Estudios de farmacologia cuantitativa
{. - Curvas de la toxicidad de la dolantina

Por MANUEL LITTER y ALBERTO TORING

(TRABAJO BEFECTUADO EN BL INSTITUTO BAcC11RIOLOGICO ¢ DR, CArRLOS G. MALBRAN »)

La eévolucién actual de la Farmacologia, que ya ha permitido
reunir una &érie de conocimientos en lo que respecta a la accibn
de los farmacos desde el punto de vista cualitativo, tiende hacia
el aspecto cuantitativo.

Si bien es cierto que los métodos de analisis fisico, quimico y
fisico-quimico, han permitido realizar un gran adelanto én este sen-
tido, éxiste sin embargo una gran cantidad de substancias que, por
no constituir especiés quimicas definidas o porque no son suscepti-
bles de ser analizadas por algunos de ésfos métodos en ese sentido
cuantitativo, deben necesariamente ser objeto de investigaciones es-
peciales qué se involucran dentro de los métodos bioldgicos.

Toda substancia, al actuar sobre el organismo o un érgano aislado,
provoca una reaccién que es la réspuesta adecuada a su actividad
farmacodindmica. En genéral se puede aceptar que tal respuesta
es proporeional en su intensidad a la dosis dé la droga actuaute.

Es sabido que las reaccionés biolégicas se pueden dividir en dos
grandes grupos: a) las cuantitativas que son aquéllas en las que
el efecto puede ser objeto de una mensuracién; b) las cualitativas
que comprenden aquellas en las que el éfecto se reduce a una res-
puesta o0 a la ausencia dé la misma, es decir respuesta todo o mnada,
también calificada por Gaddum (1933), como respuesta « cuan-
tal »; este critério se aplica con mucha frecuencia en las curvas
de mortalidad de una droga determinada, en las que el porcéntaje
de animales muertos se relaciona con las distintas dosis suminis-
tradas.

Trevan (1927) ha demostrado qué para cada substancia y para
cada especie animal existe una curva caracteristica de mortalidad,
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cuando se relaciona la mortalidad observada con las dosis suminis-
tradas, v qué dicha curva afecta la forma de una S. Ademéas esta-
blecié qué la dosis mortal (o letal) 50 % (DL 50), que corresponde
a la parte dé la curva que tiene mayor pendiente, es la més ade-
cuada por su exactitud para indicar la toxicidad de una substancia
v servir para efectuar deducciones comparativas.

Gaddum (1933) sostiene que la curva caracteristica de Trevan
(1927) no es més que una curva de distribucién de frécuencia

en véz de

(DL 50). Bste autor ha utilizado la transformacién de los valores
correspondientes a la curva normal de frecuencia integrada én los
de la curva de distribucién normal dé frecuencia, tomando como
unidad la desviacién standard de dicha distribucién. En esta for-
ma, si se inseriben los resultados én un sistema de coordenadas en
el que la abscisa représenta el logaritmo de la dosis y la ordenada
la desviacion equivalente normal, se obtiene una linéa que se apro-
xima mucho a la recta., Esta linea recta puéde también calcularse
algebraicamente y se llama linea deé regresion.

En un trabajo anterior (Torino y Litter, 1941), al ocuparnos de
la toxicidad comparativa del salicilato de sodio extractivo y sinté-
tico, hemos establecido la curva caracteristica de dicha especie qui-
mica en ratones hlancos por via intravenosa, y calculado la linea
de regresion.

Nos ocuparemos en el presenté trabajo de la toxicidad de la
Dolantina (éster etilico del acide l-metil-4-fenil-pipéridin-4-carbo-
xilico) ; esta substancia fué descubierta por Hisleb y Schaumann
(1939) en el afio citado y se utiliza ampliaménte en terapéutica
por sus acclones antiespasmoédica y analgésica. Los trabajos que
estudian su accién farmacolégica no son muy numerosos y en gene-
ral se limitan al reconocimiento de los efectos sobre los divérsos
aparatos de la économia, pasando un poco por alto lo que réspecta
a su toxicidad en animales.

Asi Hisleb y Schaumann (1939) fijan la « dosis letal » (sin es-
pecificar &l alcance de esta designacién) en los ratones, por inyec-
cién subeutdnea, én 150 mg. por Kg. de péso. Schaumann (1940)
no especifica cual es la dosis mortal para el ratén, pero del examen
de sus datos se deduce que la dosis mortal 50 % (DL 50), cuando
sé inyecta la droga por via intravénosa, es algo supérior a 60 mg
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por Kg. de peso, mientras que por via subcutinea es de 150 mg.
por Kg.

Gruber, Ross Hart y Gruber (1941) indican la dosis mortal 50 %,
para el ratén y por via intraperitoneal y buecal 147 y 221 mg. por
Kig. de peso, respectivameénte.

Por su parte Carratals, Loyarte y Vucetich (1942) determinaron
la dosis minima mortal én ratones por via intraperitoneal y sub-
cutinea, fijandola en 152 y 160 mg. por Kg., respectivamente.

Hacemos notar que en la bibliografia mencionada, existen otros
datos referentés a la toxicidad en otras especiés animales (eonejos,
cobayos, ratas, perros) que no transcribimos, ya que en el estudio
nos ocuparemos solamente de la toxicidad en ratones.

Como puéde versé en las publicaciones aludidas, los datos expe-
rimentales se refierén a escasa cantidad de animales utilizados y
en muchos casos se expresa la toxicidad referida a « dosis mortal »
o « dosis minima mortal », qué carecen deé significacién farmacolé-
gica, segtn ya ha sido establecido por Trevan (1927), Gaddum
(1933) v Burn (1937), quienes han demostrado que la dosis mortal
50 % (DL 50) es la que posee mayor significado y es la que utili-
zan la mayoria de los farmacdlogos actuales.

Este trabajo tiené por objéto construir la curva caracteristica
de mortalidad de la Dolantina para el ratén blanco, caleular la
linea de regresién estableciendo ademés la dosis mortal 50 % (DL
50), acumulando asi material éxperimental obténido con gran ni-
mero de animales y en condiciones suficientemente constantes como
para servir de base a estudios éstadisticos relativos a reaccionés
cualitativas.

Hemos utilizado ratones blancos provenientes del criadero del
Instituto sometidos a la alimentacién corriénté utilizada en el mis-
mo (Torino, Litter y Litter, 1940), sin ayuno previo. Las inyec-
ciones se hicieron por via intravenosa segln la téenica indicada en
un trabajo anterior (Torino y Litter, 1941), empleando una jeringa
dé tuberculina de 0,5 ml de capacidad, muy bien calibrada. EI
tiempo de inyeccién se mantuvo précticamente constante, 10 ségun-
dos aproximadamente.

Se empled una solucién acuosa de Dolantina al 4 9,, preparada
con la droga pura, en el moménto de cada experiencia; todo el
material de medida utilizado, fué el mismo en todos los ensayos.
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La concentracién de la soluciéon de Dolantina, se mantuvo constante
en todas las experiéncias, varidndose¢ la dosis de acuerdo con €l
peso de los ratones, estimado con un error de -=1 g, dicho peso
varié entre 11 y 20 gramos.

Como experiencia preliminar se inyectaron dosis creciéntes dé
Dolantina (de 5 a 70 mg por kg de peso), para determinar apro-
ximadamente aquellas que convenia utilizar; én éste ensayo se
utilizaron 5 ratones por dosis (I1 lotes).

Con dosis de 5 y 10 mg no se observaron efectos visibles; las
dosis de 26 y 30 mg, produjeron casi inmadi ' i
excitacién motora y el fenémeno caudal de Straub; dosis mayores
produjeron convulsionds ténico-clonicas, y dosis més elévadas aun,
la muerte. En esta forma se pudieron localizar aproximadamente
las dosis mortales 0 y 100 % éntre 30 y 60 mg, respectivamente.

Se determiné luego en 4 dias distintos, la mortalidad obtenida
inyectando por via intravenosa, las dosis siguientés: 35, 40, 45, 50,
55 y 60 mg por kg; en la cuarta éxperiencia se agregd la dosis 30
mg por kg. Se observd la mortalidad inmediata (dentro de los 5
minutos), a la media hora, 1, 2, 24 y 48 horas subsiguientes a la
inyeecién. Para los caleulos, sé tomé en consideracion la mortali-
dad a la hora, porque los resultados no variaron sensiblementé
después de este lapso. Cada loté constaba de 30 animales, cifra
tativos, para un grado de exactitud satisfactorio. En total se in-
yectaron 805 ratones.

En todas las experiencias, la temperatura ambiente
de limités muy eseasos (22 a 26°C), atn cuando la experiencia
preliminar se reéalizé en el mes de marzo, las dos siguientes én
abril, la 4* en mayo y la 5% en julio, es decir én otofio las primeras

y en invierno las dltimas.
REsuLTADOS

A) CoNSTRUCCION DB LA CURVA CARACTERISTICA DE TOXICIDAD DE
LA DoLANTINA. — La tabla I, muestra la mortalidad obtenida con
las diversas dosis en las condiciones antes establecidas y éxpresadas

en porcentajés de mortalidad.
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Tasra 1
Dosis por Porcentaje de mortalidad
kg de ratén
mg ler. dia 20 dfa 3er. dia 4o dia
30 — — — 6.7
35 10,0 13,3 13,3 33,3
40 3,3 8,7 33,3 50,0
45 40,0 46,7 66,7 50,0
50 43,3 56,6 76,7 73,3
55 63,3 0,0 83,3 63,3
60 66,7 76,6 100,0 80,0

Con estas cifras se han construido las curvas individuales (figu-
ra 1), determinando luégo la dosis mortal 50 % (DL 50), corres-

pondientés a cada dia, hallandose las siguientes cifras.

ler. dia (10- IV-42): DL 50 = 50,0 mg/Xg
dia (29- 1V-42): DL 50 = 47,5 mg/Kg
3er. dfa (15- V-42): DL 50 = 42,5 mg/Kg
dia (17-VII-42): DL 50 = 43,0 mg/Kg
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Fie. 1. — Curvas individuales de mortalidad.

Vol. XI, N° 8

Siguiendo a Burn (1937), se han recaleculado las dosis que pro-
ducen las mortalidades de la tabla 1, en relacién a la dosis mortal
50 %, que se toma como igual a 1.00. Hstos datos estdn consig-

nados en la tabla II.
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Tasra 11
ler. dia 20 dia 3er. dia 40 dia
DL 50= 50,0 DL 50= 47,5 DL 50= 42,5 DL 50= 43,0

Dosis Mortalidad Dosis Mortalidad Dosis Mortalidad Dosis Mortalidad

— — — — — — 0,70 6,7
0,70 10,0 0,74 13,3 0,82 13,3 0,81 33,3
0,80 3,3 0,84 6,7 0,54 33,3 0,03 50,0
0,90 40,0 0,95 46,7 1,06 66,7 1,05 50,0
1,00 43,3 1,05 56,6 1,18 76,7 1,16 73,3
1,10 63,3 1,16 80,0 1,27 83,3 1,28 63,3
1,20 66,7 1,26 76,6 1,41 100,0 1,40 80,0

Con estos datos se ha construido la curva de Ia figura 2, que
és la curva ecaracteristica de toxicidad de la dolantina para el

raton blanco.
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Dosis (en unidades arbitrarias)
Fia. 2. — Curva caracteristica de toxicidad de la Dolantina
B) LiNpa DE REGRESION. — 1° Determinacion grifica. — La tabla

IIT muestra las desviaciones équivaléntes normales (D.E.N.), co-
rrespondientes a los porcentajes de mortalidad, referidas a los



Tapra IT1
Dosis X kg Logaritmo ler. dia 20 dia 3er. dia 40 dia
de peso de la Pondera- Pondera- Pondera- Pondera-

mg dosis Mort % | D. E. N. cién Mort. % { D. E. N, cion Mort. % | D. E. N. cién Mort. % | D. E. N. cién

(B) (B) ®) ®B)
30 1,47712 — — —_ — — — — — — 6,7 | —1,50| 0,26
35 1,54407 100 | —1,28] 0,34 | 13,3 | —1,00] 0,40 133 | —1,00| 040 | 333 | —0,43| 0,60
40 1,60206 33 | —1,84| 0,16 67 | —1,50| 0,26 333 | —043] 060 | 50,0 0,00| 0,64
45 1,65321 40,0 |—0,26| 062 | 46,7 |—0,08| 064 66,7 043| 0,60 | 50,0 0,00 0,64
50 1,69897 433 | —0,06| 0,63 | 56,6 0,17| 0,63 76,7 0,73 053 | 733 0,62 0,55
55 1,74036 63,3 0,34 0,62 | 80,0 0,84| 0,49 83,3 0,98| 045 | 633 0,3¢| 0,61
60 1,77815 66,7 0,43 0,60 | 76,7 0,73] 0,53 | 100,0 3,00 0,00 | 80,0 0,84| 0,49

20¢
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logaritmos de las dosis réspectivas. Las desviaciones equivalentes
normales, han sido obtenidas con el nomograma de Gaddum (1933).
Ademéas en columna separada, figura la ponderacién B, sobre euyo
significado volveremos mas adelante.

Con estos valores ge han trazado las linéas de regresién indivi-
duales (figura 3). Sé& ha determinado en cada caso A (designacién

3

2

Desviacion Equivalente Normal (D.E.N.)

15 1.6 17 1.8
Log.de las dosis

=2

W
20 [|5K

Fi1e. 3. — Lineas de regresién individuales,

usada por Gaddum, 1933) que es el segmento de la abscisa corres-
pondiente a la ordénada 1,0, hasta su interseccién con la linea de
regresién; la pendiente b de cada linea de regresién (la inversa
de 1), es la relacién entre la ordeénada 1,0 y dicho segmento de
abscisa; la ecuacién correspondiente a las lineas inseriptas, se ha
detérminado de acuerdo a los métodos corrientes (Daniels 1934) ;
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por Gltimo sé determiné por la inspeccién directa de cada gréafica
los logaritmos de las dosis correspondientes a las desviaciones equi-
valentes normales 0.0 (mortalidad 50 %) ; las dosis mortales 50 %
(DL 50), son los antilogaritmos respéctivos. Con estos valores se
ha confeccionado la tabla IV.

Tasra IV
.y DL 50
A b Linea de regresién Loz. DL 50 ma kg
ler. dfa...... | 0,105 952 |y= 9522—1637| 1,723 55,3
2 dia...... 0,105 952 | y= 952x—16,37| 1,675 ad7
Ser. dia...... 0,003 1075 |y =1i0752 —1741| 1,620 44,2
40 dia.. .. .. 0,150 6,67 |y= 667Tx—108| 1,632 443

Hemos recalculado las dosis exprésadas en logaritmos, que pro-
ducen las respectivas mortalidades (expresadas como desviacién
equivalente normal), en relacién al logaritmo de la dosis mortal
50 % que se toma igual a 1,0 (tabla V).

TaBrLa V
ler. dia 20 dia 3er. dia 4o dia

Log DL 50 = 1,723 Log. DL 50 = 1,675 Log DL 50 = 1,620 Loz DL 50 = 1,632

Log dosis Log dosis Log dosis Log dosis
—————— D.E.N. {|——| D.E.N. D.E.N. |T—— D.E.N.

Log DL 50 Log DL 50 Loz DL 50 Log DI 50
— — — — — — 09l | —1,50
080 | —1,28 | 002 | —1,00] 095 | —1,00 | 0,9 | —043
093 | —1,84 | 096 | —1,50 | 0,99 | —043 | 0098 0,00
09 | —026 | 099 | —0,08 1,02 043 | 1,01 0,00
0,99 | —0,16 | 1,01 017 | 1,05 0,73 | 1,04 0,62
1,01 0,34 | 1,04 0,84 | 1,07 0,98 | 1,07 0,34
1,03 043 | 1,08 0,73 | 1,10 3,00 | 1,09 0,84

Con estos datos se ha determinado la posicién de la linea dé la
figura 4, qué es la linea de regresién caracteristica de la toxicidad
de la dolantina para el ratén blanco.

20 Cdleulo de las lineas de regresion. — Se basa en los datos de
la tabla III. El cileculo de la linea dé regresién se ba efEctuado
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de acuerdo a las férmulas establecidas por Gaddum (1933) y que

son :
- S®Bny) - S(Bna) S By’ (x' —x))
e mm ——— = ————
V= "5Br S (Bn) S (B (o' — 1))
BEn las que B es el factor de pondéracién (factor establécido

matematicamente por Gaddum (1933), para significar el grado dé
error del porcentaje que se considera, y qué se ha tomado dél no-
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Fia, 4. — Linea de regresién caracteristica de la toxicidad de la Dolantina.

mograma del citado autor) ; n, el nimero animales; 4/, la desviacién
equivalente normal correspondiénte a cada porcéntaje de mortali-
dad; 2/, el logaritmo de la dosis ;7/ y «, son las medias ponderadas
de 4" y ' respectivamente, y b, es la pendients de la linea de re-
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gresién. No entraremos a detallar estos céleulos, ya que un ejemplo
de la forma de réalizarlos, se ha dado en un trabajo anterior (To-

. . N
ring y Litter, 1941).

La linea de regresidén, se determina asi:

y =br—bxr +7

haciendo — Z);—}— g'/_= — o tenemos que
y =br—a

Una vez determinadas las férmulas de las lingas de régresidn,
se han caleculado las dosis mortales 50 %, haciendo primero y = 0,0
(D.E.N. corréspondiente a la mortalidad 50 %), determinando =z
(logaritmo de dichas dosis) y buscando los antilogaritmos corres-
pondientés; se ha calculado también A que es la inversa de b. Estos
datos estdn consignados en la tabla VI.

Tapra VI
Lineas de rezresién b A Log DL 50 2;15{:
ier. dia...... y = 9,18z — 1571 9,18 0,109 1,71(3 55,14
20 dia...... y = 942z — 15,82 9,42 0,106 1,6794 44,78
Ber .da...... y = 10,96 ¢ — 17,93 10,96 0,091 1,6360 44,32
40 dfa...... y= 601z— 98| 6,01 0,166 | 1,6374 | 44,34
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mortales 50 % das por los distintos métodos.

Tasra VII

Dosis mortal 50 % (DL 50) en mg/kg

Método de Gaddum
Método de Trevan (Linea de regresién (1933))
(1927) ]
Proe. gréfico Por caleulo
Ter. dia coooeieenin, 50,0 55,3 55,1
20 dfa .. 47,5 447 44,8
Ber. dla .................. 42,5 44,2 443
40 i ... 43,0 44,3 44,3
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Drgcugidn

En la Tabla VII, se puede observar que los valores de la dosis
mortal 50 % oscilan deéntro de ciertos limites, de acuerdo con el
método qué se ha empleado para el caleculo. Es interesante hacer
notar que las dificultades en la interpretacién de los resultados

T w0 o

obtenidos con dosis diversas, y qué figuran en la Tabla I, no exis-

dad del 50 %, ya que la variabilidad de dicha dosis mortal no
excede de los limites aceptables en una determinacién bioldgica de
este caracter. Sin embargo, hay que hacer constar que la dosis
mortal 50 %, no es una constante, alin cuando se caleule, empleando
résultados obtenidos en experiencias realizadas con gran nidmero
dé animales.

Confirmamos una vez mas que la combinacién de los datos indi-
duales obtenidos en los cuafro dias de experiencias (HKig. 1), per-
miten la construccién de una curva caracteristica de forma sig-
moidea (Fig. 2), cuando el calculo se efectia por el método de
Trevan (1927) y en forma de linea recta (Fig. 4), cuando se com-
binan las lineas de regresién correspondientes a esos cuatro dias
(Fig. 8) y determinadas graficamente segin Gaddum (1933). Este
autor, sostiene que los logaritmos de las dosis individuales, estin
distribuidos habitalmente en forma normal, como ya lo hemos di-
cho. Este hecho se traduce porque la inseripcién de los resultados
expréesando el efécto como desviacién equivalente normal en reia-
cion con el logaritmo de la dosis, da una linea recta.

Como puede verse, las curvas individuales de las Figs. 1 y 3,
muestran pendientes muy similarés, salvo las correspondientés al
4° dia, cuya péndiente es menor. Hste mismo hecho se observa en
las férmulas de la linea de regrésion calculadas algebraicamente
(Tabla VI, 3* columna). Relacionamos esta particularidad con el
hecho de que dicha experiencia fué realizada én el mes de Julio,
& decir, en pleno invierno, mientras que las restantes, fueron he-
chas én los meses de Abril y Mayo, por consiguiente, en 'otofio.
Podria pues tratarse de una variacién estacional de la sensibilidad
de los animales. A pésar de ello, la dosis mortal 50 9% ecorréspon-
diente al 4° dia varia poco con respecto a las demés, lo que mueéstra
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una vez més la convenlencia de establecer la toxiecidad caracteris-
tica de una sustancia, como la dosis corréspondiente al 50 % de

mortalidad.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

19 — Se ha estudiado ia toxicidad de la dolantina para el
ratén blanco y por via intravenosa, empleando en total 805 ani-

males,

3¢ — La dosis mortal 50 % (DL 50) oscila entre 42,5 y 50,0
mg/kg (método de Trevan, 1929), éntre 44,2 y 55,3 mg/kg (mé-
todo grafico de Gaddum, 1933) y entre 44,3 y 55,1 mg/kg (caleu-

lo por el métode de Gaddum, 1933).

1O

4° — Nuestros resultados éstdn de acuerdo con lo establecido
por Gaddum (1933), a saber, qué los logaritmos de las dosis mor-

tales individuales estdn distribuidos en forma aproximadamente
normal.

5* — La dosis mortal 50 % (DL 50), no répresenta una cons-
tante biolégica, sino que varia atn empleando én las experiencias
un gran nGmero de animales.
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