencic o ausencia de esperma-
tozcides méviles. Este altimo recurso,
como es natural, hace imposibile el
control previo de los animales reacti-
vOS.

e) En lotes numerosos inyectados
con gonadotropinas de titulo conoci-
do (Apoidina Parke Davis & Gonadin
Serum Cutter), la respuesta cbtenidc
fue irregular en cuanto a tiempo y
cosis requerida, a pesar de la técnica
sensiblemente uniforme y de que se
seieccionaron machos de caracieristi-
cas icuales, En muchos casos no se
cbtuvo ninguna respuesta; la respues-
ta mds precoz se consiguid a las dos
nOrds, pPero en numerosas ocasiones
transcurrieron hasta 14 koras después
de la inyecidn antes de hacerse evi-
dente la regccié4n. En cuanto a las do-
cis necesarias pard conseguir una res-

' puesta positiva, variaron entre 30 y 50

unidades rata.

Todos eslos !aclores nos induieron
a deiar de lade la Hyla coms animal
reactivo.

Las experiencias realizadas por va-
rice autores con la téonica original de
Galli Mainini, sokre un total de 2651
casos conirolades con ofras reaccio-
nes bisldaicas y comprobados clinica-
mente mostraron un 98% de eensibili-
dad en la reaccién (18). Ademds en
1.168 pruebas practicadas con orings

=3



o sujeios no gesiantes, conirolodos
clinicamente, no hube una sola res-
ruesta positiva, lo cual da una clara
:dea de su especificidad (18). Otros
~utores ccmo F. R. Merchante, encon-
»aren la reaccién sobre el epitelio tes-
+zular del sape como la mejor entre
:-ece pruebas propuestas para e’ diag-
1.5stico del embaraze, y obiuvieron
“zn ella 99,4% de certeza {18),

Simulténeamente a esios estudios,
irabajaban los norteamericanos, quic-
nes a partir del informe de Gzl Mai-
rini, aplicaron su técnica en lo ranc
Pipiens y moditicarer ia reaccipn en
¢! sentide de no emplear oninc natu-
rc!, sine concentraciones uritarias
«tenidas con acetona {27, ¢ hor el
~<iodo de precipitacién con coilin a
un pH. &cido (21) Las publicociones
posteriores referentes o esias investi-
c~~icnes demostraron un 99% de cer-
-2 sobre Q 200 casos comprobados
! .nicamente, 130 de los cuaies corres-
rondian @ mujeres entre 30 y 35 dias
Je gesiacién, es decir, 10 a 15 dias
después de la primera falla mens-

trual (22).

Il cenocimiento de estas cobserva-
ciones nos indujo @ perseverar en e
reho de adaptacién del Gallh Mai-
s n. a nuestros anfibios. Descartada
11 Hyla labialis, optames por un ani-
r ! de mavor famafio y recurrimos al
e comun de las tierras calientes o
‘o marinus, con el cual se hablan
~ho ya algunos ensayos enire nose-
(23). Capturamos ejemplares de
ntas regiones (Villeta, Vield, Fu-
«:osugd, Villavicencio, etc.), vy con-
t:r amos nuestros trabajos, perc apar-
t. Ionos de la téenica original de G-
i dainini,

o2

Téenicas experimentales

Lo primera modificacién ‘consistié
en suprimir la reccleccién con pipeta
del contenido cloacal, pues ya cono-
ciamos los informes de Weisman y C.
W. Coates. quienes sefialan la posiki-
lidad de que esta manipulacién pue-
de falsear la reaccién (24). Para evi-
tar la recoleccién del contenido cloa-
cal y el empleo de lo pipeta, aprove-
ckamos la particularidad que tiene e!
Bulo marinus, de lanzar erina come
reflejo delensivo, reflejo que puede
provocarse cada hora si se coloez
el animal en medio himedo adecua-
do.

La segunda modificacidn fue utili-
zar concentraciones urinarias como
los norteamericanos.

Eungue los resuliades fueron alen-
tadores, nc nos satisfacia compieta-
mente el tener que recurrir a la tarea
csiempre molesta y costosa de las pre-
cipitaciones con acetona o de los ex-
tractos con coalin a un pH. écido, se-
gin e] método de Scoft.

Supusimes que al mayor itamofo
molecular de la gonadotropina corié-
nica (25 y 26) corresponderia ina me-
nor eliminacién renal y una mayor
concentracidn en e! suero sanguinec;
vy gue al menor {cmafio moelecular de
lo genadotropine hipofisiaria estarien
ligadas propiedzdes inversas, o seg,
mayor eliminacién renal v menor con-
centracién sanguinea, por lo cucl, 2l
ser lunzadas al torrente sanguineo, ne
retiene la primera y se elimina lo se-
qunda,

Por otra parte, como la
pina coridnica se ra"muﬁrt"*
le y ez dosificable desde

to dia después de la fertiiz

o
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Feto No. 1
Cpiciio iesticular en repose Se ven' Células de Leydig Sincitics
de Sertoli y espermatocitos. Aumento: aprérimado 625

Folo No, 2

Lpitclio tecticular en plena recpuerta. Nétese la gran abundancia
de espermatoroides dentro de la lur de log tubos vy la avsenria

casi completa de espermatocitos y células de Seriohi.
Aumenlc: aproximado 625



Foto No. 3
Detalle del epitelio testicular en respuesia: célula de Scrc!: o
plenc maduracién, espermatocitos desprendidos de la céluia y es-
permatozoides en la luz del tubo. Aumento:. aproximado 1.350

Foto No. 4.
Detalie a gran eun.ento, de o maduracion de una céluls ge Sertoli

Aumento: apreximnde 2.700.
R S § Cur I




(27}, resclvimes apartarnos de las {éc-
nicas hasta entonces empleadas, aban-
donando el usc de las genadotropinas
urinarias o sus concentrgciones, para
utilizar las gonadotropinas de! suern.

Técnica definitiva

Al adoptar este cambic fundume:n-
tal, comenzamos por inyectar cantida-
des dilerentes de suero sanguineo de
gestantes, con embarazo de certeza,
a machos de Bufo marinus (rese
aproximado de los sapos: 150 gre-
mos), hasta obiener respuestz: posi-
tivas uniformes.

Asi pudimos comprobar que la car-
tidad de 1 cc. es suficiente en tode:s
los casos de embarczo normal vars
desencadenar la respuesta positiva en
un término aproximade de dos horas,
contadas desde el momento d= ia in-
veccién. Sin embargo, posiericrmente
y para evitar la posibilidad de cue
los embarazos hipo-hormonales pudie-
ran dar una fxlsa respuesta negativa,
establecimos la inyeccidén sistemdtic:
de dos sapos: uno con | «c. y otrc con
2 cc. de suero.

Como se ve, la reaccién, electuada
cobre el epitelio testicular del samo
Rufo marinus y empleando como suz-
iancia reactivante €l suero sanguinzo,
posee las siguiente: caracleristicas:

1) Extraordinaria sencillez en la eje-
cucién y réspuesta rdpiza, pues no
requiere mds liempo gue el necesario
para la separacién del suero y su in-
roculacién al animal reactive. En o
casos positivos, la respuesta se obtlios
rie aeneraimente enire la primera v 1o
regunda horas; nunico después ac seis

horas

03

2; Cousrariamente a lo gue ¢ cede
con la orina notural, sus concentra-
ciones con acelona, © sus extractos
con ccolin a un pH. écido, la inyec-
cién de suero sanguineo es completa-
mwente inolensiva para el sapo,

3) Permite la ol iencién de recccio-
nes siempre uniformes, pues la fuenic
de gonadotropinc: empleadas ~omio
reactivante, no es!d sujeta a las mii-
tiples variocicnes de concentracién,
inherentes a lo elminacién renal.

4) Es unc recccién prdcticamente
especiiico para determinar la presen-
cia de tejido corixl en actividad, pues
omo se anoté e los p&rralos ante-
riores, loe coraciires fisico-gquimicos
de la gonodotrerina coribnica —que
solaments puede :r elaborada por el
teiide cerial ¢ sus degeneracicnes- -
le dan a esiz hormona un quicio re-
nal basiante maover que el de las go-
nadetropinas hipzisiarias, por lo cual,
en el suero sanguinec se encuentron
casi exclusivamente gonadotropinas
coriénicas.

Esig hipétesis esté basada en los
siguientes hechos:

o) Haber obterido en nuestra serie
de experiencigs reaccicnes slempro

ey

i

Leqgativas en mujeres con ame

secundarias cuyo curso clinic

. . N
rmostrd la gusencic de emborgze y i0

rresencia de fibromiomas uterinos, un

Friedman v Ascheim-Zondek po

b} Chiener reacciones siempre ne-
activas al trabajor con suerc de mu-
jeres premencpiusicas, menopdusicas
cuirtrgicas y mencp&usicas fisiologi-
cas, amenorréicas con salpigoe-aolon-

o arrengblosic-

uistes ovd

tis, ot
ma. Ln varics de estos cosos hemos



inyecicdo 6 veces md&s cantidad ce
suero sanguineo que el empleado pa-
ra obiener una reaccién positiva en

n embarazo normal.

c) Haber obtenido reacciones posi-
tivas en numerosos casos de embara-
2o ectépico en los cuales el acto gui-
rargico o el estudio histolégico demos-
traron actividad de! tejido corial. En
estas ocasiones nuesira reaccién pres-
t6 buena ayuda al diagnéstico clini-
o diferencial.

d) Ser positiva la reaccién desde e.
tercer dia de la primera falla mens-
t*ual con confirmacién posterior de
embarazo, clinicamente.

e) Trabaios efectuados scbre el
*clearonce * de la hormona coriénica
~onadotrépica en el embarazo (28),
demuestran una relacién de 3.06 en-
tre la concentracién sérica y la con-
centracién urinaria de la genadotroti-
ra coridnica, o seq, un quicio renal
hastante alto para esta hormona.

Neaccidn cuantilativa y unidad Bufo

El buen éxitc de nuesiras experien-
cias, nos llevé a buscar la cantidad
de gonodotroping necesaria parg ob-
tener respuesias positivas uniformes
cn los animales reactivos, con el 'n

e hacer dosilicaciones cuantitativas
mdispensables en los tests biolégicos
para e} embarazo. Con este propdei-
to inyectamos varias series de anima-
lzs con gonadelropingg coriénicas e
hipofisiarias de titule conocido {Apoi-
dina-Parke Davis; Dried Antsrior Pi-
tuitary Gonadotrophin-Squikb). Pudi-
moz establecer clarcimente que o do-
sis promedio requerida para oblener
una respuesta positiva en la tololidad
de los onimales emplecdos (mochos

e E_ic adultos de un peso promedio
de 150 gramos), es de 40 Unidodes In-
fernacionales, ya se usen gonadotro-
pinas hipofisiarias puras, o coriénicas,
hecho sobre el cual lamamos la aten-
cién e insistiremos sobre el mismo
md&s adelante.

Asi quedd determinada la urnidad
Bufo, equivalente a 40 Unidades Inter-
nacicnales Rata (1), o sea la cantidad
minima de gonadotropina que provoca
lo espermatogénesis en el sapo macho

<uiio, entre una y dos horas después
de la inoculacién. Dicha espermato-
génesis es claramente apreciable al
examen microscdpico directo del con-
enido cloacal y se hace presente en la
totalidad de Jos animales inoculados.

En lo serie de embarczos normales
cue hemos estudiado se han encon- -
trado cifras de 1.000 a 2.000 unidades
Bufo por litrc de suero. En los casos
comprobados de embarczo molar he-
nos encontrado titulos que oscilan
entre 90.000 y 120.000 unidades Bulo de
gonadotropinas por litro de suero.

Durante el curso de la delermina-
cién de la unidad Bulo pudimos ob-
servar los siguientes hechos dignos
de ser mencionados:

a) Que existe en los anfibios un um-
bral para la dosis de gonadotropinas,
por debajo del cual no hay respues-
ta; y que tal umbral puede ser rebo-
sado al odministrar dosis Iraccicnc-

(1) Una Unidad Internocional es
igual a la contidad de hormona con-
tenida en 0,1 miligramo de polve po-
trén conservade en Londres. El polvo
mezcla del maoterial en-
virtdo por casas productoras de ic-
cas igg naciones (29),

et
rén es una
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das que suman su accién, si son in-
yectadas dentre de un lopso no mayor
de 6 horas.

b} Que la respuesta es igualmente
intensa con la dosis umbral o con do-
sis mucho mayores de gonadotropi-
nas.

c) Que tanto los extractos antero-
hipofisiarios puros como las gonado-
tropinas de origen coribnico, desen-
cadenan la actividad de! epitelio tes-
ticular del anfibio. Y que para tal ac-
cién se requieren dosis iguales de
cualquiera de las dos gonadotropinas.

Mecanismo de la reaccién

Los machos de todas esias especies
tienen la particularidad bioldgica de
oue l¢ maoduracién de los espermato-
zcides y su desprendimiento del sinci-
tio de Sertoli, sélo se efectia en el mo-
mento del celo por ur estimulo hipo-

fisiario, en el que juegan papel pre-

dominante los cambios climatéricos

estacionales. Aparte de esta época,
el epitelio germinative testicular se
encuentra en reposo, como lo demues-
tran las preparaciones histolégicas en
las cuales sélo pueden cpreciarse cé-
lulas de Sertoli, espermatocitos y es-
permdtides. (Foto ntmero 1).

A diferencia de los vertebrados de

sangre caliente, los anlibios no po--

seen recipientes colectores de esperma,
y por lo tanto, una vez iniciada ix es-
permatoquinesis —y tanto con. - ésty
dure—, se encontrarém espermuiozoi-
des en el nefrén (tubos colectores re-
nales, asa de Henle, espacic perigic
merular, etc.) y en el conlenido cloa-
cal del animal.

Por las coracterfsticas anatémicas
y funcioncles anotadas, que pudiéra-

I ¥ Akl Ao TOED . NV Y
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mos calificar de rudimenta: en es-
tos anfibiog, podemos suponer gue el
mesonefros posea una cieria gutono-
mia funcional dentro del conjunto or-
génico y que légicamente esté poco
influenciado por los demds sistemas
endocrinos. Y esta es la ventaja que
posee como reactivo en las investiga:
gaciones hormonaies de gonadotro-
pinas.

Bajo la accién de dosis de gonado-
tropinas que rebasan el umbral reac-
tivo del Bufo, todo el epitelio semin!-
fero entra rapidamente en actividaa
Se producen gran nimero Ge-esper-
mdatides —cuva maduracién es bier
oparente en los cories histoldgicos—

<2 liberan gran cantidad de esper-
riaiczoides muy méviles. (Fotos nd-
meros 2, 3y 4).

Cuando el umbral necesaric para
obtener una respuesta es alcanzado
bruscamenie, como sucede al inocu- .
larlos con susros de embarazadas, los
espermatozoides pasan al rifién en
tan gran nimero, que llenan los ca-
nales colectores, el asa de Henle, los
tubos contorneados proximcies, vy atn
invaden e! glomérule, blogueande el
espacio que se encuent: . entre el ovi-
llo vascular y la cépsula de Bowman.
{Fotos ndmeros 5 y 6).

En la serie de cortes histoldgicos
practicados sobre mesonelros en ple-
ra respuesta son claramente visibles

espermaiqzoides en las distintas
pcrcio**cw del rifén citadas atrds, v
ain pueden opreciarse muchos de
elios (io que hun atravesado el epite-
lio de los tuboe, lo cbpsula de Bow-
:mn..' lag ;::rc-des vasculares) en el
ieiido intersticial del rihén. (Fotos ni-
meres 7y 8),




Hemos comprobado que la respues-
‘2 positiva produce en los sapos le-
<.ones caracteristicas de glomeruione-
iritis aguda, con infiltracién leucoci-
icria del parénguima y hemorragia,
cue mds tarce provoca retraccién del
cvillo glomerular y degeneracién hia-
.mo=granulosa del epitelio tubular. (Fo-
1oz nbmeros 9 y 10). En algunos casos
.on arrojadss a la cloaca verdaderos
¢..indros espermdticos.

Isias jesicnes renales suponemos
=~ 2n lo ceause de que mueran los anfi-
¢ o8 cuande han sido utilizodos va-
! s veces -pn respuestas positivas,
v de gque presenten antes de morir
aria v anoiared, con gran cantidad
ce Houizo cepositado en los espacios
rurcuténeos - en la cavidad de celo-
ma. Estas leciones impiden la utiliza-
ci‘n adecuada de les sapos para mas
de dos respuestas positivas.

Bases biolégicas de la reaccién

Tn los pdarrcios antericres hemos ex-
phoado el mecanismo de los esperma-
enesis en el sopo. Consideremos
& foctores pueden utilizarse para
" vocar en €] una espermatogenesis
“ficial, gue sirva como reaccién
‘ynéstica del embaraze.

"= sabe claramente que durante la
~tacién de algunos animales (mo-
v~ antropomprios, equinos y hombre)
ce eliminan por lo orina y se encuen-
trin en el suero senguineo grandes
cuntidades de hormonas geonadotré-
Li as [30) que proceden de dos fuen-
te: diversas (31): el lébule anterior de
lx tipdlisis (32), vy el tejido corial, s6-
lo ;resente en el embarazo o en cier-

—
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t degeneraciones del huevo, tales

c..no mola hidatiforme y corioepitelio-

ma. En el hombre, en ciertos tumores
malignos del testiculo y teratomas, se
elimina también una gonadotropina
semejante a la coriénica (33).

Esté plenamente demostrado que en
la mujer, e! tejido corial es el produc-
tor de la segunda de estas hormonas,
llamada per tal razén “Gonadotropi-
na coribnica™ (34).

Y es la presencia de esta gonado-
tropina en el suero de la presunta
gestante, cuando se ercuentra en ella
tejido corial en actividad, el factor
determinante de una espermatocene-
sis artificial en el animal reactive. A
dilerencia de otras reacciones biold-
cicas para el embarazo, del tipo Fried-
man, Ascheim-Zondek, etc,, y de la
misma de Galli Mainini, gue utili-
2an como reactivo las gonodeiropinis
hipofisarias que se eliminan <~ la
oring, la reaccién que presentamos en
este trabajo, tiene por base la utiliza-
cién <o gonadotropinus coriénicus las
cudles estdn presentes en el ci:ero san-
c :ineo y son dosificables desde el die-
ciseisavo dia de la feriilizacién (dos a

* cuatro dias después de la primera fa-

llo menstrual), hasta la muerte del co-
rien no obstante, sélc se encuentran en
la orina, en cantidodes apreciables, del
tercero al sextc mes de la gestacién, a
causa del umbral renal de eliminacién
que ies es propio. Quizd esta sea la ra-
z4n de que las reaccicnes de tipo Fried-
man. Ascheim-Zondek o Galli Mainini,
se hogcn menos positivas a medida
gue avanza el embarazo, es decir,
inedida que el hiperfuncicnamients
hipolisario preducide por la nidacién
ce) hueveo, regresa y su papel de man-

t o active el cuerpo amarillo queda
¢ carago de la placenta. Esto podria

expucar cleramente el hecho de haber
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Hemos comprobado que la respues-
‘a1 positiva produce en los sapos le-
<.ones caracteristicas de glomeruione-
iritis aguda, con infiltracién leucoci-
iaria del parénquima y hemorragia,
s ue mds tarde provoca retraccién del
cvilio glomerular y degeneracién hia-
.mo-granulosa del epitelio tubular. (Fo-
1oz nGmeros 9 y 10). En algunos casos
.on arrojade: a la cloaca verdaderos
c..indros espermdticos.

Zsize lesiones renales suponemos
¢~ = lo causc de que mueran los anfi-
¢ o8 cuande 'han sido utilizados va-

¢ veces -pn respuestas positivas,
v de gue presenten antes de morir
¢l una v anciared, con gran cantidad
de Haguizo copositado en los espacios
surzutdneos - en la cavidad de celo-
ma. Estas lsciones impiden la utiliza-
ci‘n adecuada de les sapos para mas
de dos respuestas positivas.

Bases biolégicas de la reaccién

Tn los parrcios antericres hemes ex-

phoado el mecanismo de los esperma-
t~:enesis en el sapo. Censideremos
aué foctores pueden utilizarse para
r' wvocar en é] una espermatogenesis
~ficial, que sirva como reaccién
¢ cgnéstica del embaraze.

"2 sabe claramente que durante la
«tacidn de algunos animales (mo-
qniromln@rfos, egquinos y hombre)
eliminan por lo erina y se encuen-
trin en el suero senguineo grandes
cntidodes de hormonas gonadotré-
1ias (30) que proceden de dos fuen-
e diversas (31): el 1&bule antenior de
1z tipélisis (32), v el tejido corial, s&-
lo ;resente en el embarazo o en cier-
1

- 1y

(6]

degeneraciones del huevo, tales

c..no mola hidatiforme y corioepitelio-

ma. En el hombre, en ciertos tumores
malignos del testiculo y teratomas, se
elimina también una gonadotropina
semejante a la coridnica (33).

Est& plenamente demostrado que en
la mujer, el tejido corial es el produc-
tor de la segunda de estas hormonas,
Nlamada por tal razén *“Gonadotropi-
na coribnica” (34).

Y es la presencia de esta gonado-
tropina en el suero de la presunta
cestante, cuando se ericuentra en ella
tejido corial en actividad, el factor
determinante de una espermatorene-
sis artificial en el anima! reactive. A
dilerencia de otras reacciones biolé-
cicas para el embarazo, del tipo Fried-
man, Ascheim-Zondek, etc, y de la
misma de Galli Mainini, gue utili-
2an como reactivo las gonodetiropinis
hipofisarias que se eliminan <~ la
oring, la reaccién que presentamos en
este trabgio, tiene por base la utiliza-
cién ce gonadotropinus coriénicus las
cudles estdn presentes en el ciero san-
. .ineo y son dosificables desde el die-
ciseisavo dia de la feriilizacién (dos a

o

- cuatro dias después de la primera fa-

lo menstrual), hasta la muerte del co-
rien no obsiante, sélc se encuentran en
ia orina, en cantidodes apreciables, del
tercerc al sextc mes de lo gestacidn, &
causa del umbral renal de eliminacién
Gue ies es propio. Quizd esta sea la ra-
z4n de que las recccicnes de tipo Fried-
man, Ascheim-Zondek o Galli Mainini,
se hogen menos positivas a medida
gue gvanza el embarazo, es decir, a
mmedida que el hiperfuncionamients
hipolisario producide por la nidacién
cz,huevo, regresa y su papel de man-
t« r active el cuerpo amarillo queda
¢ orao de Ja placenta. Esto podria
expucar cleramenté el hecho de haber
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obtenido respuestas positivas desde el
tercer dia de la primera falla mens-
trual en casos de embarazo compro-
bhade posieriormente; respuestas posi-
tivas en las distintas etapas del emhbe-
rczo vy respuesias positivas acin doz
dias después de muerte {etal compro-
bada, y que sélo se negativizaron des-
puds de cugtro dias

Por tales razones, lo reaccién posi-
tiva es un indicio claro de la presen-
cia de tejido corial en actividad en el
organismo del cual ha side tomado el
suero empleade para la inoculacién
del sapo. .

DISCUSION BIOLOGICA

Sobre la accién de las gonado-
tropinas, en general, se admite lo si-
guiente:

a) Para la gonadetropina hipofisa-
ria, la existencia de dos fracciones dis-
tintas: Una froccién foliculo-estimu-
lante F. §. H, con accién espesifica
directo sobre el foliculo de De Graaf,
accidén comprobada en ovarios de ro-
tas hipolisorprivas; y otre traccion iu-
teinizante L. H., que induce la for-
macién de cuerpo amarillo en los fo-
liculos desarrollados, gracias a su ac-
cidn selectiva sobre las fermaciones
de origen conjuntivo y que por tanto.
carece de goccién ovoguinética (35).

No obstante —y es lo que parece
mds probable— ofros cquiores sostie-
rien que estas dos accicnes son produ-
cidas por una misma hormona y gque
la dilerencia de respuesta se debe
tante a lg dosis, como al esiade del
folicule en el momento de recibir el
estimule hcrmaonal (36).

En cuante a la accién de las gona-
aotropinas  hipolisarias sobre el {es-
icule, cosi todos los cutores sostienen

Vol I, Ahvil.Muea 1660 . N3 1637

gue la fracaidn foliculo-estini.  nite Lo
ne accién espermatogenética y puede
ain reparar el epitelic de los tubos
seminiferos en animales hipdlisopri-
vos, perc sin ningan efecto estimulan-
te sobre la porcién intersticial {37);-al
pasc que la fraccién luteinizante, eier-
ce una accién directa sobre el elemen-
to testicular de origen conjuntivo —cé-
lulas de Leydig—(38), pero sin nin-
gun efecto sobre los tubos seminiferos.

b} La goncdotropina coridmica, so-
bre el ovario, sbélo aoctia como lutei-
nizante.

En su accidén scbre el testiculo, Se-
vringhaus niega a la gonadoiroping
coriénica toda accién espermato-qui-
nética (33), y el empleo principal tera-
péutico de esta gonadotropina en el
macho, se basa en la accién estimu-
lante sobre las células intersticiales de
lLeydig (40). Otros qutores consideran
su accidn scbre la espermatogenesis,
como secundaria al estimule secretor
del testiculo y al qumento de la tes-
tosterona por este mecconismo (41).

Actucimente, para autores come J. -
M. Robson (42), citade por Laurence y
Martin Hynes (43), desis odecuadas
de testosierona pueden . impedir la
degeneracién del epilelic germine-
tivo de los tubos seminileros gue si-
cue a la hipofisectomia en los anima-
les y mantener la fertilidad, con res-
touracidn de la espermatogenesis. Y
para Laurence W. Kinsell {44}, o es-
~ermatogenesis puede producirse con
a'tas dosis de iesiosterona, sin ningu-
na intervencién de las genadotropinas.

Pero en el curso de nuestras expe-
riencias hemos podido comprobar, en
log antibios, hechos de gran interés
que no estdn de acuerdo con los con-
ceplos hormonales expuesics atrds




1} La gonadotropina coriénica pura
(mola hidatiiorme) produce, en los
cnimales reactivos, una respuesta
idéntica a la que se obtiene con dosis
egquivalentes de gonadotropina hipofi-
siaria pura (Dried Anterior Pituitary
Gonadoirophin-Squibb), _

2) Lo accibn de la gonadotropina
coriénica, es direcia sobre e! epitelis
del tub> seminifero del testiculo v ne
obra por la excitacién de las céluias
intershciales y cumento consiguiente
de lo testosterona, puesto que en se-
ries de animales inyectados con dosis

cier jas de Metiltestosterona Ciha,
= lo_: 11mos obtener espermatogene-
c: En cambio, fue muy notoria 'z

enturnién de los caracteres sexua-
l-c sec.ndarios, traducida por el cre-
cmiento del tubérculo digital, de la
g""-dulz parotoide e hiperirofia de las
cizndulas cuténeas; igualmente se ok-
servd una excitacién muy marcada
e¢n los animales inoc iados. Estos fe-
nsmenos ne han sics observados en
los animales que reciben gonadotro-
r nas coriénicas ¢ hipolisarias solas

3) En la serie de animales inyecia-
¢os con tesiosterona, no se encontrd
r aqumento ni disminucién en las can-
t iades de gonadotropinas que se ne-

=iloron para cbtener de elloz una
respuesta positiva, Tuvimos que em-
y.ear igual cantided en los inyectados
wreviamente con testosterona, que en
les que empleamos como testigos; s
decir, que no mostré la testosterona
accién antagénica o inhibitoria, ni si-
nergismo de accién, con las gonado-
{ropinas.

-

RESUMEN

Presentomos una reaccién para ¢l
diagnsstico precoz del embarazs, bo-

sada en una niueva concepcién hormo-
nal, con las siguentes caracteristicas:

Sustancia reactivante: Gonalotropi-
ras coriénicas del suero.

Animal reactivo: Sapo comin de las
tierras calientes (Bufo marinus) (45).

Tiempo de reaccién: Entre una y dos
heras, promedio (8]1%).

Estimacién de la respuesta: Positive,
-uando se desencodenc la espermato-
genesis; negctivg, qusencia de esper-
matogenesis.

Unidad biolégica para detemnc~
ciones cuantitativas: Unmidad Bufe. O
seq, la menor cantidad de gonadotro-
pinas que es ccpaz de provocar una
respuesta positiva entre uvna y dos
horas. '

Hemos electuado 469 reacciones de
este tipo sobre 312 casos clinices, re-
partidos asi:

82 embarczos s cerleza, con res-
puesta positiva.

10 embarazos probables, que ‘fue-
ron confirmados posteriorments, con
respuesta pesitiva.

18 embarazos con signos clinicos de
probakilidad, que dieron respuestac po-
gitiva,

16 embarazos tubarios, en los cuc-
ies hubo 14 respuestcs positivas v 2
respuestas negatvas.

3 embarazes molares, con respuess
tas positivas de 90.000 o 120.000 uni-

dades Bufe por litre de suero {Reaccio-
nes cuantitativas),

1 embaarazo con hxd'm’nas 2on reg-
puesta positiva.

9 abortos completos, con respuesta
nazativa, 2

74 amenaras de aborle, zon respues.
te poeitiva, en ias cucles continué la
geslacién
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2 casos de “missed abortion’, con
_ respuesia negativas.

2 muertes ‘etales, con respuestas po-
sitivas al segundo dia, negativas al
cuarto dia.

11 fibromas uterinos, con respues-
ta negativa.

2 arrencblostomas, con  respuests
neaativa, uno confirmade histolégica-
mente, otro con signos clinicos.

3 quistes del ovario, cor respuesta
negativa.

11 menopcusias fisiolégicas, con res-
puesta negativa

8 castraciones quirtrgicas, con res-
puesta negativa, entre 20 y 40 dics
después de la intervencibn.

2 sclpingitis T. B, C., con respuesta
negativa.

108 Casos de amenorreq, entre 8 v
25 dias; 76 con respuesta positiva
embarazo confirmado posteriormente’
22 con respuesta negativa, sin emba-
razo. )

~

La reaccién que presentamecs, tiene
caracteristicas obvias de sencillez v
prontitud, si se consideran la tacilidad
de la técnica y apreciacidén de la res-
puesta, y el breve lapsc en gue ésta
se desencadena,

De precocidad, puesto que se han
obtenido respuestas pesitivas yo des-
de el tercero al quinte dia después de
la primera {alla menstrual, en embe-
razos comprcbados posteriormente (9
casos).

De especilicidad, dade que sélc Ia
presencia de tejido corial active pro-
voca una respuesia positiva. No hav
luger a la interlerencia de otros facts-
tes hormongles o humorales, como 1o
nsilante an

ficicldqucas vy qui-

demuestra la negativida

Jas menopausias

rargicas, en la fibromatosis L na v
en los tumores del ovario, casos en los
cuales se ha inyectado hasta seis ve-
ces mé&s cantidad de suero que el em-
pleado para -obtener una respuestu
positiva en embarazos normales.

En cambio, la reccciédn fue positiva
en 14 emborazos extrauterinos com-
probados, y negativa en dos casos si-
milares en los cuales no se pude evi-
denciar histolégicamente tejido coricl
por anticua muerte del hueve en unc
vy en ofro por probable infeccidén.

Otros ejemplos de especificidad,
ambién muy ilusirativos, tomados ¢l
czar, son los siguientes: la reaccién
fue negctiva en un caso de fibroma-
tosis uterina, con reacciones de As-
cheim-Zondek y Friedman positivas:
en cambio, la reaccién fue posiiiva al
tercer dia de la primera {alila mens-
trual en una enlerma irradiada afios
oirds, la cual hablo presentade antes
{alsas amenorreas, interpretodas egui-
vocamente como gestucién con base en
reacciones de Friedman y Ascheim-
Zondek positivas. En esta paciente el
embarazo se confirmé tres meses des-
pués de electuadas la reazcién,

La rezccién es también scnsibic,
pues se negativiza répidamente en Ios
aberios incompletos de menos de tres
meses. cuandc el huevo ha muerto (11
casos), y hemos cbienido igualmente
la negatividad @ los cuatro dias de
muerte fetal comprobada (2 casos).

Finclmente, la dete minacién de lx
Unidad Bulo y el haber establecide
por medic de ella los valores en el
-mbaraze normal y en la mola hidaii-
fmrme, permite hacer e]l diagnéstico
de las degeneraciones de! huevo con
reaccicnes cuantitativas.



Hasta agui hemos considercdoe el
aspecto, pudiera decirse, puramente
Jréctico de la reaccién. En un terreno
mas cientifico, creemos de gron inte-
rés destacar los fundamentos bioléaqi-
ccs de la reaccién, que son “precisi-
menie la identidad en sus acciones de
las gonadotropinas coriénica e hipofi-
saria sobre el epitelio testicular de los
anfibios, segiin lo hemos demostradn
con nuestro trabajo. Este hecho impo-
ne una revisién de las ideas has'a
ahora consideradaos como clasicas, en
lo gue se refiere a hormonas goncde-
trépicas v prelanes.

Destacamos ademds la observacidn
‘e que lo gonadotropina coriénica, du-
rante la gestacién, por sus peculiari-
dades,de tamafio, peso molecular y
umbral renal de eliminacién. se en-
cuentra en el suero sanguineo en con-
centracicnes muy suficientes y relati-
vamente censtantes, lo cual! hace aue
el empleo del suerc sanouinco, ses
mucho mds aconseiable como reacti-
vante que la orina sus concentracio-
nes o sus extroctos.

CONCLUSIONES

12 F] epitelio tesiicular de los anfi-
bios es actualmente uno de los
res reactivos b:mé:;.cov ;:c.r ale

rminacién vy dosificaciér. de ia
tropings

Te1S=
J

o aeler-
as gonadc-

2* La reaccibén a que nuestro traba-
io se refiere, efectuada con gonadotio-
pinas séricas sobre el epitelio testion.
lar de} Bule mari nus,
censible, especilica, y de aran
llez paro dia
barazo.

la eonsideramor

agndslice precor del

3? Esta reaccién sirve para deterni-
rar claramente la presencia o cqusen-
cia de tejido corial en actividad, en
un caso dado.

4* La Unidxd Bufo propuesta en es- -

te trabajo, permite la préctica de re-
acciones cuantitativas, tan Wtiles para
la determinacién de degeneraciones
conales,

5 En los casos estudiados, sc han
encontrado entre 1.000 y 2.000 Unida-
des Buio peor litro de suero, en la ges-
tacién normal; v

ntre 90.000 y 120000 -

Unidades Bufo en los casos de emba-

rczo molar.

6* Se ha comprobado en el curso del

yresente trabajo que la gonadotropi-

ra hipofisaria y la coriénica tienen

idéntica accién bioldgica scbre el epi-
telic testicular de lcs anfibios con hi-
péiisis intacta. Es éste un puntc ds!
mayor interés, puesto que con 'él

rlantea un concepto hormonal nueve,

hasta hoy inacepiado.
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