144

Estudios sobre la valoracion del principio
ocitocico del lébulo posterior
de hipofisis
il - ANALISIS MATEMATICO DE LOS RESULTADOS Y
DETERMINACION DEL ERROR DEL METODO

Por ALBERTO TORINCG, MANUEL LITTER y DORA K. de LITTER

En un trabajo anterior (ToriNo, LiTTer y LirTer, 1940 0), uti-
lizando e} liquido de VAN Dyrr y Hastings (1927), a pH 74, pa-
ra la valoracién del principio ocitéeico del 16bulo posterior de hi-
pofisis segtin el método de DALk y Lampaw (1922), obtuvimos el
100 % de resultados satisfactorios en lo que se refiere a la res-
puesta cuantitativa del tGtero.

Este método, como todo método bioldgico tiene un porcentaje de
error debido a la diferente sensibilidad de los uteros de animales
distintos. DLa Farmacopea Britdnica (B. P. 1932) acepta como
limite de error = 20 %. Burx (1937), establece los mismogs limites
en general. La Farmacopea de los E. U. de N. América (U.S.P.
X1, 1936), considera que la solucién que se valora, debe tener una
actividad, determinada con el titero de cobaya virgen, correspon-
diente a no menos de 80 % ni mas de 120 % con respeecto al pre-
parado standard.

Sawasart (1925) en un estudio mateméatico de los resultados
obtenidos con una sola preparacién en 120 determinaciones, con-
cluye que el error medio o sea la desviacién standard, es de 13.83 %.
Enpleando otro caleulo, del que hablaremos més adelante, Gappum
(1938), llega a la conclusién de que el error standard de una deter-
minacién del principio ocitbcico, es de 7,7 %.

Nos proponemos en el presente trabajo, efectuar un estudio de la
exactitud del método basado en el analisis matemético de los rasul-
tados.
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MEgTopos

a) Aparato.— HEs el utilizado en nuestros trabajos antericres
(Tormvo, Lirter v Litrer, 1940 ¢ v b), en donde se encuentra des-
cripto en detalle.

b) Liquido mutricio. — Bl liquido del bafio uterino, es el de
Van DYRE y Hagmivgs (1927), ajustado a pH 7,4 mediante una co-
rriente de CO; 10 % y O3, 90 % (Tormvo, LiTTER y LaTTER, 1940 b).
Este liguido se preparaba en el momento de cada experiencia, ya
que hemos observado que si se prepara una solucién concentrada
20 veces (sin bicarbonato de sodio, cloruro de calcio ni cloruro de
magnesio, que se agregan en el momento de su dilucidn), su estabi-
lidad dura muy poco tiempo y después de dos a tres dias, las curvas
obtenidas no son cuantitativas y se producen contracciones espon-
taneas del ttero.

¢) Eleccion del cobaya vy preparacién del diero.— El cobaya
que se va a utilizar y la preparacién del dtero han sido estudiados
anteriormente (Torivo, LiTTErR y LirTTER, 1940 ¢). El peso de los
animales varié entre 215 y 345 g. En un caso en el que emplea-
mos un cobaya de 205 g. no obtuvimos curvas satisfactorias.

d) Eaztractos utilizados. — lia solucién standard consistié en
un extraecto al 1/10.000 P/V del polvo tipo internacional facilitado
por el National Institute for Medical Research de Hampstead, de
acuerdo con la téenica expuesta en un trabajo anterior (ToriNo,
Lirter, Litter, 1940 a¢). (1 em®=0,2 U.I1.).

El pH del extracto preparado con este método ha sido de 3,4
(Método colorimétrico corriente segin Crarx (1928), utilizando co-
mo indicador el azul de bromofenol (pH 3,0 —4,6).

Todas las experiencias se han hecho en el transcurso de 120 dias
y teniendo en cuenta los calculos de Gappum (1930), en este lapso,
a dicho pH y a una temperatura de 4°C, (heladera eléctrica), la
destruecién del prineipio ocitéeico, debe estimarse en solo 1,5 %.
Dicho extracto, algunas veces se diluyé al 1/10 en el momento de
la. experiencia.

Como soluciones que deben compararse, se utilizaron extraetos li-
quidos del I6bulo posterior de hipéfisis de distinta procedencia, y
una vez un polvo de 1ébulo posterior de hipdéfisis ecuya extraccidn
se efectud con la misma téenica que la del polvo standard. En
todos los casos, las soluciones se diluian hasta una concentracién
aproximadamente igual a la de la solucién standard.
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e) Procedimiento.— Una vez colocado el ttero en condiciones
para la experiencia, se esperaba su relajacion (ayudandose con una
pesa de 0,5 g.) que se obtenia generalmente entre 20 y 30 winu-
tos, y haciendo girar el cilindro, se obtenia una linea que es la
basal para todas las contracciones. Se comenzaba luego agregando
al bafio uterino (de 100 em?) de 0,5 a 0,6 em?® de la solucién stan-
dard al 1/100,000. Si la contraccién obtenida era satisfactoria, es
decir de una altura mayor de 1,5 em. y submaxima, se continuaba
la experiencia; si la contraccién era mas pequefia, se utilizaba la
solucién al 1/10,000, empleando en este caso cantidades que dieran
siempre contracciones subméaximas. Se agregaba luego alternativa-
mente dosis variables de la solucién standard y de la solucién des-
conocida, hasta obtener contracciones iguales con una y otra solu-
cién. Si esto no era posible, para valorar el resultado, se tomaba
el promedio de dos valores muy cereanos, uno mayor y otre menor.
Asi por ejemplo, si el extracto desconocido tenia mas de 8 unida-
des y menos de 10 unidades, se consideraba el valor de 9. En este
altimo caso y siguiendo a Gappum (1938), si la relacién entre los
limites de aetividad eran de 1,5 o més, no se tomaba en cuenta la
experiencia; si se obtenia que el extracto deseonocido tenia menos
de 15 unidades y méas de 10, se rechazaba el ensayo, y se aceptaba
si tenia més de 10 y menos de 14,5. Algunas veces se tomé el
promedio de dos pares de contracciones iguales.

Para valorar la intensidad del efecto, hemos seguido los erite-
rios sustentados en un trabajo anterior (ToriNo, LiTTER y LITTER,
1940 a), en lo que se refiere a la altura de la curva, la presencia
de dentelladuras e inclinacién de la misma.

Un ejemplo de experiencia se muestra en la fig. 1.

De la lectura de la curva, deducimos los valores de la Tabla L

Tasra I
0.6 ecm? St/100.000 ....... 4.9 cm. 0.5 cm® D/100.000 ........ 4.25 cm.
0.4 » St/100.000 ....... 435 » 0.7 » D/100.000 ........ 44 >
0.6 » St/100.000 ....... 49 > 0.9 » D/100.000 ........ 49 »

De estos valores se infiere lo siguiente:
0.9 em® D/100.000 = 0.6 cm® St/100.000 (0.012 U. 1.)
0.9 D/100.000 : 0.012 U. 1. :: 100.000 : =

100.000 X 0.012

Luego 1 g. del polvo deseconocido contiene 1333 U.1.

. X

Ne g
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La duracién de una experiemcia era aproximadamente de dos
horas; hemos visto que después de este lapso, disminuia la sensibi-
lidad y la discriminacién del atero, y los resultados ya no eran
cuantitativos.

REsuLTADOS

Con el método descripto, se efectuaron dos series de experien-
clas; en una serie, se hicieron 14 ensayos en los que se compard
la actividad ocitécica de un extracto de l6bulo posterior de hipé-
fisis, preparado en la seccién Organoterapia de este Iustituto, con
la de la solucién standard; los valores hallados fueron sometidos
al analisis matemético en la forma que veremos méas adelante.

En un segundo grupo, se valoraron 6 extractos distintos; para
cada uno se efectuaron dos o méis experiencias; en esta serie y
para efectuar el analisis matematico segin Gappum (1938), se in-
cluyeron también los resultados de la primera serie, de manera que
en total fueron 7 los extractos ensayados.

a) Andlisis matemdtico de lus determinaciones efectuadas wii-
lizando un solo extracto. — Se establecié primero la desviacién stan-

. . 24 ;
dard (o) mediante la férmula ; — ,‘/ d . donde £ d? es la suma
n-—1
de los cuadrados de las desviaciones del promedio y #» el ntmero de

e1sayo0s.
En la Tabla II se consigna el desarrollo del céleulo.

TaprLa IT
Valores obtenidos Desviaciones &
U. 1. por cm? del promedio (d)
16.60 4 1.22 1.4884
15.00 —0.38 0.1444
15.30 — 0.08 0.0064
15.40 -+ 0.02 0.0004
16.00 -+ 0.62 0.3844
16.00 4 0.62 0.3844
17.50 + 212 4.4944
17.50 4212 4,4944
14.50 — 0.88 0.7744
12.60 —2.78 7.7284
16.80 4 1.42 2.0164
12.00 —-3.38 11.4244
13.50 -—1.88 3.5344
16.60 -+ 1.22 1.4884
Promedio 15.38

Desviacién standard (¢) = £ 1.71.
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Hemos hallado luego el coeficiente de variacion (C.V.), es deecir
la desviacién standard, expresada como porcentaje del promedio;
el resultado fué = 11,12 %. Multiplicado por 2,576 obtenemos los
limites de error (P — 0,99) establecidos en el AppEnpUM (1936) de
la Farmacopea Britanica (1932). En nuestro caso el resultado ha
gido =+ 28,64 %. :

De manera que podemos concluir que si efectuamos una serie de
determinaciones tinicas del valor ocitécico de un extracto compa-
rado con un standard, en 99 ensayos de 100 el resultado estara si-
tuado entre 128,64 y 71,36 % del verdadero valor.

A continuacién hemos caleulado la desviacién standard del pro-
medio halladoe (15,38 unidades), denominado por Burn (1937)
error standard (&) con la siguiente férmula:

El1 resultado ha sido:

g = 4+ 045

El coeficiente de variacién (C, V,) de este resultado, es = 2,80 %,
que multiplicado, por 2,576 da = 7,21 %.

Esto quiere deeir que si efectuamos una serie de grupos de 14
determinaciones cada uno y obtenemos el promedio de los 14 va-
lores en cada caso, 99 veces de 100, dicho promedio estara situado
entre 107,21 % v 92,79 % del valor real. Al afirmar el valor de
esta expresién, aceptamos el eriterio sustentado por Burx (1937),
en el sentido de que estas conclusiones obtenidas mediante las cifras
de nna serie de ensayos, pueden generalizarse para cualquier otra
serie similar, ya que podemos aceptar como definitivamente esta-
blecido que la eurva de distribueién de los errores positivos y ne-
gativos, tiene la forma en campana correspondiente a una eurva
de distribucién normal de frecuencia. (Burx, 1937).

En la Tabla III hemos caleulado la desviacion standard del pro-
medio (error standard), el coeficiente de variacién y los limites de
error (P =0,99) para 23, ete., determinaciones, hasta 10 e hipo-
téticamente los que se habrian obtenido en 100 y 1.000 ensayos.
La férmula utilizada para hallar el error standard, ha sido e =

[+

Vn

, donde # igual a ntimero de ensayos.
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Tapra IIT
. Desviacién standard Coeficiente de varia- Limites de error
Ne de determina | 41 medio o error cion (P =0.9)

ciones (n) standard (e) © V) (C. V. X 2.576)

2 +1.21 £ 787 % £ 2027 %

3 =+ 0.99 +6.44 » 4+ 16.59 »

4 +0.85 4+ 5.53 » +14.21 »

5 + 0.77 + 501 » + 13.81 »

6 +0.70 + 4.55 » +11.72 »

7 +0.65 +4.23 » 4+ 10.90 »

8 =+ 0.61 +3.97 » +10.22 »

9 + 0.57 +£3.71 » + 9.56 »

10 +0.51 +3.31 » + 853 »

100 +0.17 =110 » += 2.83 »

1000 +0.05 + 0.32 » + 0.82 »

Entonees, si nos queremos colocar dentro de los limites de errov
aceptados por la Farmacopea Briténica (B.P. 1932) y la Farma-
cepea de los Estados Unidos de N. América (U. S. P. XI, 1936),
{=20 %) y que constituyen un margen adecuado para métodos bio-
légicos, bastara efectuar dos determinaciones con el mismo extracto
y tomar el resultado promedio; en este caso, el resultado obtenido
podrd variar dentro del limite =+ 20,27 %, 99 veces de 100
(P.=0,99).

b) Andlisis matemdiico para las determinaciones efectuadas uit-
lizando extractos distintos.— En este caso, el caleculo se efectuéd
segln lo establecido por Gappum (1938), de la siguiente manera: se
caleculé el promedio de los resultados de cada extracto y las des-
viaciones de dicho promedio fueron elevadas al cuadrado y sumadas;
cada resultado se dividié por el ¢uadrado del promedio correspon-
diente; de esta manera las desviaciones se caleularon como propor-
cibn (es decir, que multiplicadas por cien, darian porcentajes).
La suma de los cuadrados de todas las desviaciones, asi calculadas,
se dividié por el ntimero de los grados de libertad (esta cifra, se
establecié por la siguiente férmula: 2 (n-1), donde n es el ni-
mero de experimentos efectuados con un solo extracto). Luego se
extrajo la raiz cuadrada del resultado obteniéndose asi la desvia-
cién standard, gue multiplicada por cien, se expresa en porcenta-
je (coeficiente de variacién [C.V.]).

La Tabla IV, demuestra el desarrollo de los céleulos en nuestro
¢aso.



Tasra IV

Fxtracto I;Tn;f)/r:;is Pro(r;m/[e)(hos Desvmcmne.zlt)iel promedio M2
1 12.9 -11.1 12.00 +0.09— —0.09 144.0000
2 9.0 -10.0 * 9.50 —0.50 — - 0.50 90.2500
3 20.0 -20.0 20.00 0.00 — 0.00 400.0000
4 3.75- 2.66 3.20 +0.55— —0.55 10.2400
5 4.0 - 4.0 4.00 i 0.00 — 0.00 16.0000
6 5.50- 6.00 "—0.68— —0.18 ;
7.05 6.18 - + 0.87 34.8100
7 16.6 -15.0 +122— —0.38
15.3 -15.4 —0.08— +40.02
16.0 -16.0 +0.62— -0.62
17.5 -17.5 15.38 + 212 — 4212 236.5-444
17.5 -17.5 + 212 — +2.12
14.5 -12.6 —0.88 — —2.78
16.8 -12.0 +142— —338
13.5 -16.6 —1.88 — +1.22

Grados de libertad = 2 (n —1) = 20

o =\ 0.0120845866 = 4-0.1139 ; 0 sea =£11.39 %

(*) En este caso se trataba de un polvo de lébulo posterior de hipéfisis y
los valores est&n expresados en unidades internacionales por 10 mg. de polvo.
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0.0081-0.00861
0.2500-0.2500
0.0000-0.0000
0.3025-0.3025
0.0000-0.0000
0.4624-0.0234
0.7569

1.4884-0.1444
0.0064-0.0004
0.3844-0.3844
4.4944-4.4944
4.4944-4.4944
0.7744-7.7284
2.0164-1.4244
3.5344-1.4884

0.000112500
0.005540165
0.000000000
0.059082031
0.000000000

0.032773536

0.162183500

0.259681732
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Multiplicando la desviacién standard por 2,576, obtenemos los
limites de eror (P = 0,99) establecidos en el AppENDUM, 1936, de la
Farmacopea Britdnica, 1932. En nuestro easo, el resultado ha sido
=+ 29,34 %, es decir, si efectuamos una serie de determinaciones, 99
veces de 100 el resultado estard comprendido entre 129,34 % y
70,66 % del verdadero valor, datos estos que coinciden bastante bien
con los obtenidos en el apartado anterior, correspondiente a una
sola determinacion.

Discusion

La deduccién més importante que debemos hacer de todos estos
caleculos es que una tnica valoracién del principio ocitéeico del 14-
bulo posterior de hipéfisis efectmada en un solo tutere, tiene un
error demasiado grande como para ser considerada util. La Tabla
II1, nos indica que para obtener un limite de error (P = 0,99, de
=+ 20 %, debemos efectuar dos determinaciones y tomar el término
medio. Si deseamos un Iimite de error (FP=0,93) de =10 %,
hemos de efectuar 8 6 9 determinaciones. FPero nosotros nos con-
formamos con los Iimites establecidos en la Farmacopea Briténica
(B.P., 1932) y en la Farmacopea de los Estados Unidos de N.
América (U.S.P. XTI, 1936), es deecir =20 %.

Creemos haber sido los primeros en llegar a esta importante con-
clusién : que para efectuar una valoracién del prineipio ocitécico del
lébulo posterior de la hipdéfisis, es necesario hacer por lo menos 2
determinaciones y si queremos mayor exactitud 8 & 9.

Gappuwm (1938), al efectuar el analisis matemético de sus resulta-
dos, establece como limites de error (P —0,99) de una determina-
cion 19,9 %, pero no debemos olvidar que este autor, para efectuar
una valoracién, emplea coino aconseja BURN (1937) varios tteros,
tratando de establecer desigualdades cada vez menores entre stan-
dard y desconocido, de manera que tiene que trabajar varios dias
para conseguirlo. En cambio, nosotros, por lo general efectuemos
una determinacién diaria, de manera que en dos dias tenemos com-
pletada una valoracién; por lo tanto nuestro procedimiento nc es
mas lento que el de Burn (1937) y d& un grado de exactitud satis-
factorio.

Es conveniente recordar que Burn (1937), ha comprobado que
un ensayo aislado efectuado con un solo titero, puede dar errores
del 100 %, cosa que nosotros jamés hemos obtenido, con el método
indicado en la serie de nuestros trabajos (TorimNo, LITTER y LITTER,
1940 ¢ y b).

Antes de terminar queremos insistir en el hecho que, trabajando
con un cobaya de 205 g. no obtuvimos curvas satisfactorias, de
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manera que podemos establecer como limite inferior de peso 220 g.
(aunque con 215 g. ya obtuvimos resultados cuantitativos pero no
6ptimos). De acuerdo con lo establecido en un trabajo anterior
(Torvo, LirTEr y LitTer, 1940 b), los limites de peso quedan com-
prendidos, pues, entre 220 g. y 350 g., con un peso 6ptimo entre
270 2. ¥ 320 g.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

1. —Se ha efectuado el analisis mateméatico de los resultados
obtenidos en la valoracién del principio ocitécico del 16bulo pos-
terior de hipéfisis, empleando un mismo extracto y extractos dis-
tintos.

2. — Bn el primer caso, los limites de error (P=10,99) de un
solo ensayo, han sido de = 28,64 % y en el segundo caso, == 29,34 %.

3. — Para obtener limites de error (P = 0,99) de alrededor de
=+ 20 %, son necesarias 2 determinaciones por lo menos y para
#=10%, 8 6 9 ensayos.

4.—E1 peso de los cobayas, en esta clase de ensayos, debe
estar comprendido entre 220 y 350 g. con un peso Optimo entre
270 y 320 g.
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