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Istrazena je zavisnost brzine prodiranja paraoksona kroz koZu $ta-
kora u odnosu na veli¢inu kontaminirane povrsine i koncentraciju otrova.
Brzina prodiranja otrova ocijenjena je na osnovu mjerenja aktivnosti
kolinesteraze krvi otrovanih Stakora.

Pad aktivnosti kolinesteraze bio je znatno strmiji kod 3takora koji
su primili istu dozu i koncentraciju paraoksona na 4 puta veoj povr-
§ini, kao i kod Zivotinja koje su primile istu dozu otrova na jednaku
povrsinu, ali je koncentracija paraoksona bila 4 puta veca.

Pri odredivanju perkutane toksi¢nosti srodnih spojeva prijeko je po-
trebno imati na umu oba ta faktora i po moguénosti zadrzati ih jedna-
kim od spoja do spoja, kako bi se postigla stvarna komparacija njihove
otrovnosti.

Podaci razli¢itih autora o perkutanoj otrovnosti nekog odredenog
spoja variraju u vrlo $irokim granicama (npr. 1, 2). Te su razlike mnogo
vete od onih koje se navode za druge puteve aplikacije. Glavni razlog
treba tra%iti u nedovoljno definiranim eksperimentalnim uvjetima pri
ocjeni perkutane toksi¢nosti.

Od kojeg je znalenja da li se kontaminirano mjesto na kozi nakon
aplikacije pokrije ili ne, demonstrirali smo pokusima na $takorima koje
smo perkutano trovali parationom (8). Premda je ta razlika u nacdinu
aplikacije otrova vjerojatno glavni razlog neslaganja rezultata ame-
ritkih (1) i engleskih (2) autora, olito i ostali faktori mogu sa svoie
strane utjecati na brzinu prodiranja otrova kroz kozu. Upoznavanjem
svih faktora — s obzirom na tehniku rada — od kojih zavisi perkutana
toksi¢nost nekog spoja, moéi ¢emo eksperimentalni postupak standar-
dizirati i tek tada pouzdano usporedivati perkutanu otrovnost srodnih
spojeva.
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U nastavku razradivanja metode za ocjenu perkutane toksi¢nosti
istraZivali smo koliko utje¢e (1) povriina kontaminacije i (2) koncen-
tracija apliciranog otrova na brzinu perkutane apsorpcije paraoksona.

MATERIJAL I METODE

Paraokson (dietil p-nitrofenil fosfat) smo dobili od G. Schradera iz
Bayerovih laboratorija, Leverkusen, Zap. Njemacka. Uzorak je sadr-
" zavao 99% liste supstancije i drZan je u tami na +4° C. Neposredno
prije aplikacije pripremili smo prikladnu otopinu paraoksona u pro-
pilnom glikolu.

Pokuse smo vr$ili na muskim albino $takorima istog soja, teZine
220-240 grama. Otrov smo aplicirali pomo¢u Agla mikrostrcaljke na
kozu leda 3takora s koje smo dan prije uklonili dlaku i¥anjem i ski-
nuli masni sloj i prljavstinu pranjem (3). Povr$inu kontaminacije odre-
dili smo na taj nadin $to smo neposredno prije aplikacije na kofu leda
nalijepili leukoplast s izrezom odredene kvadrature (slika 1). Otrov
smo razmazali njeznim povlatenjem igle pljostimice po povréini koze
tik do granica izrezanog kvadrata. Zivotinje smo zatim smjestili u Boll-
manove kaveze i pomno pratili nastup i razvijanje simptoma.

Sl 1. - Aplikacija otrova na kofu leda $takora. Odredena kvadratura izreza na
leukoplastu omogucuje razmazivanje otrova na 7eljenu povriinu

U prvoj seriji pokusa paraokson smo aplicirali §takorima u jednakoj
dozi (1,43 mg/kg) i koncentraciji (20 mg/ml) razmazujuéi otrov na dvije
razlicito velike povrsine: 2X2 em i 4X4 c¢m. U drugoj seriji pokusa
aplicirali smo na istu povr§inu (2X2 cm) jednaku dozu otrova (1,43
mg/kg), ali smo pri tom upotrijebili dvije razlidite koncentracije pa-
raoksona: 20,0 i 80,0 mg/ml. Svaka grupa sadrzavala je 6 Zivotinja.

Da dobijemo $to bolji uvid u brzinu prodiranja otrova kroz kozu,
svim smo S$takorima dan prije kanilirali jugularnu venu. Uzorke krvi
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(0,15 ml) uzimali smo u odredenim vremenskim razmacima iz kani-
lirane vene (4) i zatim mjerili aktivnost kolinesteraze pune krvi na
na Warburgovu respirometru (5). Enzimsku hidrolizu acetilkolina
(0,0138 M) pratili smo pri 37° C 60 minuta. Otitavanja smo vriili sva-
kih 10 minuta. Iz registriranih razlika u tlaku izralunali smo brzinu
evolucije ugljitnog dioksida metodom kao §to su je opisali Aldridge,
Berry i Davies (6). Aktivnost kolinesteraze krvi otrovanih Zvotinja
izrazili smo kao postotke srednjih vrijednosti normalnih aktivnost dvaju
uzoraka krvi $to smo ih uzeli Zivotinji prije same aplikacije otrova. Na
taj nacin svaki je Stakor sam sebi posluzio kao kontrola.

REZULTATI

Razlike u brzini prodiranja otrova kroz kozu, s obzirom na dvije
razlicite povriine kontaminacije (4 ecm? i 16 em?) i dvije razlidite kon-
centracije (20 mg/ml i 80 mg/ml), mogli smo uo&iti veé¢ i na temelju
brzine nastupa simptoma odnosno registracijom broja uginulih Zivo-
tinja (tablica 1)

Tablica 1

Nastup simptoma kod itakora kojima je jednaka doza (1.43 mglkg) i koncentracija
otrova (20.0 mglml) aplicirana na dvije razlitite povriine
(v minutama nakon aplikacije otrova)

|
X +SE ‘
va ; - s —| Diferen-
Simptomi PovrSina konta- |  cija SEais & P
minacije (cm?) ’
) 4 |16
| |
Izolirane fascikulacije (""1?5538) (_:?25‘2) 1 23,3 ‘ 5,61 4,171 < 0,01
i — Iy == Ly | ‘)
‘ ‘
Generalizirane | 64,2 440 | Bl _
fascikulacije 1 (£8,85) | (£12,30) 202 1 Lagls 1,281 > 0,05
127,3 62,5 . ) | i .
Tremor (12,16) (12,16) 54.8 44,01 ; 1,245 > 0,05
i 127.5 69,0 | = M g | B}
Dispnea (21.28) | (12.61) i 68.5 2469 | 2,774 < 0,05
Broj uginulih/
broj otrovanih 1/6 1/6

X = aritmetitka sredina
SE = standardna pogreska aritmeticke sredine
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Tako su Zivotinje kojima je aplicirana ista doza i koncentracija
otrova na 4 puta vecoj povrsini ispoljile simptome znatno brZe i broj
uginulih Zivotinja bio je znatno vedi. Slitne smo razlike zamijetili na
zivotinjama koje su primile istu dozu otrova na istoj povrsini, ali kad
je koncentracija otrova bila 4 puta veca.

Pravu ocjenu brzine prodiranja paraoksona kroz kozu stekli smo na

osnovu odredivanja aktivnosti kolinesteraze krvi otrovanih stakora.
Rezultati tih odredivanja prikazani su na slikama 2 i 3.
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Sl. 2. — Inhibicija kolinesteraze krvi $takora nakon perkutane aplikacije paraoksona.

Jednaka doza (1,43 mg/kg) i koncentracija (20,0 mg/kg) otrova razmazana je na

dvije razli¢ite povrSine: 4 1 16 cm? Svaka tacka predstavlja srednju vrijednost dobi-
venu na 6 Zzivotinja sa 95%o-granicama pouzdanosti

Paraokson apliciran u jednakoj dozi i koncentraciji, ali na etiri puta
vetu povrinu, izazvao je u toku prva dva sata znatno brzi pad aktiv-
nosti kolinesteraze (Sl. 2). Isto tako je pad aktivnosti kolinesteraze krvi
bio znatno brzi kod Zivotinja kojima smo jednaku dozu paraoksona apli-
cirali na istu povrsinu, ali u 4 puta vetoj koncentraciji. Obje razlike
bile su statisti¢ki znalajne.
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Sl. 3. — Inhibicija kolinesteraze krvi $takora nakon perkutane aphkacge paraoksona.

Jednaka doza otrova (1,43 mg/kg) razmazana je na jednaku povrinu (4 cm?);

primijenjene su dvije razlitite koncentracije paraoksona: 20,0 i 80,0 mg/ml. Svaka

tatka predstavlja srednju vrijednost dobivenu na 6 Zivotinja sa 95%-granicama
pouzdanosti

DISKUSIJA

Opcemto je poznato da utinak iste doze otrova zavisi od koncentra-
cije u kojoj ga primjenjujemo. U pravilu je kod vetih koncentracija
resorpcija otrova brza, ali i tu postoje izuzeci (7). Sam karakter otapala
takoder uvjetuje brzinu resorpcije. Deichmann (8) je u pokusima na
kuni¢ima s parationom i njegovim dimetilnim analogom naSao razlike
u brzini resorpcije kroz koZzu i alimentarni trakt, kad je otrov primije-
nio u razli¢itim medijima.

Nasi su pokusi pokazali da je brzina prodiranja paraoksona kroz ko#zu
zavisna od koncentracije u kojoj se otrov primjenjuje: poveéanjem kon-
centracije povetava se i brzina prodiranja.

Faktor povriine aplikacije otrova specifitan je za ocjenu perkutane
toksi¢nosti. Iz nasih se pokusa vidi da je brzina prodiranja paraoksona
kroz koZu — a time i njegova otrovnost (vidi tablicu 1) — bila znatno
povecana rasprostre li se paraokson iste doze i koncentracije na éetvo-
rostruku povrSinu.
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Vjerojatno su i ta dva faktora — koncentracija i povrsina aplikacije
— pored ve¢ istrazenog ucinka pokrivanja tretirane povrsine (3) — _razlog
velikim neslaganjima razli¢itih autora pri ocjeni perkutane toksi¢nosti
istih spojeva. Pri standardizaciji metode treba uzeti u obzir i spome-
nuta dva faktora, kako bismo mogli ispravno ocijeniti i medu sobom
usporediti perkutanu otrovnost istraZenih spojeva.

Ova istrazivanja vrSena su uz dopunsko financiranje Savjeta za
nauéni rad NR Hrvatske.

Tehnickom suradniku Instituta za medicinska istraZivanja i medicinu
rada T. Fajdeti¢u, koji je vrlo vjeSto vriio operativne zahvate, zahva-
ljujemo na vrijednoj suradnji i pomoéi.
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STUDY OF DERMAL TOXICITY OF
ORGANOPHSPHORUS COMPOUNDS. II. EFFECT OF THE
SIZE OF THE CONTAMINATED SKIN AREA AND THE

CONCENTRATION OF THE POISON ON THE
PENETRATION RATE OF PARAOXON THROUGH
THE SKIN

The relation between the penetration rate of paraoxon through the rat’s skin and
the size of the contaminated area on the one hand, and the concentration of the
poison on the other, have been investigated. The penetration rate was estimated on
the basis of the measurements of the blood cholinesterase activity of the poisoned rats.

The fall in cholinesterase activity was considerably more rapid when the same
dose and the same concentration of paraoxon were applied to a skin area four times
larger, as well as in the rats given the same dose to the same skin area but when
the applied concentration of paraoxon was four times higher.

When determining the dermal toxicity of related compounds it is important to
keep these two factors — the contaminated skin area and the concentration of the
poison — as constant as possible, in order to attain a reliable basis for comparing
their toxicity.
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