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VALOR ACTUAL DE LAS REACCIONES GRAVIDICAS BIOLOGICAS
PARA EL DIAGNOSTICO DEL EMBARAZO *

Por sl Dr. B. AGUIRRE PEQUERO,
académico correspondiente. Monterrey, N. L.

' E] sapo macho mexicano (Bufo valliceps Wiegmann) como animal reactive em el
diagnéstico precoz del ambarazo.

Constituye para mi un extraordinario honor a la vez qgue un gran
placer el venir desde la provincia lleno de entusiasmo, no a presentar un
trabajo original, sino a recibir de vosotros la critica sincera y construc-
tiva, el consejo sabio v la buena orientacidn para el futuro desarrollo de
mi plan de trabajo; en suma, mi proposito solo tiene un ideal, aquel
que a todos nos inspira y que consiste en tratar, al alcance de nuestras
posibilidades, de contrihuir al adelanto cientifico de nuestro pais, en bien
de la humanidad.

Desde hace 2 afios me he venido ocupando con extraordinario interés
de los batracics en el diagndstico bioldgico del embarazo, habiendo publi-
cado por primera vez en México, en el niimero 559 de la Revista Medicina,
de julio de 1948, nimero de aniversario, una nota ilustrada con algunas
fotografias, titulada “Prueba para el Diagndstico del Embarazo, utilizando
la Rana Xenopus laevis.”

Posteriormente, abiertos nueves horizontes, como resultado de los
trabajos de Carlos Galli Mainini, colaborador del distinguido investiga-
dor argentino, e} Dr. Bernardo A. Houssay, miembro honorario de esta
Academia, me apresuré,a verificar estudios comparativos euntre los Xeno-
pus laevis y los batracios de la localidad (rana macheo, rana hembra;
sapo hembra v sapo macho).

¥ Lefdo en la sesign del dfa 27 de abril 'de 1949,
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En la actualidad creco que no nos colocamos fuera de la ciencia al
afirmar que en este ultimo, el sapo macho (Bufo valliceps Wiegmann)
se ha encontrado una respuesta positiva semejante a la que en Argentina
anunciara Gall: Mainini hace apenas 2 afios en el Bufo arenarum Hensel.

Seria muy conveniente que, tomanda en cuenta la sencillez de la téc-
nica empleada, se hicieran pruebas en diversos. lugares de la Repiblica
a fin de catalogar ripidamente las especies afines a la rcaccidn a que nes
venimos refiriendo.

Es indudable que el Xenopus laevis da magnificos resultados para la
prueba del embarazo normal y patoldgico, pero las dificultades econdmicas
y climatologicas que por el momento se presentan para su adquisicién y
desarrolio, hacen que en nuestro medio no se use en gran escala coma se
esta utilizando en diversas partes del mundo y en particular en los Estados
Unidos,

Es muy probable que el prolongado cautiverio en el que nos vemos
obligados a someter a estos batracios tan ftiles, traiga como consecuencia
algunas ligeras fallas en las pruebas. Ln no raras ocasiones, las pruecbas
comparativas verificadas con orina de embarazada de 2 meses resultaron
positivas en nuestro sapo local (Bufo valliceps) ¥ en cambio en el Xeno-
pus laevis dieron respuesta negativa.

El siguiente estudio es un intento en que se siguen los métodos practi-
cados por Galli Mainini en sus investigaciones en el sapo macho (Bufo

E

arenarum Hensel).

MATERIAL ¥ METODOS

Animal reactivo: (Tl Dufo valliceps Wicgmann de N. L.) *

La especie de sapo Bufo valliceps, fué establecida por Wiegmann
en 1833.

La distribucion geografica de la especic Bufo valliceps Wiegmann,
abarca una extensa zona en la verticnte atlintica de Norte y Centro-
ameérica, desde Louisiana y Texas hasta Costa Rica. Jin la Repablica Me-
xicana ha sido encontrado en los Estados de Campeche, Chiapas, Coa-
huila, Hidalgo, Nucvo Eedn, Oaxaca, Quintana Roo, San Luis Potosi,

* La determinacion de la cspecie de sapo fué vorifieada por el Prof, Martin
del Campo, del Inst. de DBiol, de 1z TU.N.A,



143 GACETA MEDICA DE MEXICO

Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan, Por lo que se refiere a su
existencia en el Iistado de Nuevo Ledn, fué puesta de manifiesto desde
mediados del siglo pasado, cuando J. N, Couch lo recolectd en Santa
Catarina el afic dg 1853; posteriormente, Nelson y Goldman obtuvieron
la misma especie en el Cerro de la Silla en 1902,

Ademés de la mencionada, se han encontrado en ¢l Estado de Nuevo
Ledn otras cuatro especies de Bufo: B. horribilis, B, compéctilis, B, débilis
y B punctatus. (Emith, Hobart M. y Taylor, Edward H.: Anr annotated
checklist and key to the Amphibia of Mexico. U. S. Nat. Mus., Bull.
194, 1948.)

Se usaron sapos machos de peso variable enfre 60 y 80 gramos.

La mayoria de los sapos fueron capturados y mantenidos en cautive-
rio durante algunos meses. En algunas rcacciones se usaron sapos que
habian sido inyectados con resultados positivos una semana antes. Los ba-
tracios fueron mantenidos en acuarios en los que solo se mantuvo uu am-
biente himedo.

—

A.—DMaterial
1. 1 oprobeta de 250 c.e,
2. 1 ombude de separacién con capacidad de 300 c.c.
3. 1 soporte metilico.
4. 2 wvasitoy de precipitado de 50 c.e.
5, 4 tubos de centrifuga de 15 c.c,
6. 5 pipetas graduadas de 1 ec.e,
7. Agitadorea de vidrio.
8, 1 centrifuga,
9. 1 ventilador,
0. 1 chpsula de poreelana de 100 e.c.
11. Probeta de 10 e.c.

13. 1 eomparador de Ph. para el papel de nitrazina de Squibb.

B.—Productos Quimicoa

Acido neético glacial, .
Acetona,

Eter.

Acide sulfosalieilico al 1097,
Papel de nitrazina de SBguibb.

-

oo 99 boop
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TECNICA

Se recolectan 100 c.c. de orina matutina de los cuales se utilizan 80 c.c.,
los que se colocan en la probeta y se les agrega gota a gota de 4cido acético
glacial hasta obtener un Ph, de 4.5 (con papel de nitrazina) ; entonces se
agregan otras 2 gotas, para aproximarse a un Ph. de 3.5.

La orina acidificada se coloca en el embudo de separacion y se le agre-
gan 160 c.c. de acetona. Se cierra el embudo y se agita enérgicamente du-
rante dos minutos, después de los cuales el embudo se coloca en un so-
porte y se deja reposar la mezcla durante 15 minutos, tiempo suficiente
para la formacién del precipitade.

Se separa el precipitade abriendo Ia llave del embudo (se obtienen
alrededor de 40 c.c.). El liquido sobrenadante se guarda para destilar. El
precipitado se centrifuga descantindose el liquido sobrenadante y se lava
dos veces con pequefias cantidades de éter (alrededor de 20 c.c.). El pre-
cipitado asi lavado sc coloca en la cipsula de porcelana y se seca abajo de
un ventilador. Una vez seco el precipitado se vierten en la cipsula 2 ce.
de agua destilada y la mezcla asi obtenida se bate cuidadosamente y se
_ centrifuga,

FEl liquido sobrenadante se coloca en la probeta de 10 c.c. y sc ajusta
a un Ph. de 3.5 (papel de nitrazina) utilizando Acido sulfosalicilico al
10%. Cada c.c. de este concentrado equivalente a 40 c.c. de la orina com-
pleta.

Utilicese 1 c.c. del concenirado para cada inyeccidon, dejando el
restante para en caso de necesitarse como prueba de control o también
puede utilizarse para inyectarse inmediatamente un segundo sapo. Si el
material bioldgico es suficiente, es preferible utilizar dos sapos para cada
prueba.

TECNICA DE LA INYECCION

Se prefiere inyectar en ¢l saco linfitico ventral o en los laterales del
sapo, por ser €stos los mas grandes. La inyeccién se practica en forma
subcutinea por medio de una aguja corta de insulina. Un impulso firme
y suave lleva la aguja a traves del tejido conectivo en el espacio linfatico.
El liquido debe verse claramente a través de su recorrido bajo la piel.
La manipulacion se practica sin mayores dificultades,
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ORINA INYECTADA

Sc invectd en el saco linfatico lateral v a veces ventral de cada sapo
10 c.c. de orina de la mujer presuntamente embarazada. En todos los
casos clinicos la amenorrea no paséd de 4 meses. En todas las reacciones,
la orina fué recogida por la paciente en la misma mafiana. Las orinas fue-
ron inyectadas en la siguiente forma: Por una parte sin previa filtracion,
ajuste de Ph., concentracidn, etc.; y por otra, siguiendo el método de
concentracién descrito anteriormente. En una vez se uséd sucro sanguineo
de la presunta embarazada.

Todas las inyecciones de orina fueron efectuadas en las primeras ho-
ras de la mafiana y los batracios mantenidos cn sus acuarios especiales.

Simultidneamente con otra parte de las mismas orinas se efectud la
reaccion en ¢l Xenopus laevis y al mismo tiempo con rana macho y
rana hembra de la localidad.

OBTENCION DE LA MUESTRA DE LA ORINA DEL SATO

La orina fué obtenida del sapo mediante una pipeta introducida en
¢l conducto anal, de un didmetro variable, aproximadamente de] mismo
que las de 1 c.c. {(a veces fué usado un simple gotero). Para colectar
la orina, ¢l sapo se sostiene dorsalmenie sobre la mesa, la pipeta se
introduce a una profundidad no mayoer de 0.5 a 1 cm. en el conducto anal
y sc mueve suavemente para adelante y para atrds hasta que se observa
la penetracion de una gota de orina.

~ Es de importancia que, cuando la pipeta se introduce cn ¢l conducto
el extremo de la misma se mantenga hacia arriba. Esta posicion fa-
cilita Ia recoleccion de la orina. No se necesita mas gue una gota. Iixtra-
yendo esta pequefia cantidad, la vejiga no sc vacia y en caso necesario
podran obtenerse nuevas muesiras. En buen nimero de casos se observa
la miccion del sapo, ya espontinca al intentar ¢l cateterismo o seguida al
iniciar la maniobra.

OBSERVACION AL MICROSCOPIO

De la orina obtenida se deposita una gota sobre un porta examinando
luego al microscopio en forma directa. No es necesaria la coloractén ni
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recurrir a ningin otro método complicado. Es conveniente que la lumi-
nacidén no sea excesiva. De acuerdo con estas circunstancias los esper-
matozoides se observam en gran ndmero, como pequefias lineas negras
agitadas por sus movimientos caracteristicos. El flagelo del espermato-
zoide, en algunos clementos aparentemente invisibles, sc identifica dia-
fragmande un poco, o mas sencillamente poniendo un cubre objetos
a la gota de orina y usando objetivo scco fuerte.

No es raro observar, cuando por técnica defectuosa se ha introducido
la pipeta un poco mas de la longitud scfialada, un buen ntmero de flage-
lados v ciliados de variadas formas y tamafios, cuyos movimicntes podrian
dar Ingar a dudas a quien no tenga alguna experiencia en la obscrvacion
de los protozoarios intestinales comunes de los batracios.

TIEMPO DE OBSERVACION

Tn todas las reacciones efectuadas, ¢l examen de la orina de los sapos
se practic a la hora, a las 2 horas, y pertédicamente cada 3 horas después
de la inyeccién, En ningin caso la duracion de la reaccian {intensa) se
prolongd después de 24 horas.

Estaciones del afio en que se verificaron las pruebas: Trincipalmente
durante ¢l pasado invierno y principios de la presente primavera.

RESULTADOS:

A continuacion se expresan los resultados obtenidos:

Total de reaeeionos . . . . . . . . . . #0
Muertes a consecuencia de la inyeeeidn . . . O
Resultados comparables (eon X1} . . . . . @

L

Resultados eoincidentes
Resultados no eoineldentes . . . . . - .
Positivo en el sapo ¥ negative en el Xenopus laevs.

=

Resultados positivos observados a la 1, 2 y 3 ha. Los 50 casos

Positives a la hora .
Positivos a las 2 horas . . . . . . . . 13
Positivos a las 3 loras . . . . . . . . . 3
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Tiempo méximo de preseneia de los espermato-
zoides en la orina de los 50 sapos: 14 a 18 hs.
{eon abundantes espermatozoides), .
Afin a las 24 horas sélo pequefias cantidades de espermatozoides fue-
ron observadas.

CONTROLES

Como control de los resultados, fueron inyectados 20 sapos, cuyos
resultados siempre negativos se enumeran z continnacion :

Nificg prepfiberes: varones 5, mujeres 5,

Adultos normales con vida sexual activa: varones 2, mu_u:res 2.
Mujeres en menopausia con sintomatologia, a.

Hombres de mas de 50 afios, 2,

Mujer adulta hipertiroidea, 1

Circunstancias desfavorables me impidieron llevar a cabo controles
mediante el uso de los clasicos preparades hormonales, dejando todo en
arreglo para verificar dichas pruebas en correcta escala, ‘como comple-
mento al presente trabajo. -t

DISCUSION

Tomando en cuenta los resultados obtenidos y anteriormente expues-
tos, tal parece que la orina de mujer embarazada tiene la capacidad de
producir el desprendimiento y Ia migracién de los espermatozoides del
sapo macho mexicano Bufo valliceps, empleado como animal reactiva. Por
Ia negatividad de la reaccién en los controles y por el paralelismo positivo
de los resutados obtenidos con el Xenopus laevis, considero de importan-
cia estos hechos para insistir en la conveniencia de verificar pruebas se-
mejantes en los diversos estados de nuestro pais.

Soy el primero en reconocer que las condiciones experimentales en
que he intentado llevar a cabo el presente estudio, carecen en gran parte
de método y de la fundamental estadistica. En suma, solo me estoy concre-
tando a lamar la atencidn acerca de la importancia del tema y a la vez
de sefialar una especie de sapo mexicano (Bufo valliceps Wiegmann)
nueva en la reaccién de Galli Mainini,
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- -~
.

RESUMEN

Tomando en cuenta la literatura respectiva, podemos afirmar que se
recalca por primera vez en México la importancia del valor actual de las
reacciones gravidicas bioldgicas para el diagnostico del embarazo y se
da a conocer el descubrimiento de una especie de sapo macho mexicano
{Bufo valliceps Wiegmann), que responde en multiples ocasiones en for-
ma semejante como el Bufo archarum Hensel de Argentina,

Justo es mencionar los conceptos vertidos por Galli Mainini y trans-
critos en el “Journal of Clinical Endocrinology” de septiembre de 1947,
por Enrique B. del Castillo, Jefe del Servicio de las Enfermedades Ln-
docrinas del Hospital de Rivadavia, en Buenos Aires, Argentina, en los
cuales se advierte su atinada sugestion, consistente en la conveniencia de
verificar las investigaciones tendientes a descubrir nuevas especies de sa-
pos, que respondan en forma verdadera como el Bufo arenarum Hensel,
y el interés general que reportaria e} encontrar dichas especies.

Las reacciones verificadas en el sapo mexicano se basan en ¢l hecho
de que, tanto las inyecciones de orina como de suero en casos de embarazo,
tienen la propiedad de provocar la migracién de espermatozoides desde el
testiculo hasta la vejiga del sapo y que pueden observarse bajo el micros-
copio en una gota de orina extraida por cateterismo. Se recalea a la vez
el importante fendmeno consistente en la respuesta positiva del sapo me-
xicano ante la negativa del Xenopus, previamente testado (de 3 a 4 meses
de cautiverio), en un caso de embarazo de 2 meses.

Experiencias comparativas con ranas machos de la localidad resulta-
ron siempre mas intensas en el macho sapo, que en el macho rana.

De las pruebas comparativas verificadas con ranas hembras de la
localidad, a mi juicio y por ¢l momento, no vale la pena tomarlas en cuenta,
fundandose en las maltiples fallas presentadas por los batracios mencio-
nados. '

En suma, no pretendo haber encontrado una especie nueva de sapo
de aplicacién prictica inmediata, sino simplemente el sefialar una espe-
cie de nuestro medio, en la cual continuaré las investigaciones cn gran es-
cala lo méis pronto posible, a fin de rendir en un futuro no lejanc el
resultado de los experimentos,
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CONCLUSTIONES

Primera.—La inyeccién de 1 c.c. de concentracidn, o de 10 c.c de ori-
na de mujer embarazada en el sapo macho mexicano Bufo valliceps
Wiegman, produjo la aparicién de espermatozoides en su orina.

Segunda.—FEfectuadas simultineamente las reacciones en ¢l sapo
mexicano Bufo valliceps y cn alguncs Xenopus laevis hembras
de 3 a 4 meses de cautividad, en un caso positivo de embarazo de
2 meses, ¢l sapo dié resullado positivo y negative el Xenopus
laevis hembra,

Iis importante seflalar que 2 inyecciones de suero de (.5 cada
hora del mismo caso del embarazo de dos meses, dig respuesta
positiva en ¢l sapo macho (Bufo valliceps) a las 3 horas.

Tercera.—T.a aparicion de espermatozoides en la orina del sapo tuvo
lugar dentro de las 3 horas.

Cuarta.—I.a duracién de la presencia de abundantisimos espermato-
zoides en la orina de los sapos examinados fué no mayor de 24
horas. -

Como se asentd en el resumen, estos datos no tienen la pretension
de haber determinado 16gicamente ¢l valor préctico de una reaccion, sino
simplemente ¢l de dar a conocer una especie nucva de sapo mexicano
(Bufo valliceps Wiegmann), en la que de continuar los estudios de inyes-
tigacion, podrd responder no solo a nuestras aspiraciones practicas, sino
también a determinar nuevos horizontes en las investigacioncs médico-
bioldgicas. ’



