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1 .  I N T R O D U Ç Ã O

Procuramos apresentar neste trabalho as observações colhi_ 

das pelo emprêgo da bufo-reação, no diagnóstico precoce da pre 

nhez na égua P.S.I., durante quinze estações de monta. A finali 

dade precípua deste relato fundamenta-?e na existência de resulta 

dos discordantes, quanto à eficacia do teste, assinalados por pê s 

quisadores outros. Alguns salientando-lhe o valor, sobretudo auari 

do estudado comparativamente com outros niétodos já conhecidos, eu 

tros julgando-o de valor não tão elevado.

Dentre a já numercsa literatura existente acerca do assunto, 

faremos referência, tão somente, aos trabalhos que pelas . uas carac_ 

terísticas julgamos de interesse citar. Assim sendo, salienta-Mos 

os seguintes: SCHWEITZER e BA5 v TABARELLI v PERO ' ;;

HINGLAIS e HINGLAIS ^ ; MAYER e col. ^ ; CASTELLI PUJOL

BRAZEL ^ ; PEDRAZA ^10 ;̂ CAL3.STI WOHLZOGEti  ̂ 12 ;̂

SATO e MURAMATSU ; BEtfTZ SABROSO JUHÁSZ e DÓZSA

OSSWALD RAULLET ^l8 ;̂ BIELANSKY e col.  ̂ 15

SAKUMA (20 ;̂ GALLO e col. 2̂1\- BERRY e col. (22); PL^ZA

3UÍÜER ( 2^ '>; CUBONI MORALES e DAMONTE ^25'; McMAHAMKY e
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col.  ̂ 3ANS0N0VA e CHIEFFI e col. .

Ressalta-se, todavia, que cm muitos dos trabalhos, cujos rjj 

suitados foram menos animadores, empregaram-se para o teste animais 

da família Ronidae, os quais, muito embora pertencentes a ordem 

Salantia, não têm comportamento similar ao apresentado pelos espé 

cimes da familia Bufonido*. Saliente-se que nas pesquisas fundameri 

tais de GAI.TiT MAIiilNI para o diagnóstico da gestação na mu

lher foi utilizado o Bufo arenarum Hensel, e as de TABARELLI 

, no diagnóstico precoce da prenhez na égua P.S.I. foram usa 

dos o Bufo marinus e O Bufo paracnemis LutZ.

Entendemos que, além da assinalada, outras causas de erro 

existem concorrendo para reduzir a eficácia do método. Tais falhas, 

mesmo nas pesquisas em que se utilizaram espécimes do genero Bufo, 

residem, sobretudo, na dose de soro injetada , na época da sii 

posta prenhez em que foi coletada a amostra de sangue  ̂ , no modo 

de manutenção dos papos, na temperatura do laboratório e na época 

do ano. Acresce que muitos dos resultados apontando a negatividade 

do teste, foram obtidos por ocasião da introdução do mesmo, isto e, 

momento no qual não estavam ainda delineados, como é óbvio, os pon 

.tos fundamentais da técnica a empregar.

M A T E R I A L  E M E T 0  D 0

Em seus fundamentos o material e metodo empregados seguiram



f P_"5
iS nonnas preconizadas por TABARELLI v , todavia, faz-se neces^ 

sário ressaltar alguns pontos da mesma.
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2.1 - ANIMAIS USADOS. Como animais testes utilizamos machos

das espécies Bufo marinus em aproxima 

damente 90 por cento das provas e o Bufo paracnomis nos dez por 

cento restantes. Os exemplares da primeira espécie citada pesavam 

entre 90 e 120 g e os da segunda entre 150 e 320 g. Os sa 

pos eram mantidos à temperatura do laboratório em recipientes espj; 

ciais, garantindo-lhes o grau de umidade indispensável. A maior par 

te das provas foi efetuada entre os meses de setembro e Janeiro, iri 

tervalo de tempo este enquadrado, em nossa latitude, dentro do perío 

do mais favorável à resposta do sapo à gonadotrofina, VALLE e PARA 

-VENTI BURGOS e MANCINI

2.2 - AMOSTRAS DE SÔRO. 0 sangue foi recolhido de 313 éguas

P.S.I. criadas em Haras localizados 

no Estado de São Paulo e que possuiam supervisão veterinária perma

nente.

0 número de dias decorridos entre a última cobertura e a 

coleta de sangue oscilou entre 36 (mínimo) e 120 (maximo), efe 

tuando-se, no total, 782 provas, sendo que uma mesma égua foi sub 

metida ao teste em diferentes estações de monta. Da amostra reco^ 

Ihida em frascos de vidro limpos e secos retirava-se, após a retra 

ção do coágulo, o soro que era injetado ou conservado no refrigera 

dor. Apesar dos trabalhos de SAíTTAMARINA e JOVEN ^  ,

referentes à queda no teor hormonal de soros conservados à tempera 

lura ambiente (20«C), tínhamos conhecimento de pesquisas outras que
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assinalavam a alta resistencia da gonadotrofina sérica aos proces^ 

sos putrefativos e a diversos agentes químicos, GROSS e COLE 

COLE ARiNOLD SACHWEH e CUBONI Fato este

de importância se consideramos:

a - ter sido o sangue coletado em recipientes não esterili_ 

zados,

b - pela dificuldade freqüente de se manter a amostra a ba_i 

xa temperatura, notadamente no transporte de pontos _a 

fastados do laboratório e

c - principalmente por ter-se efetuado grande número de pro 

vas durante o verão.

Algumas amostras de sangue já alteradas quando recebidas, ou 

soros positivos deixados à temperatura do laboratório por uma sema 

na, continuavam a desencadear respostas positivas, apesar do odor _a 

centuadamente pútrido. Grande número de sapos sucumbia após a ir.j_e 

ção dos soros putrefatos, porém dentro do prazo de um a três dias, 

isto é, muito tempo depois da leitura da prova. Por outro ladu, so 

ros positivos, aos quais se adicionou mertiolato de sódio na propo_r 

ção de ls 10.000 ou sulfatiazol sódico na concentração de 0,2 por 

cento e conservados à temperatura do laboratório, mantiveram a posi_ 

tividade por 13 meses (limite da. observação), e, os sapos em pro 

va, aparentemente, nada demonstraram sofrer.

2.3 - EMPRÊGO D0 PLASMA. 0 plasma também pode ser emprega.

do uma vez que não se utilize oxa

(40)
latos como anti-coagulantes. Observações de TABAR5LLI e col. 

demonstraram a capacidade dos oxalatos promoverem a libertação dos 

espermatozóides do sapo.



2.4 - TÉCNICA
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2.4.1 - NlÍMERO DE SAPOS POR PROVA. Para o teste reco

mendamos, no mínimo,

o emprego de dois sapos. Fundamenta-se tal critério na possibilida 

de de se poder encontrar sapos menos sensíveis à gonadotrofina séri 

ca, como ainda na-variabilidade do teor hormonal do soro, seja pela 

época da prenhez em que é feita a coleta, seja pelas característi_

cas individuais da própria égua. As observações de MORAUCS e

(2 s) ~
DAMONTE , a respeito, sao bastante ilustrativas.

2.4.2 - OBTENÇÍO DA AMOSTRA DE URINA DOS SAPOS. A técnica se_

guida para a

obtenção da amostra de urina do sapo foi, com pequenas modificações,

(29) (2) 
a preconizada por GALLI MAININI v e TABARELLI v

êsse exame, precedendo a injeção do soro, tinha por escopo

verificar a ausência de espermatozóides, acaso presentes por poss_í

vel libertação espontânea. Saliente-se, nesse sentido, não. termos

anotado, até a presente data, um caso sequer de urina positiva, an

tes de submeter o animal à prova.

2.4.3 - EXAME MICROSCÓPICO. A gota de urina foi colocada

entre lâmina e lamínula e exa 

minada ao microscópio com 200 aumentos e iluminação reduzida.

2.4.4 - INJEÇffO DO SÔRO.

a - DOSE. Empregamos de 12 a 15 ml de soro, dose

esta fundamentada no que já se descreveu ccm



relação à variabilidade do teor em hormonio do soro e à existência 

de sapos menos sensíveis a gonadotrofina sérica. A nosso ver, os 

maus resultados obtidos por McMANAMNY e eol., , prendem-se 

a pequena dose utilizada. SCHWEITZER e BAS  ̂ , obtiveram pe_r 

centagem de eficacia mais elevada empregando 12 ml de soro em l_u 

gar de dez.

Com a dose de 15 ml a percentagem de mortalidade dos sa 

pos oscilou ao redor de três por cento. Contudo, os casos de morte 

rarlssimamente ocorreram antes das primeiras 24 horas após a inj_e_ 

ção, mas sim, muito tempo depois da leitura da prova.

b - VIA DE ADMINISTRAÇÃO. 0 soro foi injetado suj}

cutaneamente, em um dos

sacos linfáticos látero-caudais do animal.

Utilizamos agulha de 40 x  8/10 com bisel bem afiado, a 

qual, separada da seringa, era introduzida sob a pele na parte caii 

dal do dorso, a meio centímetro de distância da linha média, em ân

«
guio reto com a coluna vertebral, sempre do lado oposto ao saco lin

/  /  A
fatico escolhido. Esta técnica impedia, na maioria das vezes, o re_ 

fluxo do soro injetado, dado o percurso longo da agulha antes de 

atingir o saco linfático e pela aderência maior dos tecidos à colij 

na vertebral.

c - LEITORA DA PROVA. Foi feita à 3a., 6a., 12a.

e 24a. hora após a injeção. 

A maioria das bufo-reações positivas ocorreram a 3a. hora, 

o restante à 6a. Foram raras as que se apresentaram à 12a. hora 

e, só excepcionalmente, à 24a. hora.
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2.5 - CONTRAPROVAS DA BUFO-REAÇSO. As contraprovas das



bufo-reações foram efetuadas:

a - pelo parto ou sua ausência, 

b - pela volta do cio. 

c - pelo aborto.

d - pela necropsia, nos casos de morte da égua.

3. R E S U L T A D O S  E DISCUSSÃO

No quadro I, apresentamos o total efetuado de bufo-reações, 

o numero de eguas submetidas a prova, assim como os resultados* tan 

to concordantes como discordantes, obtidos.

0 U A D R 0 I
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QUADRO GERAL DAS B üFO-KEAÇOES EFETUADAS, 

CONSIDERANDO - SE 0 NÚMERO DE ÉGUAS 

SUBMETIDAS X PROVA E OS RESULTADOS OBTIDOS.

N* RESUITADOS CONCORDANTES RESULTADOS DISCORDANTES

DE PROVAS PROVAS FAISO FAISO TOTAL

ÉGUAS POSITIVAS NEGATIVAS POSITIVOS NEGATIVOS

313 593 150 15 24 782

Os resultados falso—positivos, em numero de quinze, também 

assinalados por outros autores que trabalharam com vários métodos 

biológicos no diagnóstico precoce da gestaçao na égua, têm como
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causas, pelo o que se crê, quer o abortamento precoce não observado, 

quer a morte e reabsorção subseqüente do feto. Desse modo, todos 

os auto .-os são unanimes na afirmativa de não se interpretar, tais 

resultados, como falha do método empregado.

Os resultados falso-negativos foram em número de 24. Resul^ 

todos semelhantes também foram evidenciados por oucros autores. De 

modo geral, responsabilizam-se como causas principais de tal discor; 

dancia, ao se trabalhar com sôro de égua, os seguintes fatores:

a - período da prenhez em que é feita a coleta do sangue e, 

b - menor sensibilidade do animal de prova ao hormônio inje 

tado.

De acordo com COLE e HART f a gonadotrofina sérica 

aparece no sangue da égua prenhe por volta do y i *  ao 4^9 dia , 

atinge concentração máxima entre o 4j9 e o 80 dia, desaparecer^ 

do por volta do l80? . êstes mesmos autores estabeleceram como pe_ 

ríodo mais proprício para o diagnóstico da prenhez da égua pela pro 

va de ovulação da coelha, o compreendido entre o 4Ç)9 e o 84ç dia 

da gestação.

Como é óbvio, resultado negativo obtido eia períodos aquém 

do limite mínimo, acima assinalado, requer a repetição da prova em 

fase mais avançada da suposta prenhez.

Dos 24 resultados falso-negativos, em 11 dêles o perío^ 

do da coleta teria concorrido para sua obtenção, pois referem - se 

quer a provas efetuadas muito precocemente sem a possibilidade de 

repetição posterior, quer a testes executados em períodos já muito 

avançados, êsses 11 resultados estão assim distribuídos:

- dois efotuados no 59* dia;

- três no 407 dia;



-  u h  no 4l d i a ;

- dois d o 4jv dia;

- um no 989 dia e

- dois no 111* dia da

suposta prenhez. Eata suposição é reforçada pelo fato de obteimos 

em 18 oportunidades, reações negativas em provas efetuadas entre 

o 36* e 49* dia da cobertura, as quais se positivaram quando re 

petldas em fase mais avançada.

Em vista do exposto, julgamos oportuno classificar os resul 

tados assinalados em três períodos:

- o primeiro abrangendo as provas efetuadas em fase mais pre 

coce da suposta prenhez, isto é, entre o 36* e 44* dia 

da cobertura;

- o segundo referente às situadas entre o 45* e 90* dia, 

período êste considerado o mais indicado para a aplicação do 

teste e,

- finalmente, o terceiro, englobando as desenvolvidas em fa 

ses mais avançadas, isto é, entre o 9 1* e 120* dia (li_ 

mlte máximo das observações).

Os quadros II, III e IV, representam as bufo-reações rea 

lizadas, respectivamente, em cada um dos períodos acima apontados e 

associadas de acordo com o resultado da prova e a comprovação ou 

não da prenhez. Dão-noa, assim, idéia das gestações evidenciadas au 

não pelo método, quando aplicado em períodos diferentes da suposta 

prenhez, abrangendo a maior parte da fase, durante a qual a gonado 

troflna aparece e desaparece do sangue.
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QUADRO II

BUFO - REAÇÕES REALIZADAS ENTRE O ?6e E 

D IA  DA COBEROTRA, SEGUNDO O RESULTADO DA 

PROVA E A COMPROVAÇÃO OU NÃO DA GESTAÇÃO.

BUFO - REAÇÕES REALIZADAS ENTRE O 45* E 90 ç 

DIA DA COBERIURA, SEGUNDO 0 RESULTADO DA 

PROVA E  A COMPROVAÇÃO OU NÃO DA GESTAÇÃO.

\  Gestação 

R e s u l t a d o ^ ^ N ^

COMPROVADA NÄ0 COMPROVADA TOTAL

Positivo 116
*

3 119

Negativo 10 ** 25 35

TOTAL 126 28 154

Gestação

R esultad^^NN s^

COMPROVADA NíTO COMPROVADA TOTAL

Positivo 461 11 <*> 472

Negativo
(**) 11 v ' 121 132

TOTAL 472 132 6c4

*  R esultados F a ls o -p o s itiv o s  

* *  R esultad os  F a ls o -n eg ativo s

Q U A D R O  ( I I

» R esultados F a ls o -p o s itiv o s  

* *  R esultados F a ls o -n eq a tivv s



QUA DR O  I V
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BUFO - REAÇÕES REALIZADAS ENTRE O 91 v E ISO9 

DIA DA COBERTURA, SEGUNDO 0 RESULTADO DA 

PROVA E A COMPROVAÇÃO OU NÃO DA GESTAÇÃO.

*  Resultados F a ls o -p os i t iv o s  

* *  Resultados F a lso -n eg at ivo s

Pelo exposto no quadro III, que representa as bufo - reji 

ções efetuadas entre o 459 e 90 9 dia da cobertura, período este, 

a nosso ver, o mais indicado para a aplicação do método, verifica- 

-se que a exatidão da prova, isto é, o número de diagnósticos com 

provados é igual a 96,35^, cifra esta que se eleva a 98 , 17 %, ca 

so se queira considerar os 11 resultados falso-positivos não como 

falhas do método.

Feio exame do Quadro II, que demonstra as provas realiza 

das entre o 3*J9 e 459 dia da suposta prenhez, período durante o 

qual a obtenção de resultado negativo não significa ausência de ge_£ 

fcaçãc, nota-se que a exatidão do método atinge a 91, 55^ e alcança 

a 93,5^ caso se faça com relação às três provas falso - positivas 

as mesmas considerações feitas para o período anteriormente descrito.

Gestação

Resultado

COMPROVADA NÍto COMPROVADA TOTAL

Positivo 16
*

I 17

Negativo 3 ** 4 7

TOTAL 19 5 24
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No referente à percentagem de'eficáeia do teste por nós ob 

tida, convém assinalar que a mesma deriva da totalidade das bufo- 

-reações efetuadas, isto c , mesmo as realizadas no início dos traba 

lhos, quando, por não se acharem aindá delineados os fundamentos '* 

teste, incorremos em alguns erros.

Para isso testemunhar, procuramos separar do total dos re 

sultados, os referentes a um único Haras, no qual, nestes último/ 

anos, vem a prova sendo elaborada com todo rigor da técnica.

Assim sendo, em 263 bufo-reaçÕes referentes a 83 éguas, 

aJ.e&nçamos os seguintes resultados:

Positivas confirmadas: 223

Negativas confirmadas: 35

Falso - Positivas: 1

Falso - Negativas: 4

Verifica-se que a eficácia do teste alcangou, nesse Haras, 

a oifra de 98,09 por cento, valor este que dispensa comentários.

0 reduzido número de reações fal30-positivas salienta o ótimo esta^ 

do reprodutivo das éguas em estudo.

ê

4. S U M M A R Y

The results with the utilization of the male toad test for 

the diagnosis of pregnancy in the Thoroughbred aare, during fifteen 

breeding season, were described.

The experiments were performed on male toads (  B u fo  morinus  

L. and B u fo  paracnemis  Lutz) varying in weight from 90 to 

J520 g.



Galli Mainini's technique with some modification was used.

Blood serum samples were drawn from 313 mares thirty-six 

to 120 days following the date of the last breeding.

A single mare-serum injection of 12 to 15 ml was given 

subcutaneously into the latero-caudal lymph sac of the toad. Two 

toads were used for each test.

Positive reactions, caracterized by spermatozoa found in 

toad's urine, had resulted mainly within three to six hours.

As reasonable but not strict aseptic procedures followed 

the collection of the blood-serum samples, some investigations were 

undertaken, (a) with putrid positive serum and (b) with positive 

serum sample preserved by the addition of sodium mertiolate in the 

propostion of 1:10.000 or sodium sulfatiazol in the concentration 

of 0,2 per cent.

In (a) all the toads gave positive results and a great 

number of them died about 24 hours after the injection.

In (b), after 13 months of conservation, all the samples 

gave also positive results, and were not toxic for the toads.

Of the 782 test that were performed, 593 positive and 

150 negative reactions were in agreement. Among the results not 

in agreement, 15 were false positives and 24 were false nega 

tives. Eleven of these false negatives reactions resxzlted from 

blood-serum samples collected to early (before the 4j5rd day ), 

or too late (after the 93th day ), for detecting gonadotroph',; 

hormone, and the early reactions could not be retested.

The accuracy of the toad test realized with serum samples 

collected between 45 to 90 days - the proper time for the 

test-was of 96,35 p e r cent. In this period both II false
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positives and false negatives reaction were observed. So, if the 

false positives reactions were not computed as an error of the test, 

its efficiency would be of 98*17 per cent.

An efficiency of 91 >55 per cent were obtained with the 

reactions performed with blood samples collected between 36 to 45 

days after the last breeding, that is at an early time, during which 

a pregnant mare could give a false negative test. In this period, 

of the 154 tests performed, ten were false negatives, and could 

not be also retested.

However, the percentage of accuracy would be higher if the 

toad test had been better managed, and the blood samples collected 

at the proper time.

So, of the 265 male toad tests wich have been well per^ 

formed during the last five years, from blood samples of 85 mares, 

pertaining to the same stud, the following results were obtained: 

258 in agreement, one false positive and four false negative. In 

this case the efficiency of the test was of 98,09 per cent.
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