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U uvodu je raspravljeno znalenje novosintetiziranih supstancija s
obzirom na njihovu toksi¢nost i opasnost po zdravlje za ljude i domace
zivotinje. Analizirajuéi koriStenje eksperimentalnih podataka o toksic¢-
nosti, autori isti¢u, da je primjena tih podataka na ljude 1 domaée Zivo-
tinje moguéa tek onda, kad dobro poznajemo mehanizam djelovanja
istrazivane supstancije.

Izneseni su faktori, koji uvjetuju varijabilnost rezultata pri ocjeni
akutne toksiénosti, s naroitim osvrtom na odredivanje toksi¢nosti orga-
nofosfornih spojeva. Autori temelje svoja izlaganja na podacima drugih
autora i1 na vlastitim zapazanjima. Faktore, od kojih zavisi varijabilnost
rezultata, autori dijele na one, koji se odnose (1) na istraZivanu sup-
stanciju, (2) na pokusnu Zivotinju i (3) na put uno$enja otrova.

Od faktora. koji se odnose na istraZivanu supstanciju, autori istitu
nedovoljnu ¢istocu spoja i razgradnju uzorka u toku njegova priprema-
nja ili pohranjivanja. S obzirom na pokusnu Zivotinju prodiskutiran je
utjecaj vrste, dobi, spola i genetskih faktora, kao i1 utjecaj faktora, od
kojih zavisi kondicija eksperimentalne Zivotinje. Narolito je istaknuto
od kojeg je znalenja za konalan ishod rezultata postupak s tretiranim
Zivotinjama u toku opservacije simptoma. Zbog razli¢ite brzine apsorp-
cije put unofenja esto uvjetuje vrlo velike razlike u toksi¢nosti nekog
spoja. I medij, u kojem se istraZivana supstancija primjenjuje, moZe
znatno utjecati na brzinu apsorpcije otrova.

Autori zakljuluju, da eksperimentalni podaci o akutnoj toksi¢nosti
nekog spoja imaju svoju punu vrijednost tek onda, kad uz osnovne sta-
tisti¢ke karakteristike sadrzavaju i sve podatke o eksperimentalnim uvje-
tima, koji mogu biti od znalenja u vezi s istrazivanom supstancijom,
putom unofenja i pokusnom Zivotinjom.
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Kemijska industrija danomice stavlja u promet nove proizvode na-
mijenjene razli¢itim granama industrije ili $irokoj potrosnji. Mogu¢-
nost akutnog ili kroni¢nog djelovanja neke novosintetizirane supstancije
moze, prema tome, biti od znalenja ne samo za radnike u industriji veé
1 za ostalo stanovni$tvo 1 domaée Zivotinje. Radi zaStite zdravlja treba
utvrditi, kolika je najviSa dopultena koli¢ina neke supstancije, kojoj
organizam smije biti bez opasnosti izloZen u viSe ili manje odredenom
vremenskom razdoblju. Odluke o dopustenoj ekspoziciji u industriji
mogu se donositi na temelju veé postojecih iskustava i na temelju pro-
matranja eksponiranih radnika. Kad takvih iskustava nema, treba eks-
perimentalnim radovima na Zivotinjama nastojati, da se dobije $to bolja
slika o toksi¢nosti novih proizvoda. Svrha je takvih istraZivanja da se
utvrdi, kolika je potencijalna opasnost industrijskog otrova ili novog
komercijalnog proizvoda za zdravlje ljudi i Zivotinja.

U vezi s primjenom neke otrovne supstancije valja lutiti dva pojma:
(1) njezinu osnovnu toksi¢nost i (2) opasnost. koju ta supstancija pred-
stavlja za zdravlje u toku svoje primjene. Pod toksi¢no$éu razumije se
sposobnost supstancije da izazove S$tetni uéinak na Yivom organizmu,
dok se pod opasno3¢u za zdravlje misli na vjerojatnost, da ¢e do takvog
djelovanja doéi u normalnim uvjetima primjene. Tako se na primjer
mnoga vrlo toksi¢na insekticidna sredstva, kao na primjer cijanidi, pri-
mjenjuju s relativno malo opasnosti, jer se koriste na ogranienom pod-
rufju i uz narotlite mjere opreza. S druge strane, niz kudikamo manje
otrovnih insekticida (Dieldrin, HCH i dr.), koji se primjenjuju na $iro-
koj osnovi, izazvali su otrovanja kod ljudi i #ivotinja zbog nedovoljnih
mjera opreza.

Premda se pokusom na Zivotinjama ne moZe posti¢i apsolutni dokaz
o neskodljivosti, odnosno o stupnju toksi¢nosti neke supstancije za &o-
vjeka, odito je, da se takvi eksperimenti moraju provesti. S tim u vezi
postavlja se pitanje, do koje se granice mogu rezultati dobiveni na Zivo-
tinjama primijeniti na ljude. U kasnijem izlaganju posebno ¢emo se
osvrnuti na znatne razlike u osjetljivosti pojedinih vrsta pokusnih Zivo-
tinja na odredene otrove. Zbog razlika u reakciji pojedinih sisavaca na
isti otrov eksperimentalni podaci o toksi¢nosti ne mogu se primijeniti
sa Zeljenom sigurnos¢u na ljude, dokle god ne znamo, na koji nalin
istraZivana supstancija djeluje u organizmu Zivotinje i od kakvog je
znatenja zahvaéeni metabolicki sistem za Covjeka. Ocjena toksi¢nosti
moZe se temeljiti samo na dobrom poznavanju sudbine otrova u organi-
zmu. U toku istrazivanja otrovnosti valja dakle nastojati, da se bioke-
mijskim i fizioloSkim metodama upozna nadin ulaska otrova u organi-
zam, njegova raspodjela, mehanizam djelovanja i putovi, kojima se
otrov izlutuje iz organizma.

Pod akutnom toksi¢no$¢u razumije se ulinak, $to ga u organizmu
izazove jednokratno ili ponavljano unofenje neke supstancije u vreme-
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nu od 24 sata (15). S obzirom na to, §to su pritom osnovni podaci broj
uginulih odnosno prefivijelih Zivotinja, odredivanje akutne toksi¢nosti,
svrstava se u tzv. kvantalne testove, u kojima olekujemo odgovor »sve
ili nista« (18). Akutna se toksi¢nost moZe medutim mjeriti i graduiranim
reakcijama, na pr. registracijom trajanja Zivota, odnosno intenziteta, ili
trajanja odredenih simptoma nakon jednokratne doze ili u toku konti-
nuirane ekspozicije otrovu.

Danas se nastoji podatke o toksi¢nosti izraziti na kvantitativnoj
osnovi. Starija literatura &esto navodi samo »letalnu dozu« (LD) ili
»minimalne letalne doze« (MLD), pri ¢emu se misli na smrtne ili naj-
manje doze, od kojih ugiba ograniten broj Zivotinja. Uzimanjem u po-
kus veéeg broja Zivotinja, izjednaenih po tefini i spolu za svaku apli-
ciranu dozu otrova, moguée je preciznije odrediti dozu, od koje ugiba
50% #ivotinja (LDj,). Te se vrijednosti mogu dalje ocijeniti razlicitim
statisti¢kim metodama. Pri odredivanju akutne toksi¢nosti nije dovolj-
no samo registrirati preZivjele odnosno uginule Zivotinje i na osnovu
toga dati statistitku obradu rezultata, ve¢ valja u isto vrijeme proma-
trati tip, nastup, lokalizaciju i trajanje svih promjena i simptoma. Pa-
#ljivim promatranjem manjeg broja pokusnih Zivotinja Cesto se postizu
vredniji rezultati nego neracionalnim uni$tavanjem velikog broja Zivo-
tinja, koje smo u moguénosti tek povrino promatrati. Razumljivo je, s
druge strane, da nedovoljan broj Zivotinja u ecksperimentu umanjuje
totnost dobivenih rezultata. Iskustvo eksperimentatora omogutit ¢e u
takvom slu¢aju kompromis, t. j. da sa $to manjim utroSkom pokusnih
Zivotinja postigne $to to¢nije rezultate.

Podaci razli¢itih autora o toksi¢nosti nekog spoja Cesto pokazuju i
znatnih razlika, o ¢emu se mo¥emo lako uvjeriti, isporedimo 1i podatke
objavljene u pojedinim priruénicima. Tako su i pri odredivanju akutne
“toksi¢nosti organofosfornih spojeva pojedini autori dobili vrijednosti
LD,,, koje su medu sobom veoma razlikuju. Tablica 1 ilustrira razlike
u 50%0-letalnim dozama za Parathion.

U ovom prikazu dat ¢éemo pregled osnovnih faktora, koji utjecu na
rezultate pri odredivanju akutne toksi¢nosti neke supstancije. Primjeri,

Tablica 1

AFkutna peroralna toksiénost Parathiona za muike Stakore
Rezultati razlicitih autora

! LD;, (mg/kg) ‘ Autor
|
75 | Wilhelmi i Domenjoz (21)
11,0 | Klimmer i Pfaff (13)
184 (10,6-169) | Svetliié i Vandekar (17)
15,0 | DuBois et al. (8)
30,0 (£3.6) | Frawley et al. (9)
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kojima potkrepljujemo nala izlaganja, odnose se uglavnom na toksiko-
logiju organofosfornih insekticida i oni podivaju na vlastitim opaZa-
njima, a dijelom su prikupljeni i iz literature s tog podrudja.

Faktore, koji uvjetuju varijabilnost rezultata pri ocjeni akutne tok-
si¢nosti, moZemo svrstati u one, koji se odnose (1) na istraZivanu sup-
stanciju, (2) na pokusnu Zivotinju i (3) na put unofenja otrova.

1. ISTRAZIVANA SUPSTANCIJA

1.1 Kemijski sastav i fizikalna svojstva

Nema sumnje, da je pri proucavanju toksi¢nosti neke supstancije po-
trebno raspolagati sa $to viSe podataka s obzirom na njezina fizikalna
i kemijska svojstva. Od koristi su podaci o tali$tu, vreli$tu, topljivosti,
hlapljivosti, specifi¢noj teZini i drugim fizikalnim karakteristikama te
supstancije. Dobro poznavanje kemijskog sastava, ukljudiv$i i poznava-
nje eventualnih oneciS¢enja, odnosno primjesa, u velikoj mjeri olak$ava
eksperimentatoru rje$avanje postavljenog zadatka.

Toksicnost relativno jednostavnih anorganskih spojeva osniva se u
vecini slucajeva na djelovanju jednog elementa, 1 njihov se ulinak
moZe u pravilu predvidjeti isporedivanjem s drugim sli¢nim spojevima.
Posve drugalije pona$aju se organski spojevi; tu i neznatne strukturne
razlike (stereoizomerija, poloZaj u homolognom redu i sl.) mogu uzro-
kovati kvantitativno 1 kvalitativno veoma razlitite bioloSke udinke.
Premda se danas nastoji sve viSe tumatiti biolotko djelovanje spojeva
na bazi njihove kemijske strukture, jo§ uvijek se u velini slu¢ajeva sa-
mim poznavanjem strukturne formule novo sintetiziranog spoja ne
moze ni izdaleka predvidjeti mehanizam njegova bioloskog djelovanija.

Podaci o postojanosti supstancija na zraku, svijetlu, toplini, zatim u
vodenim otopinama razli¢itog pH od velike su vrijednosti. Radi li se o
nepostojanom spoju, moze se lako doéi do pogre$nih zakljulaka o nje-
govoj aktivnosti, ako se toj ¢injenici ne pridaje dovoljno paznje. (Vidi
kasnije.)

1.2 Primjese i oneliséenja

Toksitna svojstva nekog spoja istraZuju se u vedini slulajeva na
uzorku bez primjesa. Buduéi da je apsolutna ¢istoéa uzorka u praksi ri-
jetka, treba nastojati da koli¢ina primjesa ne bude tolika, da bi one sa
svoje strane mogle izazvati biolosko djelovanje.

Priroda 1 koli¢ina bilo kakvog oneti$éenja zavisi od proizvodnog pro-
cesa 1 od sastava izvornih sirovina. Zbog toga ¢e (istoéa uzorka u sva-
kom industrijskom pogonu biti drugalija. Za rjefavanje neposrednog
problema, kao 3to je na primjer testiranje otrovnosti nekog medupro-
dukta ili kona¢nog produkta, najbolje je upotrebiti originalni uzorak.
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U takvom slu¢aju ne uklanjamo oneli$¢enja iz uzorka, jer upravo ona
mogu biti od industrijsko-higijenskog znalenja s obzirom na ekspoziciju
radnika ili potro$ata. Pritom se u pravilu nastoji postici tek gruba ocje-
na toksi¢nosti, a rezultati ée biti vaZni samo za odredeni specifi¢ni pro-
blem.

Za osnovna bioloska istraZivanja treba imati supstancije $to veée Ci-
stote 1 prodiféavanje uzorka Cesto je najteza faza u toku odredivanja
toksikoloskih svojstava nekog spoja (10). Biologa ne ¢e uvijek zadoyo-
1jiti &istoéa istraZivanog spoja, premda ga organski kemicar ili sinteticar
nazivaju »&stim«. Radi li se naime o primjesama minimalnih koli¢ina
bioloki vrlo aktivne supstancije, njezini ¢e se tragovi manifestirati kod
biologkih pokusa, premda se kemijskom analizom ne mogu dokazati.

Kao $to smo ve¢ istaknuli, u podacima o toksi¢nosti organofosfornih
spojeva nerijetko nalazimo vrlo divergentne rezultate o akutnoj toksic-
nosti jednog te istog spoja (tablica 1). Glavni razlog tome su onetis¢enja
toksi¢nijim primjesama u veéem ili manjem opsegu (14). Tako ¢e tra-
govi tetraetil pirofosfata, prisutni u kojem drugom manje otrovnom
dietilfosfatnom esteru, zbog svoje jake aktivnosti utjecati na toksicnost
ispitivanog estera. Prva istra¥ivanja aktivnosti Parathiona in wvitro 1
in vivo dala su pogresne rezultate zbog prisutnosti malih koli¢ina dvaju
mnogo aktivnijih tiolskih izomera Parathiona, a vjerojatno i Paraoxona
(1). Danas znamo, da se Parathion ponaSa in vitro kao slabi inhibitor
kolinesteraze i da se u organizmu razgraduje u mnogo aktivniji inhibi-
tor — Paraoxon. Kod relativno slabih (indirektnih) inhibitora prociS¢a-
vanje uzorka je neobi¢no vaZno, jer ée i najmanji tragovi aktivnih
primjesa izmijeniti njihovu toksi¢nost i sliku otrovanja. Takvo proti-
§éavanje je katkada tetko provesti, jer se radi o srodnim spojevima, Ce-
sto veoma sli¢nih fizikalnih i kemijskih svojstava.

Prednosti rada sa proc¢iSéenim supstancijama su olite: smanjuje se
varijabilnost s obzirom na porijeklo uzorka, rezultati su precizniji, a
njima se mogu posluZiti i drugi autori.

1.8 Promjene istrazivane supstancije prije aplikacije

Postojanost istraZivane supstancije prema zraku, svijetlu, hidrolizi i
sl. — napose pri specifi¢nim okolnostima uvjetovanima samim eksperi-
mentom — vazan je faktor, koji se ne smije zanemariti. O¢igledno je, da
moze doéi do pogreine interpretacije rezultata, desi li se bilo kakva
kemijska promjena uzorka u razdoblju od pripremanja prikladnog
oblika za aplikaciju do ¢asa primjene. Taj je problem narotito Cest kod
testova kroni¢ne toksi¢nosti, premda moZe biti od velikog znacenja i kod
kratkotrajnih pokusa. Pripremanje uzorka za primjenu moze izazvati ili
pospjesiti razgradnju otrova i dovesti do promjena u izvornoj toksic-
nosti.

Opéenito se smatra, da pohranjivanje otrovnih supstancija kroz dulje
vrijeme — ako se radi o nestabilnim spojevima — dovodi do smanjivanja
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njihove izvorne toksicnosti, zbog postepene razgradnje otrova u manje
aktivne razgradne produkte. Premda se to defava i kod organofosfornih
spojeva, pokazalo se, da pohranjivanje nekih od tih spojeva kroz
viSe mjeseci na sobnoj temperaturi dovodi do poveéanja njihove
prvotne otrovnosti. Ta je pojava opisana kod izomera Metasystoxa i
njima srodnih spojeva (10). Tablica 2 pokazuje promjenu toksi¢nosti,
koja se desila za vrijeme pohranjivanja tih spojeva na sobnoj tempera-
turi. Uz promjenu otrovnosti mijenja se i vrsta, brzina nastupa i traja-
nje simptoma nakon jednokratne aplikacije (20).

Tablica 2

Intravenozna toksitnost za Stakore nekih organofosfornih spojeva, svjeie proéiséenih
(1) i nakon pohranjivanja kroz vise mjeseci na sobnoj temperaturi (II) — (20)

e LDy, (mg/kg)
poj —— :
I | 11

00-dimetil S—etiltioetil 216,2 (Q) 37,8 (Q)
fosforotionat (—) (32,4-44,0)
00—dimetil S—etiltioetil 64,6 (Q) 1,18 (Q)
fosforotiolat (54,4-76,8) (1,05-1,34)
00-dimetil S—etilsulfonil-etil 47,2 (3) 2,0 (38)
fosforotiolat (=9 (1,6-2,5)

Nedavno je opaZeno povelanje toksi¢nosti i kod duljeg pohranjiva-
nja Diazinona na sobnoj temperaturi (4a).

Prema tome eksperimentator se ne ¢ée zadovoljiti samo ¢injenicom
da je spoj bio pripremljen u dovoljno &istom stanju, veé mora biti si-
guran, da od vremena njegova testiranja, odnosno protis¢avanja, do
dana odredivanja njegove bioloske aktivnosti nije do$lo do razgradnje
istrazivanog spoja.

Kako bismo rezultate ocjenjivanja toksi¢nosti nekog spoja ili komerci-
jalnog proizvoda mogli kasnije isporediti s novoproizvedenim prepara-
tom, treba satuvati dio prvotnog uzorka. Kod supstancija osjetljivih na
kisik i na svijetlo, ili inale nestabilnih pri normalnim atmosferskim
uvjetima, takvo isporedivanje ima manje znatenje. U pravilu treba ne-
razrijedene uzorke pohraniti na niskoj temperaturi i u tami.

Izmedu mnoeih reakcija, koje se mogu desiti bilo u toku pohranjiva-
nja ilivpl_'i}??emanja organofosfornog spoja za aplikaciju, navest ¢emo
najznacajnije.

1.3.1 Hidroliza. Medu organofosfornim spojevima ima veoma stabil-
nih u vodi, s polovi¢nim vremenom razgradnje do 100 godina (Schra-
dan), ali i vrlo nestabilnih, s polovi¢nim vremenom od nekoliko sati
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(tetraetilpirofosfat), pa ¢ak i minuta (neki derivati Dimefoxa). U pra-
vilu, spojevi, koji su vrlo aktivni kao inhibitori kolinesteraze, vrlo su
nestabilni (2). Brzina hidrolize zavisi u velikoj mjeri i od pH pripre-
mljene otopine. Poznato je, da se veéina organofosfornih spojeva brzo
hidrolizira u alkali¢nim otopinama.

Ima slutajeva, kada zbog izrazite nestabilnosti nekog spoja u vodi
treba upotrebiti koje drugo otapalo ili injicirati istraZivanu supstanciju
nerazrijedenu pomoéu mikro-brizgalice. Ako se ne radi o ekstremnim
sluéajevima, vodenu otopinu treba pripremiti neposredno prije apli-
kacije.

1.3.2 Oksidacija. Spojeve, koji lako oksidiraju, treba aplicirati Sto
br#e, uz §to manje muc¢kanje i u hladnom stanju. Treba ih pohranjivati
u tami, na hladnom, a po potrebi u atmosferi dusika ili u vakuumu.

1.8.8 Izomerizacija. Pojava izomerizacije kod tiofosfatnih estera nije
rijetka. Poznato je, da tionofosfati prelaze u tiolske izomere: takva se
izomerizacija odvija kod Systoxa pri povifenoj temperaturi, odnosno
kod Metasystoxa na sobnoj temperaturi u polarnim otapalima (11).

Buduéi da su tiolski izomeri znatno toksi¢niji od tiono izomera, to je
pri odredivanju toksi¢nosti tiono spojeva vaZno sprijeciti proces izome-
rizacije.

1.3.4 Autoalkiliranje. Nedavno je opisana pojava spontanog autoal-
kiliranja kod izomera Systoxa i Metasystoxa. Rezultat autoetiliranja
kod Systoxa, odnosno autometiliranja kod Metasystoxa je stvaranje vrlo
aktivnih inhibitora kolinesteraze ionskog karaktera, s pozitivnim nabo-
jem na alkiliranom sumporu (10):

EtO //0 MetO (0]
N W 4
P P
By, . Vi N
EtO S.CH:CHsS (Et)Et MetO S.CH2CHsS(Met) Et
Sulfonijski derivat tiolskog Sulfonijski derivat tiolskog
izomera Systoxa izomera Metasystoxa

U polarnom mediju kod Metasystoxa paralelno s izomerizacijom tiono-
izomera u tiolski tete veoma brzi proces autometiliranja i prakticki one-
moguéuje aplikaciju spoja u vodenom ili kojem drugom polarnom
mediju (20).

2. POKUSNA ZIVOTIN]JA
2.1 Ursta Zivotinje
Cinjenica je, da pojedine Zivotinjske vrste veoma razlicito reagiraju

na odredene toksi¢ne agense. Ta razlika u osjetljivosti tek je jedna od
brojnih biolofkih karakteristika, po kojima se neka vrsta razlikuje od
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Tablica 3

Intravenozna toksicnost fluoroacetata i di-izopropil fluorofosfonata
za neke sisavce

LD;y (mg/kg)
Zivotinja Disi T
i-izopropil
Fluoracetat (6) fluorofosfonat (12)
kuni¢ 0,25 0,34 (+0,01)
madka 0,20 1,68 (£0,03)
pas 0,06 3,43 (i0,62)
majmun 4 (Rhesus) 0.25 — 0,30
. 15 (Spider)

druge. Ipak su jof uvijek mnogo bolje poznate anatomske i fizioloske
razlike izmedu pojedinih Zivotinjskih vrsta, nego ¥to su poznate razlike
u nainu njihova reagiranja na pojedini otrov. Te se razlike mogu
uotiti na tablici 8, na kojoj su kao primjer iznesene vrijednosti LDy,
za razlitite sisavce, dobivene nakon intravenozne aplikacije fluoroace-
tata (6) i di-izopropil fluorofosfanata (12).

Kako bismo podatke o toksi¢nosti mogli barem priblizno primijeniti
na Covjeka ili korisne domale Zivotinje, istra¥ivanu supstanciju treba
testirati najmanje na tri vrste sisavaca (15). Opéenito se uzima da je na
djelovanje otrova ¢oviek oko $est puta osjetljiviji od psa, a oko deset
puta osjetljiviji od Stakora. Najlesée se u pokus uzima albino mi¥, $a-
kor 1li zamorée, a na temelju iskustava steCenih na ovim relativno jefti-
nim Zivotinjama, odabiremo jednog od vi¥ih sisavaca, t. J. macku, psa,
svinju, ovcu ili drugu Zvotinju. Od odabranih triju vrsta pokusnih
Zivotinja jedna mora biti iz grupe, koja ne pripada glodavcima.

Odabire se vrsta, za koju znamo, ili pretpostavljamo, da na odredene
kemijske supstancije reagira $to sli¢nije Covjeku, odnosno domaéoj %i-
votinji (5). Macke su, na primjer, prikladne za testiranje spojeva koji
izazivaju methemoglobinemiju. Pri istrazivanju demijelinizacijskih udi-
naka, $to ih izazivaju neki organofosforni spojevi, kokosi reagiraju sli¢-
nije ¢ovjeku nego bilo koja druga %ivotinjska vrsta. Ponekad je izbor
vrste vezan i za koli¢ine bioloskog materijala. koji se Zeli upotrebiti za
istrazivanja. Drugi puta, opet, statistitka obrada zahtijeva veéi broj
Zivotinja, pa smo prinudeni posegnuti za manjim, odnosno jeftinijim
pokusnim Zivotinjama. Prema tome, olito ie, da izbor vrste zavisi i od
metodike samog eksperimenta.

2.2 Spol

Osjetljivost testiranih Zivotinja na odredene toksitne agense u odnosu
na spol varira od neznatnih do veoma izrazitih razlika. Te su razlike
zapaZene narotito kod $takora, a manje kod ostalih pokusnih Zivotinja.
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Tako su, na primjer, zenke $takora osjetljivije na Parathion od muZjaka,
a obrnut je sluaj u osjetljivosti prema Schradanu. Ta se pojava tumaci
razli¢itom sposobno$éu konverzije prvotnog spoja u aktivni inhibitor
(1). Tablica 4 prikazuje razlike u osjetljivosti muskih i Zenskih Stakora
na neke organofosforne spojeve.

Tablica 4

Akutna peroralna toksiénost nekih organofosfornih spojeva za muske i Zenske Stakore

| Spoi LDy, (mg/kg)
5 5
i Muzjaci Zenke
Parathion (9) 30,0 (£3.6) 8,0 (+£0,25)
(dietil p-nitrofenil tiofosfat) g
OMPA (9) 18,5 (£0,34) | 3855 (£34)
(oktametil pirofosforoamid)
Systox (19) 6,2 2.5
(00-dietil S-etiltioetil fosforotionat)
Diazinon (19) 108,0 76,0
(00-dietil 0-/2-izopropil-4-metil-piramidil (6) /
tiofosfat)
EPN (9) 91,0 (8,2) 14,5 (+1,6)
(etil p-nitrofenil tionobenzen fosfonat)

Pri odredivanju toksinosti nekog novog spoja poZeljno je testirati
supstanciju na oba spola, a napose kada se otrovnost odreduje na Stako-
rima. Kod rada sa Yenkama treba nastojati, da se u pokus ne potkradu
gravidne #ivotinje, koje mogu posve drugadije reagirati.

2.3 Dob zivotinje

Razumljivo je, da suvi$e mlade ili prestare Zivotinje mogu dati nepo-
uzdane rezultate. Buduéi da se rast, a i kondicija Zivotinja — uz ostale
opée karakteristike — odraZava u teZini, to pri odabiranju Zivotinja za
odredeni pokus nastojimo, da nam razlike ne budu veée od 10%o tjele-
sne te¥ine. U nalelu treba teziti, da Zivotinje budu $to vise izjednacene.

2.4 Geneticki faktori

Darwin je prvi istaknuo, koliko je domestikacija Zivotinja pridonijela
stvaranju mnostva razli¢itih sojeva, dok su divlje populacije ostale
uglavnom jedinstvene. Isto tako postoje varijacije s obzirom na osje-
tljivost prema otrovima unutar pojedinih sojeva laboratorijskih Zivoti-
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nja. Vjerojatno ima pojava individualne osjetljivosti i u samom leglu,
ali one ne ¢e biti od znatenja, narotito kad rezultate primjenjujemo na
druge Zivotinje ili na ¢ovjeka.

2.5 Kondicija i ostali faktori

Kondicija Zivotinje odraz je niza faktora, od kojih u velikoj mjeri
zavise rezultati pokusa. Na kondiciju utjefe nalin ishrane (s obzirom na
kvalitetu i kvantitetu hrane), zatim drZanje i smjestaj, broj Zivotinja u
pojedinom kavezu i klimatski faktori.

Anna M. Baetjer i R. Smith (3) su pokazali svojim pckusima, od ko-
leg je znatenja temperatura okoline na reagiranje Zivotinja otrovanih
Parathionom. Grupa miSeva drZanih na 385,5° C pokazala je nakon in-
traperitonealne, odnosno intravenozne injekcije otrova br#i nastup simp-
toma, veéu brzinu ugibanja, veéi broj uginulih i br#i oporavak pre¥ivje-
lih, nego 3to je to bilo pri 22° C. Na temperaturi od 15,6°C simptomi
su se pojavili kasnije, povetao se broj protrahiranih ugibanja, pa je s
tim u vezi i letalitet bio veéi nego kod 229 C. Kod nasih pokusa s Para-
thionom na miSevima (17) zapazili smo za vrijeme vruéih lietnih mje-
seci slian utinak okolinske temperature, kao $to su ga opisali Baetje-
rova i Smith.

I prevelik broj Zivotinja u kavezu mo¥e utjecati na konaéni ishod re-
zultata. Taj je faktor od velikog znatenja i u pokusima s inhibitorima
kolinesteraze zbog uzajamno provociranih simptoma otrovanih Zivoti-
nja. Isto tako i ostali natini uznemirivanja testirane Zivotinje mogu
uzrokovati manifestaciju novih ili pojafanje veé¢ prisutnih simptoma.
Tako ¢e diranje Zivotinje ili zvu¢ni podrazaj jateg intenziteta kod ¥ivo-
tinja otrovanih organofosfornim spojevima izazvati napadaje tremora
ili gréeva u fazi razvitka simptoma kao i u fazi njihova nestajanja. Kod
kriti¢nih doza otrova, t. j. kod doza u blizini LD;, vrijednosti, na taj
nalin provocirani tremor i gréevi mogu pospjesiti ili pate uzrokovati
ugibanje Zivotinje.

3. PUT UNOSEN]JA

Opéenito moZemo reéi, da se kod niza supstancija toksi¢nost znatno
razlikuje s obzirom na put unofenja. Za veéinu spojeva vrijedi, da je
otrovnost najvea pri onom natinu aplikacije, kojim otrov najbrie do-
spijeva o optok krvi.

Pri peroralnoj aplikaciji otrov ulazi u optok krvi preko vene porte,
pri ¢emu jetra moZe u velikoj mjeri mijenjati njegovu toksiénost. Neki
spojevi nisu toksi¢ni, kad se daju peroralno, a parenteralno izazivaju
teSka otrovanja. Ima medutim i obrnutih slutajeva. Hrana i ostali sa-
drZaj u probavnom traktu mogu usporiti resorpciju otrova i tako sma-
njiti toksiénost, a kod $takora povrh toga resorpcija moze biti usporena
zbog koprofagije. Nazotnost probavnih enzima i promjene u pH vri-
jednosti crijevnog sadr?aja mogu uzrokovati razgradnju spoja i sma-
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njiti njegovu toksi¢nost. Topljivost spoja, velidina molekule, a i njezin
naboj mogu odrediti brzinu resorpcije.

S obzirom na primjenu otrova preko koze valja istaknuti, da se Zivo-
tinje u znatnoj mjeri razlikuju u propustljivosti koze za otrove od ljudi.
Od #ivotinjskih vrsta svinja je po gradi koZe najsli¢nija Covjeku.

U testovima inhalacione toksi¢nosti osnovni su faktori trajanje eks-
pozicije i velitina Cestica udisane supstancije. Stoga se nastoji postici
optimalna velitina estica. Ako su éestice manje od 0,5 mikrona, najveci
dio biva ponovo ekspiriran, dok se Cestice veée od 5 mikrona zadrZe u
gornjim dijelovima respiratornog trakta, odakle mogu biti progutane,
ali ne dopru u alveole plu¢a. (4, 15). Pri inhalacionoj ekspoziciji mogu
Yivotinje lizanjem unijeti otrov u probavni trakt, o ¢emu valja voditi
ratuna. Rezultati inhalacionih pokusa na malim glodavcima mogu se u
veéini slutajeva primijeniti na ljude i domade Zivotinje, jer su uvjeti za
resorpciju otrova gotovo jednaki.

Kod intravenozne aplikacije nije svejedno, na kojem smo mjestu in-
jicirali istraZivanu supstanciju; ulinak moze biti razli¢it, ve¢ prema
tome, da li je aplikacija izvrSena u vratnu, femoralnu ili repnu venu.
Razumljivo je, da ée kod intravenozne aplikacije i brzina injiciranja,
t. j. koli¢ina otrova injiciranog na minutu, znatno utjecati na sliku 1
ishod otrovanja. Na kraju treba spomenuti moguénost pogreSne inter-
pretacije rezultata, ako je zbog nedovoljnog iskustva otrov apliciran u
vetoj ili manjoj mjeri drugim putem, nego Sto smo namjeravali.

Grubo uzevsi, toksi¢nost nekog otrova primijenjenog intravenozno de-
set je puta veta od njegove peroralne otrovnosti. Odnos izmedu intra-
venozne i peroralne LDy, vrijednosti obi¢no pokazuje obim i brzinu
resorpcije otrova u crijevu. Kod spojeva, koje organizam brzo detoksi-
cira, brzina ulaska u cirkulaciju ima narotito znalenje. Zavisnost reagi-
ranja Zivotinje od brzine ulaska nekih organofosfornih spojeva u optok
krvi razmatrana je u vezi s toksi¢nim svojstvima izomera Metasystoxa
i njemu srodnih spojeva (20). Tablica 5 prikazuje razlike u otrovnosti
sulfonium derivata izomera Systoxa i Metasystoxa nakon peroralne, od-
nosno intravenozne aplikacije. Navedene razlike u toksi¢nosti treba sve-
sti na veéinu prije spomenutih faktora.

Tablica 5

Akutna peroralna i intravenozna toksitnost sulfonium derivata izomera Systoxa i
Metasystoxa za Zenske Stakore (10)

LD;, (mglkg)
Spoj <
i v. ‘ p- o.
00-dietil S-etilsulfonioetilmetil fosforotiolat 0,0160 oko 20
(0,0148—0,0180)
00-dimetil S-etilsulfonioetilmetil fosforotiolat 0,0615 oko 9,8
(0, 0523—0,0724)
|
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U toksikolo§kim istrazivanjima obitno odabiremo onaj put aplikacije,
koji je najsli¢niji prirodnoj ekspoziciji otrovu. Pritom treba utvrditi, da
li se neka supstancija apsorbira kroz intaktnu kozu, preko pluéa ili na-
kon ingestije otrova. Pri istrazivanju akutne toksi¢nosti organofosfornih
spojeva perkutana aplikacija je od narofitog znalenja, jer je to naj-
¢es¢i prirodni put otrovanja. '

Pored puta unofenja, koji od svoje strane moZe znatno utjecati na
LD;, vrijednost istrazivanog spoja, postoje drugi faktori, koii utjetu
na apsorpciju spoja i time indirektno na njegovu toksi¢nost. Krutine se
apsorbiraju sporije nego kad se otrov daje u otopljenom stanju. Isto je
tako poznato, da utinak iste doze otrova zavisi od koncentracije u kojoj
ga primjenjujemo, i to s razloga, Sto je kod veéih koncentracija resorp-
cija otrova brza. I sam karakter medija uvjetuje brzinu resorpcije. Tako
se supstancije topljive u vodi resorbiraju gotovo uvijek sporije kad ih
otopimo u ulju nego kad su otopljene u vodi. Prisutnost drugih supstan-
cija, kao na primjer suspendirajué¢ih sredstava, moze usporiti resorpciju
koje zbog adsorpcije otrova, a koje zbog toga, to spre¢ava kontakt otro-
va s resorptivnom povr§inom. Takav ud¢inak ima i hrana u alimentar-
nom traktu, o ¢emu je bilo govora prije. S druge strane, prisutnost ten-
z10-aktivnih supstancija moZe ubrzati apsorpciju.

Deichman (7) je u pokusima na kuni¢ima s Parathionom i njegovim
dimetilnim analogom nafao razlike u brzini resorpcije kroz koZu i ali-
mentarna trakt, kad je otrov primijenio u razli¢itim medijima.

Iako je voda najprikladniji medij za aplikaciju, delava se, da, zbog
izrazite nestabilnosti nekog spoja u vodi, treba upotrebiti koje drugo
otapalo, ili injicirati istraZivanu supstanciju u nerazrijedenom obliku.
Cesto se defava, narolito pri radu s organofosfornim spojevima, da
istraZivanu supstanciju ne moZemo u dovoljnoj mjeri otopiti ili suspen-
dirati u vodenom mediju. U takvim ée slutajevima pripremanje otopine
u biljnom ulju, s pomoéu organskih otapala ili emulgatora, olakgati
aplikaciju. Koli¢ina takvih otapala mora, medutim, biti $to manja, da
se njihov farmakoloski ulinak svede na minimum. Otapala, odnosno
emulgatore, koje namjeravamo upotrebiti za pripremanje otopine, valja
prethodno testirati na toksi¢nost i primijeniti ih u onim koli¢inama, za
koje smo sigurni da ne ée utjecati na sliku otrovanja.

ZAKLJUCAK

Kad prosudujemo rezultate odredivanja akutne toksi¢nosti, treba
imati na umu sve faktore i okolnosti, koje bi mogle utjecati na postig-
nute rezultate. Varijabilnost vrijednosti dobivenih u pokusima mo¥e za-
visiti od Cistote uzorka, od kemijskih promjena za vrijeme pripremanja
ili pohranjivanja spoja, pa od oblika i medija, u kojem smo istra¥ivanu
supstanciju primijenili. Niz faktora povezan je s putom i natinom uno-
Senja otrova u organizam pokusne Zivotinje. Put aplikacije odreduje, u
kojem ¢ée vremenu otrov dosegnuti odredenu razinu u cirkulaciji, u ko-
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joj ¢e mjeri i kakvi detoksikacioni mehanizmi do¢i do izrazaja 1 konacno,
kojim ¢ée se putom i kojom brzinom otrov izluliti iz organizma. Izbor
pokusnih Zivotinja s obzirom na vrstu, spol, dob, genetitke faktore, re-
zim drZanja 1 ishrane uvjetuje, koliko ¢e se postignuti rezultati moéi pri-
mijeniti na ljude i korisne domace Zivotinje, a to je jedan od osnovnih
ciljeva istrazivanja akutne toksi¢nosti.

Imajuéi na umu sve izvore pogre$aka, koji se mogu pojaviti u odre-
denom pokusu i koji mogu viSe ili manje utjecati na krajnji rezultat,
ne smijemo se zadovoljiti ocjenom toksi¢nosti dobivenom na temelju
jednog odredivanja. Kao i kod drugih istraZivanja, rezultate treba po-
tvrditi ponavljanim pokusom uz iste eksperimentalne uvjete.

Kako bi se objavljeni rezultati odredivanja toksi¢nosti nekog spoja
mogli $to bolje isporediti s drugim rezultatima, oni treba da uz osnovne
statisticke karakteristike sadrZavaju $to vide podataka o eksperimental-
nim uvjetima u odnosu na istraZivanu supstanciju, put unoSenja 1 treti-
ranu pokusnu Zivotinju.
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Summary

FACGTORS INFLUENCING THE VARIABILITY
OF RESULTS IN THE ASSESSMENT OF ACUTE
TOXIECITY

The significance of newly synthetized compounds with regard to their toxicity and
health hazards both for humans and domestic animals is discussed. It is pointed out
that the extrapolation of experimental toxicity data on humans and domestic animals
is not possible without a thorough understanding of the mechanism of the action of
the substances tested.

The factors influencing the variability of results in the assessment of acute toxicity
are presented, with special reference to the determination of the toxicity of organo-
phosphorus compounds. The autors’ discussion is based on literature data and their
own experience. The factors influencing the variability of results are divided into
those relating (1) to the test substance, (2) to the experimental animal, and (3) to the
route of administration.

Amongst the factors relating to the test substance, the presence of impurities and
the conversion of the sample in the course of its preparation and storage are specially
emphasized. With regard to the factors relating to the experimental animal. the effect
of the species, age, sex, and genetic factors is discussed, as well as the effect of the
factors influencing the condition of the experimental animal. In this connection it is
pointed out that in the assessment of results the treatment of animals under obser-
vation plays an important part. Different routes of administration may also be the
cause of great variability of the results. They determine how long it will take the
poison to attain a certain level in the blood, what kind of the detoxifying mecha-
nism will be put in action and to what extent, and by which route and rate the poison
will be eliminated from the body. The vehicle used in the application of the test
substance may also produce a considerable effect on the absorption rate of the poison.

The authors conclude that experimental data on the acute toxicity of a compound
cannot be considered satisfactory, unless besides basic statistical data they contain
all the information on the experimental conditions that may be of significance either
to the substance tested, or the experimental animal, or the route of administration.
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