El control biolégico del tetrayodofenolftaleinato sédico

J. BARBA GOSE

Este andlisis tiene por objeto determinar si el mismo producto obte-
nido en distintos centros industriales presenta diferencias tdxicas apre-
ciables que hagan necesario controlar sistematicamente estos derivados
yodados antes de lanzarlos al comercio.

Las impurezas que determinan la anormal toxicidad del tetrayodo
proceden tanto del proceso de su sintesis como de su descomposicién
por accién del aire y la luz en el transcurso del tiempo.

El tetrayodofenolftaleinato sédico se obtiene a partir del fenol y el
anhidrido ftalico, halogenando la fenolftaleina que resulta y convirtién-
dola luego en la sal sédica. Tal como se indica a continuacién.

Preparacién de fenolftaleina, a partir del anhidrido ftilico v el
fenol, empleando como agente de condensacién el cloruro estdnnico, el
acido sulfdrico o el cloruro de zinc.

Una solucién de doscientas cincuenta partes de anhidrido ftalico
en doscientas partes de acido sulffirico concentrado se mezclan con ocho-
cientas partes de fenol fundido. Se calienta la mezcla de diez a doce
horas a 115-120°. (La solucién del anhidrido ftalico en el 4cido sulfi-
rico se hace en caliente, enfriando luego hasta 115°.) Se hierve la mezcla;
calienta con agua para separar el fenol del 4cido ftilico; se disuelve éste
en una solucién caliente de sosa caustica, se acidula con 4cido acético,
y luego, ligeramente, con &cido clorhidrico.

La fenolftaleina se precipita en forma de un polvo blanco amari-
llento, que se cristaliza en alcohol caliente. Para obtener de éste el a
tetrayodofenolftaleina se pueden seguir distintos procedimientos : («) se
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trata directamente una solucién alcalina de fenolftaleina con una solu-
cién de yodo en yoduro potésico, o de cloruro de yodo en 4cido clorhi-
drico; () por accién del cloruro de yodo sobre una solucién de fenolfta-
lefna en 4cido acético. (En la industria se usan estos diversos procedi-
mientos segin los laboratorios que lo preparan.) Este compuesto tiene
como sinénimos los nombres de NOSOphen‘y Yodophen.

Es un polvo insoluble en agua de color castafio, que funde a 255°,
desprendiéndose vapores de yodo.

La sal s6dica de este compuesto es el tetrayodofenolftaleinato sédico.
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Se presenta cristalizado en prismas de color azul palido, que, mirados
al microscopio, son practicamente incoloros. Se disuelve facilmente en
el agua y en el alcohol, dando soluciones de color azul-morado. Esta
coloracién se intensifica calentando, velviendo a su color primitivo al
enfriarse. La accién de la luz y de los rayos solares actuando directa-
mente decoloran la solucién, debido a que se altera el compuesto por
oxidacion.

Este compuesto fué incorporado entre los productos farmacéuticos
en 1923, cuando, después de diversos ensayos y tentativas, se adoptd
como una de las mejores substancias para hacer radiolégicamente asequi-
ble la vejiga biliar.

Los ensayos para el uso de esta substancia tienen su antecedente en
los trabajos de Abel y Rowntree en el afio 1910, quienes experimenta-
ron la accién de ciertos preparados ftaleinicos y su electividad de eli-
minacién por la bilis, pensando emplearlos para estudiar la capacidad
funcional del higado. Estos trabajos fueron los que sugirieron a Graham,
Cole y Copher la idea de que buscando un compuesto fenolftaleinado de
peso atémico elevado, tales como los de yodo o de bromo, fuera posible
obtener una bilis opaca a los rayos X, y con ello la imagen radiolégica
de la vejiga biliar.

Los trabajos empezaron en I923, ¥ la substancia empleada fué el
tetrayodofenolftaleinato sédico por via endovenosa, pero en los primeros
ensayos, esta substancia di6 resultados poco satisfactorios, ya que, a
causa de la toxicidad de la misma, se registraron algunos resultados
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Siendo debida esta anormal y peligrosa toxicidad a impurezas de
tetrayodo, se logré obtener esta substancia en mejores condiciones de
pureza (1924), siendo entonces los resultados de los ensayos satisfactorios.

Paralelamente a las investigaciones con los derivados yodados, se
experimentaron los efectos de los derivados ftaleinicos bromados, y en el
mes de enero de 1925, Whitaker y Milliken, en el Sur. Gynec. and Obs.,
publicaron un trabajo en el que ponen de manifiesto cémo se pueden
obtener los mismos efectos radiolégicos con los preparados de yodo que
con los de bromo, aun empleando aquéllos en mucha menor cantidad.

La toxicidad de ambas series de derivados bromados y yodados,
por kilogramo de animal es aproximadamente la misma, pero bastando
para obtener los mismos efectos de opacidad radioldgica la mitad de la
dosis de derivados yodados, el efecto téxico queda reducido a una mitad.

Es caracteristica del fenolftaleinato sédico que, ademas de ser ex-
cretado por el higado en cantidad suficiente para poder obtener buenas
imégenes vesiculares, es excretado, también, por el rifién, pudiendo ser
reconocido colorimétricamente en la orina después de alcalinizarla.

Tienen ademés la ventaja los derivados de yodo de ser el peso
atémico de éste superior a 12692, y el de bromo, a 7995, debiendo te-
nerse en cuenta que la opacidad radiolégica estd en razén directa del
peso atémico de los elementos.

Establecida ya la eficacia y excelencia de esta droga para la radio-
grafia de la vejiga biliar, los tnicos escollos estén (a) en lus dosis (admi-
nistrar Jas adecuadas) (b) y en las impurezas (analizar la toxicidad que,
debido a cuerpos extrafios, puede ser anormal y excesiva).

a) Administrada esta substancia endovenosamente, el perro tolera
dosis hasta de o‘2 gr. por kilogramo de animal.

En el hombre puede considerarse un promedio prudente el de Q1 gt
por kilogramo de peso.

En ratones es dificil apreciar la dosis tolerada, ya que no pueden
observarse bien los efectos téxicos y no mortales, pero un promedio de
minima dosis mortal est4 entre 0°35 y 040 gr. por kilogramo de peso.

b) En lo que se refiere a la pureza en funcién de la toxicidad,
pueden verse las curvas obtenidas ensayando muestras mandadas por
los laboratorios ingleses Allen & Hanburys, Martindale, British Drug
Houses, Boots, Burroughs Wellcome, Southall y Evans.

El procedimiento empleado para estos ensayos es el mismo que em-
plean para analizar la toxicidad de los salvarsanes en el (Medical Research
Council» de la Gran Bretafia.

El animal de experiencia es el ratén, a los cuales se les inyecta la
solucién de la droga en la vena de la cola, seglin la técnica y detalles in-
dicados a continuacién.
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1. Preparacion de la disolucidn. — La solucién de la droga se hace
en agua recientemente destilada en condensador de vidrio (recientemente
destilada, a fin de que no pululen microorganismos) (condensador de
vidrio para evitar vestigios de metal). La solucién se prepara de nuevo
cada veinticuatro horas, porque se altera en contacto del aire, procu-
rando, ademds, que durante la experiencia, el frasco que contiene la subs-
tancia esté protegido de la luz solar directa.

II. La jeringa para inyeccién es conveniente sea toda de vidrio,
como las empleadas para tuberculina, de capacidad total de 1 cmé3,
dividida en décimas y centésimas. La aguja debe ser fina, como las
usadas en odontologia.

IIT. Los ratones mis adecuados son los que oscilan de peso entre
15 y 25 gr. y de colores claros, para que sea posible distinguir bien las
venas de la cola.

Los ratones se guardan en cajas de tamafio suficiente, para que no
estén aglomerados. Durante las veinticuatro horas anteriores a la inyec-
cién no se les da alimento.

Siguiendo la operacién con algunos detalles, procedemos primero a
pesar el ratén, tomando nota de él; luego tomamos nota de algin ca-
ricter aparente del animal (color, por ejemplo).

Seguidamente se mete el ratén en un cilindro de cartén que, para
ratones de peso entre 15 a 25 gr., debe tener unas dimensiones de 8 cm.
de largo por 3 de didmetro. Se tapa con un pedazo de algodén en rama
el extremo que corresponde a la cabeza, y con un tapén con una muesca,
para que salga y quede libre la cola, el otro extremo.

Este cilindro conteniendo el ratén se sujeta verticalmente a un sopor-
te, de manera que la cola quede sumergida en una vasija conteniendo agua
caliente a 500 (esta temperatura puede mantenerse constante en virtud de
unas lamparas eléctricas adecuadas) durante un tiempo de unos dos minutos.

Luego se coloca en las pinzas de otro soporte en posicién algo in-
clinada, segtin sea la mé4s cémoda para el operador.

Se da la inyeccién, dejando inmediatamente el ratén libre en una
jaula con comida. Se pueden poner varios ratones inyectados con iguales
dosis en la misma jaula.

Se anota para cada ratén la dosis administrada y el volumen de K-
quido inyectado.

Se observan las jaulas, para ver los efectos, a las cinco horas de la
inyeccién, a las veinticuatro, a las cuarenta y ocho y a las setenta y dos,
anotando cada vez los que se encuentran muertos.

Mis tarde de setenta y dos horas ya no hay variacion en la morta-
lidad, como se puede ver en la grafica que representa la mortalidad en
relacién con el tiempo.
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Teniendo en cuenta que las curvas de toxicidad son tanto mas
representativas y aproximadas a la verdad cuanto mayor es el ni-
mero de elementos con los que tenemos los promedios, para cada
dosis empleamos treinta ratones, y en cada muestra ensayamos un mi-
nimo de cuatro dosis, lo que representa ciento veinte ratones para cada
ensayo.

Como éste que hacemos es un ensayo comparativo, tomamos como
punto de referencia para ver las variaciones la dosis que corresponde al
50 por 100 de mortalidad.

Encontrando como resultados los siguientes ndmeros:

Miligramos

por 20 gs.

peso ratén
Allen & Hanburys...... i rre e e e et sk D 7
Battifidlales s Ca R e 6y
British Ditvg Houses! . o/ ulin L g0 siii = 52
Boots:. . v R T R L I e S 6's
Burtonshs WelleCome, oo o v cxvis s v o s b ons s 59
woptinli Bt fdl S s e Pt s S sl il Y
Evans s o an falaat SECUTAMCES TR S St He 5%

Como consecuencias de estos resultados vemos que el promedio de do-
2
sis 50 por 100 mortal es 63, la desviacién standard es \/Efi_ = o=083,®
n

0 sea que las dosis usando la férmula establecida para ver si las diferen-

: AT Bpriy e YR Ty
cias son significativas ( e 3) aplicada para los valores ex-
14 a1 X 01

trafios de la serie de dosis, encontraremos, segun el concepto biolégico,
si la diferencia entre ellos es digna de ser apreciada o no. En nuestro
experimento, el valor hallado a la anterior relacién es inferior a 3, lo cual
indicarfa, segiin aquélla y en general, que la diferencia no es significa-
tiva; pero, no obstante, si tenemos en cuenta que la forma de las curvas
obtenidas es casi vertical en su parte media y, por lo tanto, que dosis
muy proximas ocasionan notable diferencia en la mortalidad, cabe, en
este caso concreto, tomar en consideracién la diferencia, aunque sea
pequefia.

Como complemento a estas observaciones de toxicidad, desde el
punto de vista del éxito letal, hemos realizado en el Instituto de Fi-
siologia de Barcelona varias observaciones en perros, a fin de estudiar
los trastornos y modificaciones producidas por dosis submortales de te-
trayodofenolftaleina,

(M) 3. H. Burn, Methods of Biological assays, pag. 117.
@ 1Id., pag. 121.
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Efectos circulatorios v respiratorios de la inyeccion de la solucion de tetrayodofenolftaleinato sédico a 10 por 100, isoto-

nizada con cloruro sddico.
Entre los fenémenos circulatorios y la respuesta respiratoria puede observarse una relativa independencia. La vasodila-
tacién precede algunos segundos a la disnea, y ésta puede cesar independientemente de la regularizacion de la presion arte-

rial, y en ocasiones, a pesar de descender todavia la presion.




Las conclusiones provisionales que pueden deducirse de los cinco
experimentos realizados son las siguientes:

A dosis de 2 a 5 gr. en perros de pesos entre 11 y 17 kilos, se observa:

Vasodilatacién gradual y sostenida, acompafiada algunas veces de
taquicardia : aumento de amplitud respiratoria, con aumento de fre-
cuencia de tipo bulbar, hasta llegar a veces a la disnea asfictica : modi-
ficaciones de la coagulabilidad sanguinea, con retardo del tiempo de coa-
gulacién y del tiempo de retraccién del codgulo.

En las inyecciones practicadas con soluciones de tetrayodo isotoni-
zadas con CINa, los efectos observados han sido los mismos.

Pharmacological Laboratory
de la Ph. Soc. of Gr. Bri-
tain. Profesor J. H. Burn.
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