
Reacci6n Cuantttativa de fa Rana Macho
~Rana Pipiens· a Ia Acci6n de Gonado-

troflna Cori6nica (*)

Cecilia Hartmann Perdomo y C. W. Chapman. (Es-
cue1a de Farmacia. Universidad de Maryland. Baltimo-
re 1, Maryland, U. S. A).

Se ha dernostrado que gonac1otroiinas de diferente origen pro-
ducen desprendiruiento de espermatozoides en el testiculo del sapo
macho Bufo arena'rn'///, Hensel (4).

£1 conocimiento de esta accion fisiologica 10 aplic6 Galli Mainint
en el diagnostico precoz de embarazo C)·

Efeeto amilogo se ha observado en la rana macho Kinta pip-icns
con la inyeccion de lobule anterior de la hipofisis Cj) y se ha compro-'
bado el valor diagnostico de este animal para el mis1110 tipo de feat:
cion ('\ ").

EI presente trabajo se hizo con el objeto de deterruinar algunos
facto res relacionados con el -uso de la ran a macho Rasut pipiclIs C01110

animal reactivo en la determinacion cuantitativa de la actividad elf
gonadotrofina corionica.

E1 procedimiento consistio en inyectar var-ies grupos de - ranas
con dosis graduales de Ia honnona para investigar la cantidad mini mil

de gonadotrofina corionica necesaria para producir desprendimiento
de espermatozoides : el tiernpo transcnn-idc despues de 1a inyeccion ell
que se produce la reaccion maxima ; la uniformiclad y sensibilidad de
los animales con 1a inyeccicn repetida de la hormona.

Parte Experinieniul.

Animates empleados : La rana macho Ran a p£piens. Las ranas

(*) Presentado a Ja Sociedad Argentina de 13iologia el }9 de septiembrc
de 1949.
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fueron recogidas durante la pmuavera en Oshkosh, Wisconsin.
11. S. A., Y se guardaron a 109 C. A] llegar al laboratorio se guardarcn
en un tanque a temperatura entre ]99 y 21.59C. Se escogieron 18.::i
ranas que pesaban entre 10 y 30 gralllOs y se colocaron en comparti
mientos indi viduales por 10 menos dos elias antes ele usarlas. Estes
ani males se guardaron ell la oscuridad, en peen agua y sill alimento
par uri periodo de tres meses a una temperatura de 209C y se usarou
cinco veces.

Mot eriol : Se empleo gonadorrofina coriouica (*) que conrenin
5000 unidades intet-nacionnles por ampolleta .. 1:.1 mismo lote de her-no-
na se utilize en todos los experimentos, excepto para el quinto, en
los grupos G. y H.

Prrpnrarion d e las solucioncs: Se prepararou soluciones de SOu
unidades inremacionales pOI' centimetre cubico, disolviendc el conte-
nido ele gonadotrofina ele las ampolleras ell 10 centimetres cubicos
de diluvenre (este contiene 0.5 per ]00 de fenol} y se guardaron por
dos semanas a 309C. A partir de las soluciones primiti vas se prcpara-
ron otras mas diluida s que contenian entre 2 y SO unidades por centi-
metro cltbico. Las soluciones finales se elllplearon una sola vez y
sielllpre se prepararon e] 11IisillOelia del e:--:perilllento.

Elilllillo(iim {,spolltaJlfn d{' espermofo::;oides: Previa observaciou
indica la ausencia de esperlllatozoic1es en la orina de los anirna]es
empleac10s ell estos e.'\perilllentos. Un lote cle ranas se observo par
un periodo de seis elias consecutivos (7 a ]2 de febrero), los resulta-
dos sielllpre ftleron negativos. ·En otro gru])o de ]00 ranas, ]0 rnostra-
ron presencia OGI..,iOllalde esperlllatozoicies (se anoto C01110;'ocasio-
nar· a la. presencia de 1 a 4 e~pennatozoic1es en un campo microsco·
pica y obsen'ados can pOCOatllllento). Otro grupo, cOlTlpuesto de 12
<:Initnales, clio resultados negatiYos despues de inyectarles ] cm~{ de
"Vl1a c1estilada.

La presencia "ocasionar· de espennatozoides· desj)ues de b
inyeccion ele gonac1otrofina se cOllsic1era una reaccion negativa eD
este trabajo. ·Un resultado es positivo cuanclo se encuentran muchas
(20 0 m~is) espenllatozoieles en el campo l1licroscopico observados COil

poco aUlllenta.
Procedi'/llicJ1/o: Caela grupo experimental de 40 a 50 r<mas se

divicli6 en grupos 111~tS peqlleiios compuestos de 10 a 15 animales:
caela uno de estos t'tltimos grupos recibio la llliSllla c10sis de hormona.
Para SI1 identificacion, cada rana se coloco en compartimiento sepa-

(01<) Foltl1tcin. Squibb (r:. T\.. Squibb & SOliS, New York).
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rado y numerado. Se anoto la reaccron y cambio ele peso cle cad»
animal separadamente ell caela experimeuto clesele la primera a 1,1
quinta vez que se usaron. Tambien se anoto e1 tiempo de la iuyec-
cion y la temperatura elel agua en los compartimientos.

Cada animal, sin tener en cuenta su peso, recibio en un volumcr
de 1 ern" Stl dosis de gonaelotrofina. Las ranas se inyectaron en el
saco dorsal Iinfatico y siempre en el mismo orden, esto es, aquellas
que recibieron una dosis baja en eI primer experimento, continua ron
recibiendo las closis mils bajas en experimentos suceS1VOS. Despues
de la inyeccion, la orina se examine a iutervalos de una, dos, tres y
cuatro horas.

Resultados.

En los cuatro grupos empleados (E, F, G y H), las reacciones
positives obtenidas can las diferentes dosis de gonadotrofina corioni-
ca se anotaron en forma de porcentajes. Call los datos anteriores
se calculo el promedio de auimales que reaccionaron en cada grupo
)' la variacion en susceptibilidad de carla rana.

Segun Trevan (') y Gacldum (2), si la elimiuacion de esper
matczoides COIllOrespuesta a Ia inyeccion de gonadotrofina corionica.
esta distribuicla uormalmente, entonces debe obtenerse una linea recta
cuando los valores dosis-reacci6n se colocan en ]Japel semilogaritmico.

Las orclenadas representan unidades de probabilidad "probits",
correspondientes al porcentaje de reacciones positivas. Las uniclades
de probabilidad para toclas las reacciones p·osibles las cIa Bliss (1) en
]a tabla 1, pagina 138. Las abcisas representan las dosis en unidades in-
ternacionales corresponclientes a los nllmeros. Como un ejernplo, los
resultados obte!lidos con el grupo E, desplles de 1a primera 11lyecci6n
\' en la segllnda hora de observacion, estilll indicados en la figura 1.

"Segt11lla grMica anterior, 5, 3 unidades internacionales de gona-
dotrofina cori6nica es la cantidad que se requiere para producir un
;;0 por 100 de "reaccion en f?! termino "wedio de las ran as que forman
cste grupo (DRSO) y corresponde a un "probit" 5. Este valor (503)
t::l el mas im]Jortante de tocIa la linea porque representa el promeclio
de la reaccion en un grl1po de aninlales.

La uni~orl11iclad can que este gru])o ele ranas reacciono a la acci6n
de gonadotrofina estil indicada par la i'JIclh./pci6n de la linea obtenida
C(ill los val ores dosis-reaccion. La inclinacion se expresa C0l110 la
tangente del illlg.ulo formado entre la linea trazada y la horizontal.
La illdinacion sc designa can el nOlllhre de valor "b", que es el inverso
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de la desviacion standard de los logaritmos de las dosis activas indivi-
duales. E1 DR50 y la inclinacion "b" se determinaron para todos lor;
experimentos porque estos valores son indispensables para todo me-
toda cle ensayo de esta naturaleza.

7.------------,
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Figura 1

Determinacion grafica de DR SO.y "b". Grupe E.

NOTA: Sc emplearcn dicz ranas para cada dosis (4, 5, 6 y 7 Uuicladcs
Iuteruaciouales}. La curva esra hecha sabre escala logaritmica y cor responde
al primer expcrimcnto de este grupo y a los resultados obteniclos dos horas

dcspues de la iuyeccicn.

DisCHSioH.

La tabla 1 incluve los datos en los cuales esta basad a la dis-
elision de este metoda de ensayo,

EI DR 50 : Este valor varia en nuestros experimentos entre 5.3
y 22.5. Se calculo la relacion entre el DRSO mas alto y el mils bajo
para todos los grupos (E, F, G y H), para cada vez que se utilizarou
los animales y para cacla horn de observacion. Los resultados fueron
los siguientes :

Primcra hora
Segunda hera
Tercera hera
Cuarta hera

18.5/5.4
,12.0/5.3
18.6/7.0
24,0/9,8

3.43
2.26
2.64
2.45
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La segunda horn tiene el resultado mils bajo, ]0 que indica que
dos horns despues de la inveccion las reacciones son Jl1~lS uuiforrues.
L.,I. dcsis promedial de gonadotrofina en la segunda hora de observacion
cs Sl.SS unidades internacionales ; este tambien es el promedio uuis
bajo cle J)[{SO durante las cnatro horas de observacion, 10 que indica
que dos hcras despues de la inveccion de gonaclotrofina es el periodo
de observacion mils aceprable.

tl niiorntidod de los awiniatcs : Como se indico anteriortuente, 1<.:
uniformidad de lin grtlJJo de ranns en cuantc a S11 reaction con gona-
dotrofina corionica esta expresada par el valor "b". Can los datos de
db", tabla I, se calculo la iuclinaciou promedial para todos los expe-
rimentos, para cada vez que se lisa ron los nnimales y para cacla hora
de observaciou. La relacion entre let mayor y la mellor inclinacion du-
runte las cuat ro horus de obser vacion se indica enseguida :

"rollle,li" de
l:>~ iQ"Jilla-
cion". ~lJ-

Hela"i'-)" .,,,!,,,
mnynr/rre""r

i"<:!i" ..ei6,,

Primcra hora
Scgunda hora
Tercer-a hera
Cuarta hera

4.89
S.40
5 45
6.56

10.3/2.2 == 4.48
8.4/2.2 = 3.82

16.9/1.9 == 8.89
13.3/2.7 == 4.93

Los promedios de las iuclinaciones son 111UY sem~jantes y to"do:,
se encuentran c1entro de los. limites apropiados para ensayos. La
relacion entre la mayor }' la menor inclinacion es Illas bajo a las
dos horas de observacion, 10 cua] confirma que dos horas es el periodo
de observacion milS indicado.

E1 promedio cle la inclinacion "b" para caela uno cIe los cinco
experimentos hechos ell los cnatro grnpos (E, F, G, y H) para las
cllatro horas de observacioll es e~ siguiente:

Hnru~ ,Ie_p,,". de la illy..""i,'"
!'Il,j",ero Ex!'er.

1 I 2
I

3 4 I

·:1
6.30 5.35 I 3.50 4.87

I2.97 5.80 I 5.67
I

592

5.60 6.25
I

9.37 9.77 I
I5.17

I
4.45 ·5.27 6.65

4.40 5.17 I 3.42 5,60
I

4.89 I 5.40 5.45 6.56

I'r"", ..di"

Primero , ' . 5.00

5.09

7.75

5,39

465

Segundo .

T~rcert}, , .

CUllrlO .•,,,•••..,.........•.............

Ouinl0 .

Promedi~ ~ n.



Votumcu XIX, N9 .), scptil:l11bre de 1950 129

EI tercer experimento tiene el promedio mils alto (7.75), 0 ell
"ot ras palabras. hay mayor nniformidad en los aniruales despues de
que estos se han usaclo clos veces. EI promedio mils bajo (4.65) en
e1 quinto experimento indica que despues de usar cuatro veces las
rnismas ranas estas empiezan a variar en S11 reaccion can gonaclo-
trofina. En cuanto a las horas ele observacion, el promeclio para las
tres pruueras es muy semejante. En la cuarta hora \6.56) las rana,
muestran uu poco de Illayar uniformidad en la reaccion.

Uso repetido de los cninmtes : Los cuatro grupos cle ranas se
eruplearon cinco veces a intervalos indicados en lu Tabla 1. Se COIll-
probe que se puec1e establecer un metodo de ensayo en el cual lo,
mismos ani males se pueden u sar per 10 menos cuatro veces, Se
hizo el ensayo de emplcar las mismas ranas despues de que estas
habian sido inyectadas per la quinta vez y las reacciones fueron
muy heterogeneas. Tambien se comprobo que las ranas usadas cinco
veces 0 mas, aumentan su resistencia a la accion de gonadotrofina Y
par consiguiente ya no son aceptables para estos ensayos.

lujlu.encia. de ia estaciou: A medicla que se acerca el tielllpo del
cell) (primera parte ele abrilL se puede esperar que eI -Iobulo ante-
rior cle la hipOfisis munente su activiclad: esto se ve claramente ob-
servanclo el DRSO cle todos los experimentos en las diferentes {eeha~
t'll que se realizawn estos. Los promeclios para D:r~SO y "b" en la
segullda hora de observacion se c1asificaroll segt111 las feehas:

flll50 •• \>_

Febrero 21 - Manw 7 9.4 5.2
Marzo 7 - Marzo 24 10.7 5.2
?vlarzo r - Abril 8 , 9.9 6.0_0

Abril 9 - Abril. 18 4.1 4.9

De febrero a abril 8, 1a closis necesaria para proclllcir e1 50 ,P0r 100
de reaccion es aproximada11lente Ia mis1lla, perc clel 9 al 18 de abri\
eI promedio baja considerablemente (4.1'). La sensibilidad es aprOXl-
111adamente co.nstante segll11 ]0 indican los prOlnec1ios cIe las inclina-
eiones ((b".

Peso de los (lu·ill/ales: En la colullll1a 4, Tabla I se enctlentra el
promedio del peso de las ranas, el eual dismillllye en cad a experi-
mento. Durante los ensayos, los anilTlales se gnardaron siempre en
las' mismas condiciones cIe te1l1peratura, medio, etc. 1\0 se pucci\:'
decir definitiva111ente que la perdida de peso se debe a la aceion de
la honnona, pero se observo que animales mantenic10s en las mismas
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condiciones que aquellos de los grupos experimentales, no perdieron
peso en la ruisma proporciou. A medida que el peso disminuye 5fl

»ecesita mayor cantidad de gonadotrofina para producir las tuismas
reacciones. Aunqoe esto no se observa en todos los casos, sinembargs
parccc que los anirnales mas peqneeos, especialmente aquellns que se
han usado cinco veces, »ecesitan mayor cantidad de gonadotrofina para
estimular la secfeciou de espennatczoides que anuuales de mayor tama-
II() cuando se usan pOT "1a.primera vez.

lutcruatos entre es pcrinientos: El intervalo mas pequefio fue
lj(~ 7 dins El DRSO v "b", Tabla 1, en los gru)Jos G y H no varia
considerablernente, 0 sea, qne.Ios .auimales se -pueden usar hasta cuatro
veces can un intervale .de -siete elias entre cada experimento.

Si el intervale de tiempo se aumenta a 49 elias entre el primero
y quinto experimenros, aparentemente los ani males se vuelven nias
resistenres a la accion de la hormona. Este heeho puede estar inti-
mamente relacicnado con el carnbio en peso.

Conclusiones.

1) La nccion estimulaute de la gonaelotrofina corionica sobre
la secrecion de espenuatoaoides en la rana macho Rona pipiens es una
reacciou aelecuada para la determinacion de la actividad de las pre-
Daraeiones de gonadotrofina corioniea.

2) E] lllejor periodo de obsen.'acion es dos horas clespues de
]a inyecci6n de la .•hOflllona.

3) Los ani\nales pueelen emplearse par 10 men as cuatro veees
can interva]os ele siete elias. En este trabajo las ranas se usa ron C111CO

veees.
4) El promedio de la closis de gonaclotrofina (Ori0111Ca (DR50)

para el perioelo de observacion de dos horas es 9.6 Unidaeles Inter-
l1acionales por rana.

5) La inclinacion de la curva de frecuencia integral es igual
~l 5.40 para e] periodo de dos horas de observacion. Este valor varia
"nlre 4.45 y 6.25.

6) El peso puede influir en la closis necesaria para procll1cir
reaccion.

7) Se describe el procedimiento seguido en esta investigacion.

Resumen.

En esta investigacion se conc]l1Yo que la secrecion de esper-
11latozoides en ]a rana. macho Rmw. pipicJls con la inyeccion ele gOll£"\.'"
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c1otrofina corionica es una reaccron satisfactoria como procedimienrc
de ensayo biologico para la determinacion ele la actividad de las pre-
paraciones de gonadotrofina corionica. £1 proceclimiento consistio en
inyectar soluciones de la hormona en el saco dorsal linfatico cle la
rana macho y clos horas mas tarde observar en el rmcroscopio 13
presencia de espenuatoaoides en la or-ina.

Se construyeron cur vas de frecuencia integral para dosia/reaccion
para las reacciones de cada una de las cuatro horas de observacion
dC:'SPlH~S de la inyeccion.

Se encontrc que dos horas despucs de la inyeccion es el periodo
de observacion mas adecuado.

EI promedio de la dosis de gonadotrofina requerida es 9.6 Unida-
des Internacionales por rana.

SUMMARY

In this investigation it was concluded that secretion of spermatozoa by
the male frog Raila pipiclls on injection of chorionic gonadotrophin is a suitable
reaction for a biological assay procedure for the determination of potency of
chorionic gonadotrophin preparations. The procedure consisted of injection 01

solutions of the hormone .into the dorsal lymph sac of the male frog, then after
two hours the urine is observed microscopically for spermatozoa.

Integrated frequency curves for dose/response were constructed for reac-
tions at hourly observation periods for four hours after the time of injection
and for frogs which had been used up to five times.

The most suitable for observing the secretion of spermatozoa was found to
1)(' two hours after injection. Frogs can be used four times with at least a seven

day interval betwen usc.
The average dose of gonadotrophin required is 9, 6 International Units per

frog.
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