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RESUMEN

Se ha estudiado la actividad hemolitica de la cefalosporina C sédica sobre eritrocitos de conejo «in vitro»
en presencia de CINa 0’093 M, encontrdndose que esta sustancia practicamente carece de capacidad hemoli-
tica.

Asimismo se han determinado los valores de los coeficientes hemoliticos («i») y osmdtico («g») para esta
misma sustancia obteniéndose unos valores medios de 2’35 para «i» y 1’17 para «g».
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SUMMARY

We have studied the hemolytic activity of sodium cephalosporine-C on erythrocytes of rabbit «in vitro» in
presence of sodium chloride 0.093 M. This compounds lacks practically any hemolytic activity.

We have also determined the values of the hemolytic (i) and osmotic (g) coefficients for this antibiotic,
resulting a mean values of 2.35 for «i» and 1.17 for «g».

Keywords: Sodium cephalosporine ¢, hemolytic capacity, osmotic coefficient.

INTRODUCCION tolerancia, adaptandose a las condiciones de los
fluidos organicos. Si se inyectan en vena canti-

Las soluciones de farmacos destinadas a la  dades muy pequefias de liquido, apenas se pro-
administracién parenteral y/o ocular deben ser  duce dolor o irritacién, ain cuando la solucién
isoténicas para disfrutar de la correspondiente  no sea isotonica, pues se produce una rapida
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dilucion en la sangre. Por el contrario, la admi-
nistracién de algunos mililitros de una solucién
no isoténica provocard alteraciones hematicas
(VOIG, 1982).

Las soluciones hipoténicas pueden hacerse
isoténicas mediante la adicién de sales adecua-
das, sin embargo ello no es posible con las so-
luciones hiperténicas (SOKOLOSKI, 1987).

Es un hecho conocido que las proteasas
procedentes de granulocitos y macréfagos son
responsables de los mecanismos de destruccion
de los tejidos, incluyendo la artritis reumatoide
(HARRIS, 1981). De acuerdo con ello los inhi-
bidores especificos y selectivos de estas pro-
teasas son llamados a ser potentes agentes anti-
inflamatorios ttiles en el tratamiento de estados
que dan lugar a la destruccion del tejido con-
juntivo. Recientemente ha sido descubierto que
las cefalosporinas sustituidas a altas concentra-
ciones son potentes inhibidores de la elastasa
neutr6fila (MERCK & Co.)*, enzima que posee
el mas amplio espectro frente a sustratos natu-
rales del tejido conjuntivo.

Sin embargo, la utilizacién de estos productos
a elevadas concentraciones, supone la utilizacion
de soluciones hipertonicas que podrian ocasio-
nar variaciones osmoticas en la sangre; ademas
de que estas sustancias pueden causar, por si
mismas, de forma ocasional anemia hemolitica
(BANG y KAMMER, 1983). Por ello, el obje-
tivo del presente trabajo es pues evaluar el po-
sible riesgo que en el terreno hematolégico po-
dria suscitarse por el empleo de concentraciones
de cefalosporina ¢ comprendidas entre la dosis
terapéutica y la dosis toxica.

MATERIAL Y METODOS

En el presente estudio se han empleado 10
COnejos comunes sanos, que no recibieron nin-
gun producto medicamentoso desde 25 dias antes
del comienzo de la experiencia, a los que se
extrajo 15 mL de sangre mediante puncién car-
dfaca. La sangre extraida era desfibrinada inme-

diatamente mediante agitacion suave con perlas
de vidrio durante 10 min, periodo de tiempo
suficiente para la desfibrinacién y arterioliza-
cién de la sangre por aireacion. En el desarrollo
de toda la experiencia se utilizé siempre sangre
fresca.

Al objeto de contrastar la técnica experi-
mental y determinar el volumen 6ptimo a em-
plear en las condiciones de trabajo, se han ha-
llado las absorbancias a distintos volimenes de
sangre; (concretamente se han realizado 5 series
de 9 volumenes de sangre distintos 0’025, 0’050,
0°075,0°100, 0’125, 0’150, 0’175, 07200, 0’225
mL) completando a 10 mL con agua destilada
para obtener una hemdlisis total.

De cada uno de los tubos se tomaba 1 mL de
liquido sobrenadante y se realizaba la lectura de
absorbancia en un espectrofotometro Bausch &
Lomb Spectronic 2000 a 540 nm, longitud de
onda donde se obtiene el mdximo mads caracte-
ristico de la oxihemoglobina en el espectro vi-
sible (DANIEL y ALBERTY, 1975).

La representacion grifica de las densidades
Opticas o absorbancias en funcion de los voli-
menes de sangre empleados nos da una linea
recta cuyo coeficiente de regresion (r = 0°9968
y 12100 = 99°36) es altamente significativo
(p<0’001), cumpliéndose satisfactoriamente la
ley de Lambert-Beer en todo el intervalo.

Con la ecuacion obtenida, que relaciona el
volumen de sangre con la absorbancia, pudimos
observar que el volumen 6ptimo de sangre a
utilizar en nuestra experiencia es de 0’129 mL,
ya que corresponde a la hemdlisis total y al
valor 1 de absorbancia, por lo que el cdlculo
resulta extraordinariamente cémodo.

El método seguido para la determinacién del
grado de hemdlisis de los eritrocitos en las di-
versas soluciones ha sido en lineas basicas el
descrito por HUNTER (1940), aunque em-
pleando el volumen de sangre que hemos con-
siderado anteriormente. Este método consiste en
colocar 10 mL de la disolucién problema, por
duplicado, en dos tubos de ensayo; se adicionan
07129 mL de sangre desfibrinada y aireada, se




AN. VET. (MURCIA) 6-7 (1990-91). CAPACIDAD HEMOLITICA CEFALOSPORINA. C. M. CARCELES ct al. 39

taponan los tubos y se agitan suavemente para
lograr una homogeneidad completa. Tras ello,
los tubos se trasladan a un bafio a 37(x0’5) °C
durante 45 minutos. Al finalizar este periodo se
centrifugan a 2500 rpm durante 5 minutos, se
recoge el liquido sobrenadante y se procede a su
lectura de absorbancia a 540 nm frente a un
blanco de solucion salina al 8 por mil, sin ce-
falosporina C sddica, que era sometido a idéntica
manipulacion. El cédlculo del porcentaje de he-
molisis se hace dividiendo el valor medio de la
lectura de absorbancia de la disolucién proble-
ma por la absorbancia correspondiente a la di-
solucién concreta de sangre en agua destilada y
multiplicando este cociente por 100.

Para estudiar el poder hemolitico de la ce-
falosporina C se realizaron 5 series de 10 con-
centraciones distintas (5, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 100, 130 mg/mL) con sus blancos, sin ce-
falosporina C sédica, correspondientes.

La determinacién del coeficiente del van’t
Hoff o coeficiente isoténico (i) de la cefalospo-
rina C sodica, se ha realizado empleando el
método de GROSICKI y HUSA (1954), evitan-
dose el error debido a la variable fragilidad glo-
bular mediante comparacion de la hemolisis en
una solucién dada con la hemdlisis en cloruro
sodico.

Se realizaron, al igual que en el experimento
anterior, 5 series de 10 concentraciones distintas
de este compuesto (0’5, 1, 5, 10, 12°5, 15, 17’5,
20, 30, 40 mg/mL) en agua destilada con sus
respectivos blancos.

RESULTADOS

Con los valores de absorbancia obtenidos en
las cinco series de cefalosporina C sédica en
solucidn salina, hemos obtenido los porcentajes

Cuabro 1
PORCENTAJES MEDIOS DE HEMOLISIS, CON SUS CORRESPONDIENTES ESTADISTICOS,
OBTENIDOS PARA LAS DISTINTAS CONCENTRACIONES DE CEFALOSPORINA C SODICA
EN SOLUCION SALINA AL 8 POR MIL

CONCENTRACION DE % MEDIO DE
CEFALOSPORINA C HEMOLISIS S.X. C.V.
S mg/mL 1'36 01208 0’1987
10 mg/mL 0’44 01327 0°6742
20 mg/mL 1’56 0’1320 01476
30 mg/mL 1’68 01113 01476
40 mg/mL 2°06 01691 071482
50 mg/mL 254 0’1631 0°1436
60 mg/mL 2°80 02702 072158
70 mg/mL 3’50 0’1871 01195
100 mg/mL 412 0°1393 0°0756
130 mg/mL 4°62 0’6000 0’0581
Temperatura = 37 °C Tiempo de incubacién = 45 minutos.




40 AN. VET. (MURCIA) 6-7 (1990-91). CAPACIDAD HEMOLITICA CEFALOSPORINA. C. M. CARCELES et al.

de hemdlisis medios que aparecen en el Cua-
dro 1, junto con sus estadisticos.

En todos los experimentos llevados a cabo,
se ha tenido especial cuidado con el pH de las
disoluciones a estudiar, ya que la concentracién
isoténica debe depender de alguna manera del
pH de la disolucién. Asi, SETNIKAR y TO-
MELCOU (1959) observaron que el volumen
celular aumenta en las disoluciones acidas y
disminuye en las alcalinas, aunque se mantuviera
constante la concentracién de cationes (155 mEq/
1 de Na), por lo que deducen que la presion
osmotica de los eritrocitos aumenta en contacto
con disoluciones acidas y disminuye cuando las
disoluciones tienen cardcter basico.

En nuestras disoluciones el pH no ha des-
cendido nunca de 6’9, manteniéndose en valores
préximos en todo momento a los fisiologicos.

El coeficiente de van’t Hoff (i) puede defi-
nirse como la relacion entre el efecto coligativo
producido por una molalidad dada y el efecto
observado de la misma molalidad de un no-
electrolito (MORRIS, 1982). El coeficiente os-
moético (g), se define como la relacion de una
propiedad coligativa observada, a la que deberia
ser si la disolucién fuese completa (MARTIN,
1983) . La ecuacién que relaciona el coeficiente
osmotico «g» con el de van’t Hoff «i» es la
siguiente:

g =i/ (1)

donde r es el nimero de iones de un peso-fér-
mula cualquiera.

Los términos «i» y «g», empleados de esta
forma para electrolitos y no-electrolitos en di-
solucion, indican el grado de disociacion.

A efectos pricticos, el célculo del valor de
«i» se realiza facilmente si conocemos la con-
centracion de cloruro sédico y la de cualquier
otro compuesto que produzca el mismo grado
de hemolisis mediante la siguiente ecuacion:

(«i» del CINa) x (gr de CINa/100 mL)

Se determinan los grados de hemélisis pro-
ducidos por diferentes concentraciones de clo-
ruro sédico a 37°C y los grados de hemdlisis
producidos por diferentes concentraciones del
compuesto en agua a la misma temperatura. Se
leen en las respectivas curvas las concentracio-
nes en gr/100mL de cloruro sédico y del com-
puesto que producen el 25, 50, 75% de hemoli-
sis, y los valores obtenidos se sustituyen en la
ecuacién anterior, obteniéndose los correspon-
dientes valores de «i» para la sustancia proble-
ma. Este procedimiento implica el conocimien-
to del coeficiente isoténico para e] cloruro sédico
a la temperatura de experimento, que en nuestro
caso, y tras el consiguiente estudio, adopt6 el
valor de 1’86 (ecuacién 1) para los tres por-
centajes de hemdlisis (25, 50, 75%) valor que
coincide con el calculado por HUSA y ADAMS
(1954) para una temperatura de 25°C. Para ello
se realiz6 un experimento hemolitico con cloruro
sodico en el intervalo de concentraciones de
0’36 a 0’54% p/v, tal y como se describe en el
apartado de Material y Métodos, excepto que
para cada prueba se emplearon 4 tubos de cada
concentracion, dos que se mantuvieron a 25°C
durante 45 min. y otros dos que se mantuvieron
a 37°C durante el mismo tiempo. Los tubos
mantenidos a 25°C fueron considerados como
patrones de factor «i» conocido (HUSA y
ADAMS, 1954).

Los resultados obtenidos en los experimen-
tos llevados a cabo para la determinaciéon de
tanto por ciento de hemolisis en la curva hipot6-
nica de cloruro sédico, asi como los obtenidos
cuando la cefalosporina C sédica se encuentra
disuelta en agua destilada en el intervalo de las
concentraciones de trabajo, aparecen en el Cua-
dro 2.

Las concentraciones de cloruro sédico lei-
das de la curva hemolitica hipoténica, que cau-
san un 25, 50 y un 75% de hemdlisis y las

(«i» otro compuesto) X (gr otro compuesto /100mL)

)

Peso molecular del CINa

Peso molecular del otro compuesto




AN. VET. (MURCIA) 6-7 (1990-91). CAPACIDAD HEMOLITICA CEFALOSPORINA. C. M. CARCELES et al. 41

concentraciones de cefalosporina C sédica que  cando la ecuacién 2 para los tres porcentajes de

causan el mismo grado de hemdlisis en disolu-  hemdlisis, que se reflejan en el Cuadro 4.

cion acuosa, aparecen en el Cuadro 3. Los valores de los coeficientes osméticos
Los valores de «i» se han determinado apli-  «g», calculados a partir de los valores de los

CuUADRO 2
PORCENTAJES MEDIOS DE HEMOLISIS, C:ON SUS CORRESPONDIENTES ESTADISTICOS,
OBTENIDOS PARA CADA CONCENTRACION DE CLNA Y CEFALOSPORINA C SODICA EN
AGUA DESTILADA

CONCENTRACION % MEDIO DE C.V.
HEMOLISIS

CINa (% plv)

0’36 100 —_
0’38 75 + 0’32 9°43.10°
0’40 50 = 0’84 0’0374
0’42 40 £ 0’45 0’0251
0’44 25 + 0’73 0’0654
0’46 18 = 0’81 0’0989
0’48 12 = 063 01178
0’54 3 + 080 0’6389
Cefalos.(mg/mL)

0’5 100 —

1’0 992 + 0’37 8'43.10°
5°0 82’0 + 0’71 0’0193
10°0 73’2 £ 007 0’0326
12°5 63’0 = 0’84 0’0297
15°0 53’2 £ 049 0’0206
17’5 498 + 020 8°43.10°*
20°0 39°6 + 060 0’0339
30°0 78 + 0°37 0’1073
40°0 0’0 —

Cuabro 3

CONCENTRACIONES DE CLNA (% PIV) Y DE CEFALOSPORINA C SODICA (MGIML) EN
DISOLUCION ACUOSA QUE CAUSAN EL 25,50 Y 75% DE HEMOLISIS

PORCENTAIJE DE HEMOLISIS
25 50 75

CINA .c.voirismsmoncscnnsisassoss eossiiias s T 044 0’40 0’38
Cefalosporina C.......ccceccenviiiiinnenene. 24’60 16’60 8’50
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Cuabro 4
VALORES DE LOS COEFICIENTES HEMOLITICO (1) Y OSMOTICO ,(G) DE
LA CEFALOSPORINA C SODICA PARA EL 25,50 Y 75% DE HEMOLISIS

PORCENTAJE DE HEMOLISIS

25 50 75 MEDIA
Valor de «i» 174544 1’9593 3'6352 2’3496
Valor de «g» 0’7272 0’9796 1’8176 171748

coeficientes hemoliticos «i» de la cefalosporina
C sddica, aplicando la ecuacion 1, se muestran
en el Cuadro 4.

DISCUSION

La cefalosporina C sédica, tras observar los
resultados obtenidos (Cuadro 1), carece en la
prictica de actividad hemolitica sobre los eri-
trocitos de conejo «in vitro», ya que a concen-
traciones elevadas, como es 130 mg/mL tan sélo
se obtiene un 4’6 % de hemdlisis, lo cual no es
significativo al compararlo con los reportados
por SIERRA (1971) para los tres primeros tér-
minos de la serie de las isoxazoilpenicilinas.

Podemos esperar con alta probabilidad que
se obtendra idéntico resultado «in vivo», habida
cuenta que las condiciones de ensayo han sido a
temperatura y pH muy préximos a los fisiolégi-
€os.

Al observar los porcentajes de hemdlisis
producidos a distintas concentraciones de cefa-
losporina C sédica en agua destilada (Cuadro 2)
se observa que al aumentar las segundas dismi-
nuyen los primeros. Efectivamente el estudio
estadistico mediante regresion por minimos
cuadrados nos indica que existe una alta corre-
lacion (p<0’001) entre la concentracién del
compuesto y el porcentaje de hemolisis, ya que
obtenemos un coeficiente de correlacion «r» de
Pearson de 0°9985 y un coeficiente de determi-
nacion del 99'10%. Existe, por tanto, una rela-

cién lineal entre estas variables, cuyas expresio-
nes matematicas son:

% de hemdlisis = -3'0809 - concentracién(mg/mL) + 101'2277
Concentracion(mg/mL) = -0'3217 - % de hemdlisis + 32'6770

Los valores de «i», determinados por el
método hemolitico, dependen parcialmente de
las propiedades de la sustancia para la que se
determina dicho valor y de la permeabilidad del
eritrocito a dicha sustancia. El empleo de cloru-
ro soédico como patrén de referencia elimina
cualquier dificultad de reproductividad de los
factores biolégicos implicados.

Los término «i» y «g» usados a lo largo de
este trabajo indican el grado de disociacién. Los
términos hemoliticos «i» y los valores isosmo-
ticos «g» tienen el especial significado de ser
una medida de la actividad hemolitica; es decir,
un valor mds elevado de «i» para una determi-
nada sustancia indica que €sta proporciona una
mayor protecciéon contra la hemdlisis de los
eritrocitos que otra sustancia con el mismo nu-
mero de iones que peso-férmula, con el valor de
«i» mas bajo. Esto mismo es aplicable para los
valores de «g».

En nuestro caso hemos obtenido un valor
medio de «i» de 2’35, que es muy semejante al
valor maximo esperado segun la ley limite de
Debey-Huckel (DANIELS y ALBERTY, 1975)
que seria de 2. Igual ocurre con el valor medio
de «g» que con un valor de 1’17 se acerca mu-
cho al valor mdximo de | esperado para este
pardmetro.
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Nuestros valores son menores a los reporta-
dos por SIERRA (1971), para una serie de pe-
nicilinas semisintéticas, que oscilan entre 4’78
a 4’6 para «i», y entre 2°64 y 2’53 para «g». Por
otra parte nuestros resultados nos dan valores
superiores a 1’86 (valor de «i» para el cloruro
sédico) lo que nos indica que la cefalosporina C
sodica presenta una buena proteccién contra la
hemélisis de eritrocitos de conejo, contribuyen-
do este soluto a la tonicidad de las disoluciones
acuosas.
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