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En la actualidad existen diversos métodos quimicos para la determi~
nacidn cualitativa (i4) v cuantitativa {8, 15} del cardiazol. En ciertas
circunstancias, espetialmente cuande se trata de descubrir cantidades su-
mamente pequefias de esta droga en liquidos orgéanicos, se requieren mé~
todos hioldgicos. Se ha empleado el ratén, que es sensible adn para i
mgr. por via intrapesitoneal {14} o sea a la dosis de 50 mgr. X Kgr. de
peso. :

Los estudios que se han verificado sobre la accién del cardiazol en
los atrépodos revelan que estos organismos son mucho mas sensibles que
los vertebrados inferiores {4) v se ha sugerido su empleo en el bicdozaje
de. ciertos analépticos de este tipe (5). Entre los atrépodos ninguno
ofrece mas ventajas para estudios de laboratorio que el camarén de rio
DPalemon gaudichaudii (sin. Bithynis caomentarius). Morfolagicamente
tiene las caracteristicas del conocido Astacus fluviatilis que se describe
en casi todos los tratados de Biologia v de Zoologia. Este crustaceo es
sensible al cardiazol no s6lo a dosis muy pequefas sino que presenta el
mismo tipo de reacciones nerviosas que los mamifercs superiores {4 y 3}..
Por este motivo hemos estudiado en detalle su sensibilidad al cardiazol
v las variaciones estacionales y térmicas de la misma.

Meropo

Se zeleccionaron camarones cuye peso variaba entre 10 v 20 grs. A los que tenian
el mismo peso, con varizciones no mayores de un gramo, se les inyeco la misma do-
sis de cardiazol en los misculos abdominales. Se utilizé una solucidn de gardiazof
al 1.%. Los resultados se agruparon en cuatro series : I, ninguna reaccion; 2. esta~
do de excitacion motriz: 3, convulsiones cldnicas; 4. convulsiones ionico-clonicas.
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Por las observaciones estadisticas sobre el dosaje bioldgico de medicamentos prac-
ticadas en miles de animales por TREVAN y VAN WIJNGAARDEN se sabe que
el nimero de animales experimentados tiene gran importancia. “La experimentacién
fisiolégica de acuerdo con las deducciones estadisticas, precedentes. dicen PENAU &
SIMONNET (12), permiten fijar en 30 e! nimero de animales que conviené poner
en experiencia para obtener una respuesta fisologica precisa”. Esta conclusibn es va-
lida ya se trate de la dosis mortal minima ¢ mejor todavia de la dosis eficaz L. D. 50
(dosis letal) de un téxico o de un cardioténico. o de una respuesta fisiclégica mor-
tal del todo o nada, como la dosis eficaz de insulina que provoca, por ejemplo, ¢! 50%
de convulsiones en un grupo de 30 ratones”. Aplicando este criterio a la accién con-
vulsivante del cardiazol sobre el Palemon gaudichaudii, hemos empleado por lo menos
30 animales, en general 60, para la determinacion del efecto de cada dosis, y de cada
punto de las curvas. Asi, sélo para la determinacién de la curva 1 que corresponde
‘al cuadro 1, fueron utilizados 700 camaromes. Por supuesto. cada uno de los resul-
" tados obtenidos gracias a este procedimiento solo tiene valor para una temperatura
determinada (temperatura del agua)} y para una estacién, pues existen en estos: ani-
males variaciones fisioldgicas estacionales.

El biodosaje verificado con el método que acabamos de resefiar no esta libre de
critica. En general, todo biodosaje o determinacién de la toxicidad de un medicamen-
te que se funda en inyecciones individuales, adolece de muchos factores de error, sien-
do los principales la determinacién del peso, que de hacerse con gran exactitud ha-
ria al procedimiento sumamente laborioso y no practico; v la determinacién de la
dosis individual referida referida al peso, pmes ain utilizando jeringas muy bien cali-
bradas es practicamente imposible inyectar —sobre todo teniendo en cuenta las pegue-
nisimas dosis que estos anmimales requieren— exactamente la dosis individual; pero
esta objecion se puede aplicar a todos los biodosajes que utilizan pequefios animales
(ratones, ranas. etc.). *

RESULTADOS

Inmediatamente después de la inyeccién se observa colapso (pér-
dida de movimientos y equilibrio) que sélo dura 5 u 8. Si no experi-
menta ataque €] animal se incorpora y durante 3 o 4’ se manifiesta muy
agitado (rapides movimientos de las patas ambulatorias y pleépodos).
No se considera esta reaccion entre los resultados positivos. Las dosis
muy pequefias no producen agitacién.

Dosis mayores producen convulsiones clénicas en los misculos ab-
dominales, las que duran 5 o 10”. Duosis atin mas fuertes producen convul-
siones tonicas y clénicas; las primeras se ozservan en las grandes pinzas
y en las patas ambulatorias, que se contraen en extensién y flexién res-
pecitvamente. Los miisculos abdominales también suelen contracturarses
en flexion cuando la reaccién es mas intensa. El ataque sélo dura bre-
ves segundos (5 6 107}, pero con dosis muy fuertes puede llegar hasta
30 6 50”. Al fin de la reaccién se presenta evacuacién de glandula
verde.
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1.a dosis convuisivante minima {v. tabla 1} se encontfraria entre 10
v 15 mgr. X Kgr. de cardiazol. La fig. 1 se refiere a la relacion de do-
sis y reaccidn teniendo en cuenta tanto las convulsiones ténicas como las
clonicas -{convulsiones totales).

Si se tiene en consideracién. que se trata de inveccién intramuscu-
lar este resultado es muy notable e indica que el Palemon gaudichaudii
rosee una sensibilidad extraordinaria para el cardiazol. En ¢fecto, las
dosis liminares para el perro y por via endovenosa estan comprendidas
también entre 10 v 15 mgr. X Kar. (6). Si se tiene en cuenta que las
relaciones entre las dosis intravenosa ¢ intramuscular son, segin Bien-

TABLA Y
MNumero de Cardiazol - Convulsiones Convulsiones | Convulsiones
Experimentos mgr. x Kgr. {% Total) . Ténico-Clonis | Clénicas Ve
cas %

30 5 8 g 3

60. 19 a . e g

60 15 2525 5 26

20 20 66-67-64 0.0 66-67-36

£ 25 3943 4.0 ' 35-43

&0 30 BG-88 53.51 27-37

&3 35 91-85 60-55 3t

60 40 10084 83.76 17-8

60 45 '93.97 4-87 33

&0 50 100-100 £2.60 1710

&0 55 100G. 300 8 20

) 64 T 109 C 7895 .5

30 0 160 84-83.7 16-16.3

K\ &0 0o 100

30 S0 100 100

tEr (1) de ! a 27 o de 1 a 35, 2l camarén de ric es 2 o 3 veces mas
© sensible que el perro {y posiblemente también que el hombre) a cste
analéptico, Este resultado es en sumo grado paradéjico pues el atro-
podo posee una masa de tejido nervioso referida al peso corporal mu-
cho menor que el mamifero. Hste caso es una importante excepcién a
la regla de que las dosis activas de los convulsivantes, y de otras drogas
gue actian sobre el cerebro, se encuentran en estricta correspondencia
con el desarrollo relativo (niimero de gramos de peso cerebral por kilo-
gramos de peso corporal} de dicho drgane {v. ¢l ejemplo de la accién
convulsivante de la cocaina, citado por Zunz).*

* E. ZUNZ : "Eléments de Pharmacodynamie Spéciale”, pag. 120, Paris, 1932,
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Existe, sin embargo una diferencia notable entre las curvas de Ia ac-
cién convulsivanie del mamifero v del atrdpodo. - En el primero rapida-
mente se obtiene {a dosis méxima {D. C. 160}, de suerte gque toda la cur-
va estd comprendida entre las cifras 10 y 20 {(mgr. X Kgr.}). En el ca-
so del atrépodo es preciso llegar a 80 mgr. X Kgr. para obtener convul-
siones ténico-clonicas zn el 100 & del total de casos estudiados {v. ta-
bla I y fig. 2). En otros términos, Ja zona manejable es muy reducida
en el mamifero y muy amplia en el atrépodo.

Existe ademas otra diferencia muy importante. En los mamiferos
superiores {perro u hombre} el ataque cardiazélico estd regido, con muy
raras excepciones por la ley del fodo o nada; son raros los cascs en que
el atagque queda reducido sélo a convulsiones clénicas, siendo la regla
que el ataque se manifieste tipicamente o que no se presente del toda.
En el atropodo esto no ocurre, se manifiestan una serie de reaccionss
disociadas. Asi, examinando la tabla I advertimos que en gran nime-
ro de casos sdlo se presenta un ataque clénico, por lo cual hemos creido
conveniente tabular por separado las dos reacciones. Si las counsidera-
mos en esta forma, existe una aparente relacidn de antagonismo enfre
ellas, observindose en la tabla I que mientras que los atagques tonico-clo-
nicos aumentan con la dosis, los atagues exclusivamente clonicos dismi~
nuyen.

En relacién a la utilidad del camarén de rio como medio para des-
cubrit muy pequefias cantidades de cardiazol es necesario considerar in-
dependientemente dos hechos., En primer lugar la notable sensibilidad
de este crustaceo a la droga, que permite revelar Ia presencia de muy pe-
quefias cantidades. En este sentido el camarén de rio es superior al
ratén que hasta hoy se ha empleado como test hiolagice para descubrir
cantidades muy reducidas de cardiazol en liguides organmicos. Para un
camaron de 10 grs. de peso solo e¢ requiere 0.5 mgr. de cardiazol para
producir convulsiones en el 100 9% de casos; y cantidades atn smucho
menores {hasta 0.15 mygr.} avngue con resvltarcs menos copstantes.. En
2] grillo coman se pudo obtener reacclones convulsivas con 50y de car-
diazol (5). Por consiguiente este crustacec y ofros atropodos ofrece
mejores resultades que los vertebrados para descubrir cantidades muy pe-
gueftas de aquel analéptico. _

Los resultados gque acabamos de referir se refieren exclusivamente a
las reacciones cbtenidas durante el verano vy a la temperatura de 23 o
24°C. La misma investigacién practicada en invierno, a temperaturas @i~
go inferiores {18°C) reveld algunas diferencias. La sensibilidad del crus-

*
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téceo al cardiazol es algo menor en estas circunstancias {v. figs. 1 v 2)
aungue la diferencia no es tan notable como era de esperar,

Los mismos grupos de camarones que se utilizaron en esta serie de
experimentos fuerocn mantenidos, pur lo menos por media hora, a la tem~
pemtura de 24°C, es decir, a la temperatura estival, v luego sometidos
al mismo ensayo con el cardiazol. En algunos casos se observé un au-
mento significative en la frecuencia de convulsiones; pero el resultade no
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Convulsiones tnico-clonicas producidas por el cardiazol en el Palemon Gawdichaudii

{tofal de reacciones convelsivasj. Abscisa, dosis; ordenada, frecuencia de reacviones.

Cada punfo de la curva corresponde al resuliado de 30 o 60 experimentos. Los puntos

negras indican fos resultedos obteridos duranfe el verano ({emperatura del agus 240C}.
# los circulos log resultados obtenidos durante el invierno (18°C).

fué constante v por el moments es conveniente no generalizarlo, en es-
pera de nuevas observaciones.

En cuanto a la duracion de las convulsiones, se chservaron varia~
ciones con la dosis. Para dosis de 40 a 50 mgr. X Kgr. se obtuvo reac-
ciones.de 8 o 10 segundos con pericdos de latencia de 10 a 15”. Para
dosis de 120 mgr. X Kgr. la duracién media dg las convulsiones es de 20
y para la tuerte dosis de 160 mgr. X Kgr. la duracién media es de 30



168 REVISTA DE MERICINA EXPERIMENTAL

o 35”. La cifra mayor registrada en este ultimo caso fué de 60", aproxi-
madamente igual al proceso convalsive del mamifero. ‘ :
La resistencia del crustaceo al cardiazol es muy nctable. La zo-
na manejable entre la dosis convulsiva v Ia letal es may amplia, Asi,
para la: dosis de 123 mgr. . Kar. sslo se obtuvo 2% de mortalidad.

Discusion
Por supuesto, en la actualidad existen excelentes métodos quimicos
para el dosaje del cardiazol : de la precipitacién del cardiazol por el bi-
cloruro de mercuric, LEppERT (11); el método de Lwikxir {15) funda-
0
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Canvulsiones ténicas producidas por ¢f Cardiazol en Palemon gaudichaudii.
Viéase detalles en la legenda de la pag. 1.

do en la formacion de un compueste insoluble con 2l clorure cuproso; o
método de Essir ¢ Kian {3} que consiste en extraer el vardiazol de los
tejidos acidificados con 504 H® con alcohol; €l método de Hinseere {8)
aplicable sélo a scluciones puras de la droga, y que consiste en su preci-
pitacién por acido fosfotunstico; el método de claruro cuprico para pre-
cipitar el cardiazol. se utiliza solo en determinacicnes cualitativas. Fi-
nalmente, ] procedimiento de Kozeiga, Newson & Tarum {9) para la
extraccion del cardiazol de los tejidos,, los que se someten a la accién
de 20 % de ac. acético, se precipitan las proteinas con tungstato de so-
dio, se extrae el cardiazol con &ter y se purifica por microdestilacién a
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baja presién.  Cuando las cantidades halladas sen demasiado pequefias
para lz determinacién de su peso se utiliza el biodosaje. Es decir, a pe-
sar de los diversos métodos quimicos el biodosaje es siempre Gtil.

Existe, no obstante grandes discrepancias de la reaccion de los ani-
males al cardiazol, Tartum & KozerLka {14) propugnan el biodosaje
del cardiazol por el ratén, fundindcse en ol hecho de que | mgr. es la
dosis convulsivante minima para un ratén de 20 grs., es decir, a la dosis
de 50 mgrs. X Kar. ‘

Desgraciadamente, la reactividad de los animales varia mucho con
milltiples factores, y se requiere un procedimiento que permita al mismo
tiempo maxima constancia de reacciones y animales muy sensibles. Bas-
ta considerar la variabilidad de las dosis convulsivantes encontradas por
diverscs autores en el cobaye para darse cuenta de lag dificultades del
problema : 35 mgr. X Kar., segtin HiLpeBranNDT 5 Voss (7): 40 mgr. X
Kgr. segin los mismos autores v ScHuBer & Genien (13), Came {2) ¥
Lenprg (10). El camarén de rio (Palemon gaudicheudii) es un animal
extraordinariamente sensible a los convulsivantes, inclusive al cardiazol. -
Mientras que para el ratén la dosis convulsivante minima es de 1 mgr,
X gr. GuriErrez-Norieca (5) demostrd que en aquel crisstéceo la do-
sis convalsivante minima es 50y o 100y > 10 a 20 grs. Nosotros he-
mes observado que la dosis convulsivante minima es de 150y v Iz maxi-
ma {D. C. 100} es de 0.5 mgr. para ejemplares de 10 a 20 grs. Por
ser el camardén de rio mucho mas sensible al cardiazol que la mayoria
de los vertebrados inferiores, y por reunir muchas condiciones que per-
miten. utilizarlo en los analisis biologicos, se realizé el présente trabajo.

"En resumen, recomendamos al empleo de camarén de rio para la
determinacion de dosis muy pequefias de cardiazol, pero no para deter-
minaciones cuantitativas. Es posible que un perfeccionamiento del mé-
todo, en especial la seleccion de animales del mismo peso, permita esta
tltima aplicacién, siempre que se considere a las variaciones estaciona-
les v térmicas.

CoONCLUSIONES

Se ha estudiado la sensibilidad del crustaceo Pafemon gaudichawdi
al cardiazol. Se ha demostrado que la dosis convulsivante media (D. C.
50) por via intramuscular se encuentra entre 20 y 25 mgr. X Kgr.. v la
maxima {D. C. 100) corresponde a 50 mgr. X Kgr. Este organismo
puede utilizarse para la determinacion de muy pequefias dosis de car-
diazol, pues es relativamente mas sensible que los vertebrados superiores.
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Pera las variaciones de sensibilidad individual son mavores en el artro-
podo que en el vertebrado.

Se observd que durante el invierno disminuve apreczab!ameme Ia
sensihilidad del crustaceo al cardiazol,

CONCLUSIONS
It has been shown that metrazol has convulsant action in Falemon
gaudichaudi, a shrimp from the peruvian rivers. The C. D. 50 by in-
tramuscular injection was 25 mgr. X Kgr., and the C. D. 100 was 50
mgr. X Kgr. It was found seasonal variations : the suceptibility to me-
trazol decreases during winter,
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