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CAPITULO I

I.—INTRODUCCION

1.1. Generalidades.

En condiciones normales, la hemoglobina permanece dentro de los
glébulos rojos y, debido al tamafio de sus moléculas y a las caracteristi-
cas especiales de la membrana, no difunde a través de ésta.

La ruptura de la membrana o la modificacién en su estado fisico de-
terminan el paso de la hemoglobina al medio liquido en que se encuentran
suspendidos los eritrocitos, BERG.!

Si se diluve la sangre con agua destilada o con disoluciones hipoté-
nicas. o si se suspenden los eritrocitos en esas disoluciones, el agua penetra
dentro de los glébulos rojos para restablecer el equilibrio osmético entre
las dos fases. Los glébulos rojos aumentan de tamafio, tomando forma es-
férica v, si el paso de agua continda, la presién de éstos llegara a un punto
en que romperd la membrana. La hemoglobina liberada queda disuelta
en el medio liquido, dando disoluciones rojas transparentes. El proceso,
tan sencillo a simple vista, es en realidad algo mas complicado. Es proba-
ble que la hemoglobina no esté contenida dentro de la célula simplemente
como en una cavidad, ni incluso en cierto niimero de pequefios comparti-
mientos, sino que se halle unida, en alguna forma, a la estructura celular.

Una razén para creerlo asi es que los agentes puramente mecéanicos
no liberan el pigmento. La célula puede romperse y desmenuzarse, pero
cada diminuta particula retiene la parte correspondiente de hemoglobina.

En el presente trabajo se realiza un estudio de la actividad hemolitica
de algunas penicilinas semisintéticas, pero sin olvidar la misma actividad
ejercida por otros productos, también antibacterianos, que les precedieron
en la lucha microbiana y que, si bien es cierto que no se emplean con pro-
fusién como bactericidas, no por eso dejan de ser utilizados, aunque sea
de manera ocasional, como agentes preservadores en soluciones parente-
rales.

En el mecanismo de accién hemolitico, la membrana del glébulo rojo
juega un papel indispensable. Dicha membrana estd constituida por pro-
teinas y lipidos de diversas clases, en especial fosfolipidos, colesterol vy,
muy probablemente, pequefias cantidades de cerebrésidos, a través de
la cual realizan los correspondientes intercambios, Lucy.?

La membrana es impermeable a las sustancias de naturaleza coloidal,
como las proteinas, y mantiene la separacién entre las proteinas plasma-
ticas y la hemoglobina globular.

La membrana es permeable a las sustancias neutras, como el agua,
la glucosa y la urea. Para las sustancias totalmente difusibles, la concen-
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tracién molar por litro en los glébulos rojos es proporcionalmente menor
que en el plasma; esas sustancias (glucosa, urea, etc.), tienen una con-
centracién porcentual en los hematies algo menor que en el plasma.

En el caso de iones inorgénicos, la membrana de los eritrocitos tiene
un comportamiento particular, pues mientras es permeable para los anio-
nes Cl-, COsH-, PO4H~2, que se difunden libremente, resulte de muy
baja permeabilidad para los cationes Na*, K+, Ca*. El tinico catién que
difunde libremente es el i6n hidrégeno. La concentracién de los aniones
es diferente en los glébulos rojos y en el plasma, a pesar de su libre difu-
sién. Uno de los motivos es la diferente concentraciéon de agua, como ocu-
rre para las sustancias neutras.

Cuando en dos fases separadas por una membrana existen proteinas
que, por su naturaleza coloidal, no difunden a través de ella, y que poseen
grupos con cargas negativas, las condiciones de equilibrio de los aniones
que son difusibles se encuentran determinadas por el equilibrio de mem-
brana Donnan. Este equilibrio establece que la concentracién de los
aniones serd menor en el lado de membrana que contenga mayor cantidad
de grupos negativos no difusibles.

En el caso de los cationes Na*, K+, etc., la membrana del eritrocito
se comporta de manera muy especial en su permeabilidad. Experiencias
efectuadas con iones Nat y Kt radiactivos han demostrado que éstos
pueden penetrar, aunque lentamente, en la célula roja.

La ditusién lenta de estos iones podria explicarse admitiendo la exis-
tencia en la membrana de poros con determinada carga, que facilitarian
el paso de los aniones y que dificultarian el de los cationes, DEULEFEU.3

El objeto de la presente Memoria es hacer un estudio sobre la activi-
dad hemolitica de las penicilinas semisintéticas correspondientes a la
seric o -aril-oxialquil e isoxazolil-penicilinas, asi como la determinacién
de sus correspondientes coeficientes isoténicos de excepcional importancia
en la preparacién de soluciones parenterales. Asimismo se ha estudiado
la influencia de algunos solutos protectores (Polietilenglicoles 600 y 1.540,
y Dimetil Sulféxido) sobre la inhibicién de la hemélisis eritrocitica pro-
ducida por estos agentes antibacterianos.

II.—REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.  Agentes hemoliticos antibacterianos.

Si bien es cierto que son abundantes los estudios hemoliticos realiza-
dos con diversos agentes antibacterianos, no existen en la bibliografia
estudios hemoliticos sobre penicilinas, ya sea aisladamente o con impli-
cacién de secuencia estructural.
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2.1.1.  Anubidticos y Sulfamidas.

Los estudios de cardcter cientifico, revisados por nosotros, referentes
a la accién hemolitica ocasionada por antibiéticos, corresponden a los
efectuados por NACHMAN y col.* respecto a la anemia hemolitica producida
por la estreptomicina. Los mecanismos principales que intervienen en la
anemia hemolitica, producida por los medicamentos capaces de provocar-
la, los resumen los autores en dos grandes grupos:

1.°) Una deficiencia de caricter genético de la deshidrogenasa glu-
cosa-6-fosfato de los eritrocitos, que les hace susceptibles a la accién hemo-
litica de determinados firmacos, generalmente innocuos.

2.%) La produccién de un complejo medicamento-eritrocito, que es-
timula la formacién de anticuerpos capaces de destruir los eritrocitos del
paciente en presencia del fairmaco.

El primero de ellos se observé por primera vez en las anemias indu-
cidas por primaquina, mientras que la hemélisis derivada de la accién de
un seudohapteno, el «Stibophu», constituye el ejemplo inicial del segundo
mecanismo hemolitico.

El caso de anemia hemolitica provocada por la estreptomicina, de
que los autores hablan en su trabajo, parece constituir el primero de ellos,
cuyo mecanismo intimo no pudo ser esclarecido.

Otro antibiético caracterizado por su accién hemolitica es el Cloram-
fenicol; desde hace tiempo se sabe que los medicamentos que contienen
un anillo bencénico con un grupo nitro o amino, deprimen la funcién
hematopoyética de la médula ésea.

El Cloramfenicol contiene el grupo nitrobenceno. No obstante, este
antibiético no causé discrasia hemdtica en perros que ingirieron 99
mg/kg/dia durante dos afios. Cuando se aumenta la dosis diaria a
253 mg/kg, entonces se altera la capacidad hematopoyética de la médula
6sea en sentido desfavorable. En el hombre ha aparecido anemia aplasti-
ca después de la administracién de Cloramfenicol durante 3 semanas.?

StrumIA y RaymonD ¢ informan acerca de una anemia hemolitica
adquirida y su relacién con la produccién de anticuerpos antipenicilina.

BusTtinza 7 sefiala la accién hemolitica de la gramicidina. La escasez
de informacién hemolitica debida a los antibiéticos contrasta con la mayor
abundancia de citas sobre la actividad hemolitica producida por otros
agentes antibacterianos.

DE rA Loma 8 informa, en un estudio sobre anemias hemoliticas,
que las sulfonamidas, tan empleadas en la clinica en el tratamiento de
ciertas enfermedades, pueden originar una hemélisis tan intensa que, en
algunos casos, llega a ser mortal.
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2.1.2. Fenoles.

AxseL y CabwaLLADERY han realizado un estudio completo de la
actividad hemolitica de preservadores antibacterianos sobre eritrocitos
humanos y de conejo, en presencia de CINa 0,85 ¢¢ p/v.

Estos investigadores comienzan su estudio con los compuestos fenéli-
cos que, como es sabido, resultan téxicos para todo tipo de células.

A elevadas concentraciones, se sabe que precipitan las proteinas,
mientras que bajas concentraciones de estos compuestos las desnaturalizan
con coagulacién. Este proceso de la desnaturalizacién puede no estar re-
lacionado con el fenol. pero conduce a su penetracién en los tejidos,
GisvoL.-10

La actividad hemolitica de los compuestos fenélicos, en orden cre-
ciente de actividad, fue: fenol, m-cresol, p-clorofenol y p-cloro-m-cresol.
La hemolisis producida por estos compuestos probablemente resulte de
la alteracién de la membrana y/o penetracién de los compuestos en el
interior de la célula con la subsiguiente entrada de agua y la produccién
de la consiguiente hemdlisis.

Es interesante sefialar que los cresoles son, aproximadamente, dos
veces mas hemolilicos que el fenol, y que los p-cloro derivados de m-cre-
sol y fenol son cada uno, aproximadamente, dos veces mas hemoliticos
que los compuestos de origen.

Se ha podido comprobar una relacién directa entre las actividades
antibacteriana y hemolitica de los compuestos estudiados.

En estudios relativamente recientes, Joswick y GERHARDT !! informan
que los agentes antibacterianos fenélicos ejercen accién letal por altera-
cién fisica de la membrana celular de las bacterias o por alteracién de los
mecanismos que controlan la permeabilidad de la membrana celular.

2.1.3. Alcoholes.

La actividad hemolitica de los alcoholes, en orden creciente de efec-
tividad, estudiada por los mismos autores !* fue: Alcohol bencilico, al-
cohol fenil etilico, cloro-butanol y alcohol p-cloro-fenil etilico. Como en
el caso de los compuestos fendlicos, las moléculas cloradas han sido en-
contradas como mas hemoliticas.

LacuMaN y col.?? informan sobre la actividad antibacteriana de al-
gunos preservadores alcohélicos, sefialando que los compuestos clorados
son mds activos que los no clorados. La mejor actividad de los clorados
fue atribuida a la capacidad inherente de las moléculas halogenadas para
dispersarse mas rapidamente en los disolventes no polares y atravesar,
de esta forma, la barrera lipidica de la bacteria sin dificultad, pudiendo
aplicarse este mismo razonamiento para su actividad sobre el glébulo rojo.
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2.1.4. Tensoactivos catidonicos.

Los eritrocitos son altamente sensibles al cloruro de benzalconio.
al cloruro de benzatonio y, en general, a otros tensoactivos catiénicos. Los
efectos ejercidos sobre los eritrocitos humanos y de conejo por deter-
gentes i6nicos han sido atribuidos al descenso de la tensién interfacial y
al complejo colesterol-fosfolipido-lipoproteina de la membrana, pudiendo
pensar que el principal punto de alaque sea la monocapa de colesterol,
segtin los estudios realizados por PETHICA.13

Los agentes catiénicos examinados por los investigadores 9 fueron,
aproximadamente, 300 veces mds activos que los que producen solamente
trazas de hemélisis y unas 200 veces mds activos que los que producen
hemélisis total, como el fenol. Los coeficientes de fenol dados para el clo-
ruro de benzalconio a 37°C, por LAWRENCE,!* estdn comprendidos entre
293 y 407.

2.1.5. Mercuriales.

Otros agentes preservadores estudiados, que causan hemélisis en
eritrocitos humanos y de conejo, a concentraciones relativamente bajas,
han sido los mercuriales. Trazas de hemélisis en eritrocitos de conejo se
detectan en disoluciones salinas 0,85 % p/v. que contienen 0.04 % de ti-
merosal. observdndose una hemélisis total a una concentracién 10 veces
mayor.? Cuando los eritrocitos tratados fueron humanos, las trazas de
hemdlisis se observaron en disoluciones al 1,5 % de timerosal, siendo la
hemélisis total en disoluciones al 2 ¢Z. Aunque no hay evidencia macros-
cépica de la desnaturalizacién de las proteinas en el estudio efectuado con
los mercuriales, el empleo del microscopio electrénico por Sarro 15 ha
demostrado que el mercurio puede producir cambios en la membrana de
los glébulos rojos humanos en forma de pliegues, granulaciones vy, a veces,
coagulacién. En otros compuestos fenilmerciricos v mersalyl, BENEscH
y col.18 encuentran que son agentes hemoliticos debidos a interaccién de
mercuriales orgédnicos con grupos sulfidrilo de la célula, que a su vez son
esenciales para el mantenimiento de la estructura intacta del eritrocito.
La interacién de mercurio y grupos sulfidrilo es la base para la explicacién
del mecanismo de accién de los mercuriales, segiin BREWER.!7

2.1.6. Parabenes y formaldehido sulfoxilato sédico.

Estos compuestos han sido estudiados por GorTFRIED.!8 Las disolu-
ciones empleadas contenian concentraciones incluso superiores a la maxi-
ma solubilidad de cada paraben. No se encontré hemélisis para las disolu-
ciones de paraben, excepto para una, saturada de butilparaben, en la que
se encontré que un 12 % de los eritrocitos del conejo eran lisados por el
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preservador, en tanto que este valor se rebajaba al 6 % cuando los eritro-
citos fueron humanos.

El formaldehido sulfoxilato sédico, en cantidades normalmente em-
pleadas por via parenteral (0,1 7 ), no tiene efectos hemoliticos sobre los
glébulos rojos humanos o de conejo. En concentraciones del 1 ¢ los
eritrocitos toman color oscuro pero permanecen sin hemolizar, y en disolu-
ciones del 5% los autores han encontrado que se produce una fuerte
hemélisis con liberacién de un exudado rojo oscuro.

2.1.7.  Cloruros de alquil-dimetil-bencil-amonio.

La actividad hemolitica de varios cloruros de alquil-dimetil-bencil-
amonio sobre la sangre de conejo ha sido determinada por CADWALLADER
y ANsEeL.1? La actividad hemolitica aumenta con el incremento de la longi-
tud de la cadena alquilica desde Cg-Cyg. Con la excepcién de los homélogos
tetradecilicos, la actividad hemolitica de las sales de amonio cuaterna-
rias que tienen el mismo grupo alquilo aumenta con la cloro-sustitucién
en el grupo bencilo.

Se cree, generalmente, que los agentes tensoactivos son bactericidas
més bien que bacteriostaticos, NEWTON.2? Los germicidas de amonio cua-
ternario han sido extensamente estudiados por GLAsSMAN.?! respecto a
su accién letal contra los microorganismos, y la accién letal de este grupo
de germicidas se atribuye a su actividad superficial y a la habilidad para
fijarse en lugares cargados negativamente. GIiLLY Yy FEW 22 encuentran
que los fosfolipidos de las membranas celulares son los puntos de «bin-
ding» o unién para los compuestos de amonio cuaternario. Horcukiss 23
admite que la accién letal de los germicidas de amonio cuaternario estd
en razén directa de su accién superficial y de su permeabilidad, habiendo
demostrado que cuando son lisadas las células bacterianas por agentes
tensoactivos, exudan del citoplasma varias sustancias intracelulares.

La hemolisis de los eritrocitos humanos por detergentes iénicos ha
sido atribuida a un descenso de la tensién superficial y colapso del com-
plejo colesterol-fosfolipido-lipoproteina de la membrana, siendo la mono-
capa de colesterol el principal punto de ataque; es decir, el mecanismo es
el mismo que el sefialado en el apartado de Tensoactivos catiénicos.

Aunque los germicidas de amonio cuaternario no estin incluidos
en los estudios de BURNET y LuUsH,24 estos autores han encontrado una es-
trecha relacién entre las concentraciones de desoxicolato sédico y saponina,
capaz de hemolizar los hematies del conejo y destruir el virus de la herpes.
Este género de correlaciones entre las actividades antimicrobianas y las
actividades hemoliticas ha sido encontrado en las sales del amonio cuater-
narias, por lo que la actividad hemolitica de las sales de amonio cuaterna-
rias puede ser una indicacién de su actividad bacteriolitica.
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2.2.  Soluciones isoténicas.

El método hemolitico para el estudio de la permeabilidad de los glé-
bulos rojos fue introducido por HAMBURGER en 1883 25 y empleado tam-
bién por Griyns 26 y otros investigadores cuyos trabajos han sido revisa-
dos por Davson 27y PONDER.28

AnsEeL y Husa,2® empleando sales del acido glucénico, hacen un es-
tudio comparativo de los valores de «i», calculados por el método hemo-
litico, con los obtenidos por el descenso del punto de congelacién. Los
valores hemoliticos de «i» resultaron ser mayores cuando emplearon el
método hemolitico, y entre las diversas sales utilizadas, fue el gluconato
de zinc el que proporcioné valores de «i» mas elevados. debido a la preci-
pitacién parcial de la hemoglobina liberada de los eritrocitos lacados.

Zanowiak y Husa 39 emplean los datos obtenidos en el estudio he-
molitico para calcular los valores «i» de Van’t Hoff para alcoholes mo-
nohidricos y polihidricos, encontrando que todos los que tienen un peso
molecular menor que el eritrol, causan hemdlisis completa a concentracio-
nes calculadas para ser isosméticas; sin embargo, los dioles y trioles de
bajo peso molecular investigados no causan hemdlisis en presencia de
CINa 0,6 % p/v.

El método hemolitico ha sido empleado por THomassoN y Husa 3!
para la determinacién del coeficiente isotémico «i» de varias sales de al-
caloides. Los datos aportados por estos autores son de estimado valor para
la preparacién de disoluciones isoténicas con la sangre, puesto que los
métodos basados sobre datos fisico-quimicos no son siempre ciertos. Em-
pleando el método hemolitico, determinaron valores «i» de Van’t Hoff
para diversas sales de dcidos organicos. Los resultados indican que las
sales de sodio y de potasio de los 4cidos citrico, tartarico y succinico tiene
valores «i» hemoliticos mas elevados de lo que puediera esperarse. El ace-
tato, salicilato y benzoato de amonio, asi como el tartrato de bismuto y
potasio, causan el 100 % de hemélisis a todas las concentraciones ensa-
yadas; lo que evidencia la necesidad de reconsiderar el uso de los coefi-
cientes isoténicos obtenidos, teniendo en cuenta solamente las propie-
dades coligativas.

2.3.  Polietilenglicoles.

Son numerosas las comunicaciones aparecidas en los tdltimos afios,
relacionadas con la inactivacién de varios preservadores antibacterianos
cuando. en su presencia, se emplearon productos tales como gomas vege-
tales y tensoactivos no iénicos. P1sano.32 En este sentido. ANSEL 33 estudia
la influencia de los poloetilenglicoles (PEG) sobre la respuesta de los eri-
trocitos del conejo a concentraciones hemolilicas de fenol, m-cresol y
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p-clorofenol. Los resultados obtenidos le permiten afirmar que, por razén
de las interacciones entre cada uno de los agentes antibacterianos y los
polietilenglicoles, éstos son capaces de prevenir la hemélisis. Este inves-
tigador encuentra también que los polimeros de elevado peso molecular
son mds efectivos que los de grado de polimerizacién mas bajo.

GrauseR y TALBoT 3¢ describen el uso de polimeros de gran tamatio
molecular, encontrando que estos compuestos son efectivos en la protec-
cién celular y que, a diferencia del glicerol, no necesitan penetrar en la
célula para cumplir esta propiedad.

SLOVITER 3% investigd con polimeros de etilenglicol. de peso melocu-
lar 500-1.500. e indicé que la mejor efectividad la proporcionan a una
concentracién del 25 % p/v.

24. Dimetil Sulféxido.
La influencia del Dimetil Sulféxido (DMSO) sobre la actividad he-

molitica de varias clases de preservadores antibacterianos ha sido inves-
tigada «in vitro» por ANSEL y LEAKE,3¢ empleando eritrocitos de conejo.
Los autores informan que el DMSO. a concentraciones de aproximadamente
20 %%, rebaja de manera notoria la respuesta hemolitica de los glébulos
rojos de conejo, «in vitro», frente al fenol. Posteriormente, se han amplia-
do los estudios con Dimetil Sulféxido para ver si su conducta o comporta-
miento ante el fenol es peculiar de este par de compuestos o si puede ha-
cerse extensiva a otros compuestos antibacterianos.

Cuando el Dimetil Sulféxido se emplea en concentraciones superiores
al 20 %, entonces ofrece un marcado poder hemolitico.

Se conoce poco acerca de la toxicidad del Dimetil Sulféxido y, aun-
que en un reciente informe, RUBIN y MaTT1s 37 describen cambios rever-
sibles en el cristalino de perros que recibieron una dosis oral de 2,5 g/Kg/
dia, lo cierto es que este nivel es alto y concede bastante margen para su
empleo, aparte de su excelente absorcién por el tubo digestivo.

Asawoop-SMmiTH 38 informan que es menos téxico que el glicerol.
Huceins 39 lo estimé técnicamente satisfactorio para la conservacién de
las células rojas. PYLE y BoYER 4" encuentran que el Dimetil Sulféxido
es hemolitico para los eritrocitos humanos a la concentracion del 40 ¢¢ p/v.
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CAPITULO I
III.—PARTE EXPERIMENTAL.

3.1.  Material y métodos.
3.1.1.  Animales.

Para el desarrollo de nuestros experimentos hemos empleado como
donadores de sangre, el conejo comiin y el conejo blanco de Nueva Zelan-
da; el primero, procedente de la Cétedra de Genética y Alimentacién de la
Facultad de Veterinaria de Leén, y el segundo, procedente de los Labora-
torios «Wildelot», TILBURG (Holanda), con certificado de origen,
facilitado por Antibiéticos, S. A. (Leén).

3.2. Compuestos utilizados. Preparacion y pureza.
3.2.1. a -aril-oxialquil-penicilinas.

Fenoximetilpenicilina (sal potésica). El producto empleac{o ha sido
el comercial de Antibiticos, S. A., con una pureza media del 99,3 % con-
trastada por métodos quimicos y biolégicos.

dl- @ -fenoxietil-penicilina (sal potasica). El producto ensayado
provenia de muestras comerciales de Antibiéticos, S. A., y posee una pure-
za media del 99,4 ¢ contrastada por valoracién quimica y biolégica.

dl- a -fenoxietil-penicilina (sal sédica). Se preparé a partir de la
disolucién acuosa de la correspondiente sal potdsica por extraccién a pH
1.8 con metil-isobutil-cetona y subsiguiente precipitacién con 2-etil-he-
xoato sédico. El producto obtenido, valorado biolégicamente, es del 99,1 ¢
de pureza.

Obtencion de los diasteroisémeros de la dl- @ -fenoxietil-penicilina.

d- a -dcido fenoxipropiénico. El método empleado para la prepara-
cién de este isomero 6ptico ha sido del de FourRNEAU y Sanpurescu.4!
Partiendo de 31,2 gramos de clorhidrato de yoimbina y de dl- « -4cido
fenoxipropiénico, se obtienen 12 gramos de d- a-dcido fenoxipropiénico
épticamente puro. Punto de fusién 86-83°C. ja. ]2 = + 3980 ( =
= 1% en alcohol absoluto) frente a | « | W =+ 39,3.% dado por la
literatura.4! _

d-a.-fenoxietil-penicilina potasica y |- -fenoxietil-penicilina potasi-
La preparacién de estas sales se lleva a cabo de la misma forma que
describen PERRON y col.#3 Las rotaciones dpticas encontradas han sido
[a]| 39 = + 250°y | ¢ | 2N = + 2179, respectivamente (¢=1 <
en agua).

ca.

l- a.-fenoxipropil-penicilina (sal potésica).—El producto empleado
ha sido el denominado por Pfizer, Cillinex. EI método seguido en la libe-
racién de excipientes estabilizantes consiste en la disolucién en agua del
producto, seguido de una extraccién a fase orgénica, a pH 1.8 y poster'ior
precipitacién con 2-etil-hexoato potésico. La pureza del producto obtenido
ha sido del 98,7 %, por valoracién biolégica.

32.2. Isoxazoil-Penicilinas.

3-fenil-5-metil-4-isoxazoil-penicilina (sal sédica).—FEl producto em-
pleado ha sido el comercial puro de Antibiéticos, S. A., libre de excipientes,
y de pureza media del 99,3 %, determinada por procedimiento quimico y
biélogico. ‘

3-o-clorofenil-5-metil-4-isoxazoil-penicilina (sal sédica monohidra-
to).—El producto ensayado por nosotros provenia del preparadg comercial

- Orbenin (Beecham), libre de aditivos y de pureza 99,0 %, contrastada bio-

l6gicamente.

2,6-o-dicloro-fenil-5-metil-4-isoxazoil-penicilina (sal sédica monohi-
dratada).—Ha sido empleado el producto comercial puro de Antibiéti-
cos, S. A., de una pureza media, quimica y biolégica, del 99,2 %.

Al objeto de relacionar, de forma simplificada, las estructuras de la
cadena lateral de estas penicilinas con los nombres quimicos, genéricos y
comerciales de uso més frecuente, hemos creido conveniente la confeccién

de la Tabla I.

3.2.3. Polietilenglicoles 600 y 1.540.

Los empleados en este trabajo han sido de grado comercial pertene-
cientes a la firma Schuchardt, Miinchen.

3.24. Dimetil Sulféxido.

Se ha empleado el de grado reactivo, obtenido comercialmente en la

casa E. Merck, A. G., Darmstadt.

3.2.5. Cloruro sédico.

Se usé cloruro sédico de grado purisimo, de la casa Panreac. Solu-

bilidad a 20°C, 35,8 %.
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Penicilinas dcido-resistentes pero susceptibles de destruir la penicilinasa.

TABLA 1

R-6APA

Quimico

Genérico

Comercial

-0-CH-37

)

PM = 350,5

o -fenoximetil
penicilina K

Penicilina V-K

Compocillin (Abbot)
V-Cillin (Lilly)
Pen-Vee (Wyeth)

.o.CIH_
CH3

’

dl-a-fenoxietil
penicilina K

Feneticilina K

Bendraldn (Antib.
S A)

Sincillin (Bristol)
Alpen (Schering)
Chemipen (Squibb)
PM = 4025 Maxipen (Roering)
Brocillin (Beecham)
-0-CH- | 1-ot-fenoxipropil | Propicilina K Ultrapen (Harvey)
7 penicilina K Cillinex (Pfizer)
C%JIZ
CHj3
PM = 416,5
Penicilinas resistentes a los dcidos y a la penicilinasa
R-6APA Quimico Genérico Comercial
C-C- 5-metil-3-fenil-4- Prostaphlin (Bristol)

isoxazoil
penicilina Na

Oxacilina Na

Resistopen (Squibb)

4 \Cl-C-C- 3-0-clorofenil-5- Cloxacilina Orbenin (Beecham)
] metil-4-isoxazoil Na
N C-CH, | vpenicilina Na Tegopen (Bristol)
/
PM = 4579 \0
Cl
@-C- C 3-0-clorofenil-5- | 2,6- Dynapen (Beecham)
[ metil-4-isoxazoil | Dicloxacilina
Cl l\{ /C-CH:; penicilinaNa |[Na Veracillin (Roering)
PM =4923 O
R = radical unido al niicleo fundamental de las penicilinas (dcido 6-amino-
penicilanico o 6APA. N

En lo sucesivo haremos siempre referencia a la correspondiente penicilina
por su nombre genérico.
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3.3. Aparatos.

pH-metro Beckman, modelo Zeromatic.

Centrifuga M. S. E., modelo Angle-50.

Colorimetro Bausch-Lomb, de red de difraccién. modelo Spectronic-20.
Balanza de precisién Sartorius. modelo 2.662.

Termostato Memmert * 0,5°C.

Estufa Memmert de control automético de temperatura.
Espectrofotémetro U.V. Beckman, modelo DK-2.

Elementos de medida: :

Microbureta Afora, de 5 ml contrastada por pesada.

Pipetas Silberhrand graduadas ¢/franja de 0,1 ml en 1/1.000.
Pipetas Silberbrand graduadas c/franja de 1 ml en 1,/100.
Pipetas Silberbrand de 10 ml graduadas c¢/franja en 1/10.

3. Métodos.

34.1. Preparacion de las disoluciones.

Las distintas disoluciones de cada antibitico en CINa 0,093 M
fueron preparadas sobre la base “¢ p/v. Cuando se trabajé con Polietilen-
glicoles (PEG), las disoluciones acuosas o salinas de los mismos se prepa-
raron en % p/v de polimero. Las disoluciones de Dimetil Sulféxido
(DMSO) se prepararon sobre la base v/v, tanto en agua como en disolu-
cién salina 0,093 M.

3.4.2. Recogida de sangre.

La sangre utilizada en la parte experimental correspondiente a la ac-
tividad hemolitica de las penicilinas semisintéticas ha sido la de conejo
comiin y la de conejo blanco de Nueva Zelanda; sin embargo, en la parte
experimental restante, la sangre utilizada ha sido, exclusivamente, de
conejo blanco de Nueva Zelanda.

La sangre se obtuvo por puncién cardiaca, empleando jeringuilla de
vidrio de 10 c.c. y aguja hipodérmica de 0,9 mm. de didmetro, y 40 mm.
de longitud. Una vez extraida, la sangre fue inmediatamente desfibrinada
por un suave movimiento rotatorio en un matraz Erlenmeyer de 125 ml,
que contenia perlas de vidrio. Generalmente, es suficiente un periodo
de 5 a 10 minutos para la desfibrinacién y arteriolizacién de la sangre por
aireacién.

Aunque cada experimento hemolitico se ha realizado con sangre fres-
ca, en los experimentos llevados a cabo con sangre almacenada, a la tem-
peratura del refrigerador (+4°C) durante 72 horas, no hemos encontrado
diferencias significativas.
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34.3. Comprobacion de la Ley de Lambert Beer.

Al objeto de contrastar la técnica experimental y determinar el volu-
men de sangre 6ptimo a emplear en las condiciones experimentales. se han
hallado las absorbancias a distintos voliimenes de sangre. en el intervalo
de 0,01 ml a 0,1 ml, en agua destilada (hemélisis total). La representa-
cién grafica de las densidades épticas o absorbancias (E), en funcién de
los voliimenes de sangre empleados, nos da una linea recta en todo el in-
tervalo que cumple satisfactoriamente la Ley de Beer, como puede verse
en la grafica (1). Las lecturas de las absorbancias se han realizado a la
longitud de onda de 540 my.. maximo maés caracteristico de la oxihemo-
globina en el espectro visible.** De los voltimenes de sangre empleados
fécilmente se deduce, de la representacién grifica, que 0,05 ml es el volu-
men 6ptimo a emplear, puesto que cubre perfectamente la escala de absor-
bancias desde el valor de cero a uno, entre cuyos valores se puede realizar
cualquier lectura intermedia y, por otra parte, al corresponder el valor
1 de absorbancia a la hemélisis total para 0,05 ml. el calculo resulta ex-
traordinariamente eémodo.

3.4.4. Determinacién cuantitativa del grado de hemdlisis.

El método seguido para la determinacién del grado de hemdlisis de
los eritrocitos en las diversas disoluciones de trabajo, fue esencialmente
el descrito por HUNTER.4> Esta basado en el hecho de que la oxihemoglo-
bina liberada por una disolucién hipoténica es una funcién directa del
nimero de células hemolizadas. Por otra parte, como del lacado de los
eritrocitos resulta una hemélisis completa, cuando éstos estin presentes
en una disolucién de carbonato sédico 0,1 % es posible expresar la he-
molisis que tiene lugar a una concentracién dada de sal, en funcién de la
hemdlisis total. Una determinacién cuantitativa de la hemélisis parcial
presentada a cualquier concentracién de sal en la disolucién, se puede lle-
var a cabo facilmente centrifugando y despreciando las células no hemo-
lizadas y determinando la oxihemoglobina liberada en el liquido sobrena-
dante por medio de un colorimetro fotoeléctrico, leyendo en la longitud
de onda 540 my..

El método consiste en colocar 10 ml de la disolucién problema, por
duplicado, en sendos tubos de ensayo; con una pipeta Silberbrand se adi-
cionan 0,05 ml de sangre desfibrinada y aireada se taponan los tubos y se
invierten varias veces para lograr una homogeneidad completa. Las mez-
clas disolucién problema-sangre se trasladan a un bafio a 37°C + 0,5 du-
rante 45 minutos. Al final de este periodo, se centrifugan las mezclas a
2.000-2.500 r.p.m. durante 5 minutos, se recoge el liquido sohrenadante.
se deposita en tubos colorimétricos para efectuar la lectura de absorbancia
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de luz a longitud de onda de 540 mp. empleando un colorimetro Spec-
tronic-20.

Con anterioridad a la lectura de la absorbancia de la disolucién pro-
blema se preparé un blanco de la misma, que permanecié en el bafio a 37°C
durante 45 minutos antes de proceder a su centrifugacién para recogida del
sobrenadante, el cual, depositado en un tubo colorimétrico, se lleva la ab-
sorbancia al valor cero, quedando asi ajustado el colorimetro para las lec-
turas de absorbancia de las disoluciones problema. Mediante la absorban-
cia de cualquier disolucién con 0,05 ml de sangre, se relaciona con la pro-
ducida por 0,05 ml de sangre adicionados a 10 ml de carbonato sédico
a 10 ml de agua destilada; en ambos casos la lectura obtenida corresponde
al 100 % de hemélisis. Para cada muestra se hicieron de 6 a 10 lecturas
en tubos diferentes. El cédlculo del porcentaje de hemdlisis se hace divi-
diendo el valor medio de la lectura de la absorbancia de la disolucién pro-
blema por la absorbancia correspondiente a la disolucién de carbonato
sédico a 0,1 % o agua destilada més sangre; este cociente multiplicado
por 100 representa el 1% de hemdlisis total de la disolucién.

Este calculo se resume en la siguiente expresién:

Lectura absorbancia disolucién problema

X 100
Lectura absorbancia CO3Nas 0 agua dest.

Al adoptar el procedimiento de célculo sefialado se tuvo en cuenta,
en el caso de las disoluciones salinas. cualquier absorbancia de luz inhe-
rente a la opalescencia o a la bilirrubina. Para ello, se preparé un blanco
colocando 0,05 ml de sangre en 10 ml de CINa 0,6 % p/v, que recibié el
mismo tratamiento que las disoluciones problema; leidas las absorban-
cias, se obtivieron valores de 0,01 y 0,03, que corresponden a unos valores
de hemélisis del 1y del 3 %, respectivamente, por lo que en la practica
no es necesario efectuar ninguna sustracién en los valores hallados en la
lectura de las absorbancias proporcionadas por lasdisoluciones problema.

CAPITULO III
IV.—RESULTADOS
4.1. Hemdlisis producida por a -aril-oxialquil e isoxazoil penicilinas.
Los grados de hemélisis encontrados para los tres primeros términos
de las dos series de penicilinas estudiadas, en funcién de las concentracio-

nes de las mismas, vienen recogidas en las Tablas II a VII. En las graficas
2, 3 y 4 se representan los tantos por ciento de hemdlisis frente a los valo-
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TABLA III

res de las concentraciones de penicilina presentes en la disolucién 0,093 M

de ClNa.

.. . . . . _Donador: conejo comun. Temperatura = 37°C.
Las condiciones experimentales han sido siempre las mismas, es Tiempo incubacién = 45 min
decir, un tiempo de incubacién de 45 minutos y 37°C. La sangre empleada P '
procedia de los tipos de donadores utilizados. Las dispersiones maximas .
de los resultados obtenidos fueron del orden del 10 % cuando se empleé Feneticilina K | Absorbancia % pH pH
el conejo comiin como donador, disminuyendo este valor al 7 % cuando /100 ml E)? Hemslisis inicial final
el donador fue el conejo blanco de Nueva Zelanda. En ambos casos, el
nimero de lecturas efectuadas con distintos donadores, en diferentes tubos, 3.90 0,98 08 + 0,020 5,7 6,8
ha sido un minimo de 8 y un méaximo de 10. 3:00 0,71 71 + 0,023 5,7 6,8
2,50 0,43 43 + 0,023 58 6,9
TABLA 11 2,00 0,22 22 + 0,036 5,9 6.8
Donador: conejo comin. Temperatura = 37°C 1,50 0,11 1 = 0’0_25 2’8 g’g
Tiempo incubacién = 45 min. 1,00 0,04 4 + 0,020 , )
Penicil V-K | Absorbancia % pH pH Donador: conejo blanco de Temperatura = 37°C
/100 ml (E)2 Hemélisis inicial final Nueva Zelanda. Tiempo incubacién = 45 min.
3,75 1,00 100 - 5.8 6,8 *
3,00 0,81 81 + 0,032 6,0 6,8 Feneticilina K| Absorbancia %o ) IJH PH
2,50 0,57 57 + 0,031 6,0 6,8 g/100 ml (E)? Hemélisis inicial final
2,00 0,34 34 =+ 0,025 6,1 6,9
1,50 0,17 17 =+ 0,022 6,0 6,3 3.00 0,09 99 + 0,007 58 6.9
1,00 0,08 8 + 0,021 6,1 6,9 3.00 0,73 73 + 0,023 5,7 0,9
2,50 0,41 41 =+ 0,025 5,9 7.0
2,00 0,20 20 =+ 0,039 58 6,9
: o 1,50 0,08 8 + 0,018 6,0 6.9
Donador: conejo blanco de Tfamperastura = 37°C. 1,00 0,02 9 + 0,020 59 6,9
Nueva Zelanda. Tiempo incubacién = 45 min.
Penicil. V-K | Absorbancia % pH pH a = valores medios de 10 lecturas.
g/100 ml (E)? Hemdlisis inicial final
3,75 1,00 100 — 5,7 6,8
3,00 0,79 79 + 0,031 5,9 6,8
2,50 0,51 51 =+ 0,025 3,8 0,9
2,00 0,32 32 =+ 0,023 6.0 6,9
1,50 0,20 20 + 0,023 6.1 7,0
1,00 0,12 12 + 0.017 0.1 6.9
a = valores medios de 10 lecturas. _——_E (x— X
= desviacién tipo o cuadritica media = \/ n
85—
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TABLA 1V TABLA V

Donador: conejo comin. Temperatura = 37°C. Donador: conejo comin. Temperatura = 37°C.
Tiempo incubacién = 45 min. Tiempo incubacién = -5 min.

Propicilina K | Absorbancia o pH pH Oxacilina Na | Absorbancia % pH pH
/100 m] (E)? Hemousis inicial final «/100 ml (E)? Hemélisis inicial final
3,95 0.97 97 + 0,023 5,7 6,8 3,00 0,98 98 + 0,022 5,5 6,8
3,00 0.66 66 + 0,031 5,7 6,9 2,00 0,66 66 + 0,032 5,6 6,9
2,50 0,13 43 + 0,020 5,8 6,8 1,75 0,48 48 + 0,030 5,5 6,8
2,00 0,24 24 + 0,035 6,0 6,9 1,50 0,24 24 + 0,028 5,7 6,9
1,50 0,13 13 + 0,023 6,0 6,9 1,00 0,09 ; 9 + 0,019 5,8 6,8
1,00 0,05 5 + 0,023 6,1 7,0 0,50 0,04 4 + 0,021 5,7 6,9

Donador: conejo blanco de Tiempo incubacién = 45 min. Donador: conejo blanco de Temperatura = 37°C.

Nueva Zelanda. Temperatura = 37°C. Nueva Zelanda. Tiempo incubacién = 45 min.
Propicilina K|Absorbancia K pH pH (Oacilina Na | Absorbancia % pH pH
g/100 ml (E) Hemélisis inicial final /100 ml (E) Hemolisis inicial final
3,95 1,00 100 — 5,6 6,9 3,00 1,00 100 — 5,6 6,9
3,00 0,68 68 + 0,025 5,8 7,0 2,00 0,61 61 + 0020 5.8 6,9
2.50 0,36 36| *0,031 5,7 7,0 1,75 0,43 43 +0020 | 58 7,0
2,00 0,19 19 + 0,018 5.8 6,9 1,50 021 21 + 0.021 5,7 71
1,50 0,09 9 + 0,019 6,0 7,1 1,00 0,04 4 + 0,020 5.8 7,0
1,00 0.03 3 + 0,017 58 7,0 0,50 0,01 1 + 0,010 5,7 6,9
a = valores medios de 8 lecturas. a = valores medios de 10 lecturas.
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TABLA VI TABLA VII

Donador: conejo comtin. Temperatura = 37°C. Donador: conejo comiin. Temperatura = 37°C
Tiempo incubacién = 45 min. Tiempo incubacién = 45 min.
. . 2.6 Dicloxaci- | Absorbancia % pH pH
Cloxacil. Na | Absorbancia % pH pH i sr6lisis inici 1
¢/100 m] (E)? Hemdlisis inicial final ] (Bye | MHemolish iniclal fine
2,15 0,98 98 =+ 0,021 5,7 6,8 1,25 1,00 100 — 5,9 7.0
2.00 0,90 90 + 0,045 5,8 6,9 1,00 0.97 97 =+ 0,020 6,0 6,9
1,50 0,55 55 + 0,034 6,0 6,8 | 0,75 0.70 70 + 0,038 6,1 6,9
1,00 0.21 21 + 0,029 5,9 6,9 | 0,50 0,36 36 + 0,015 6,0 7,0
0,50 0,06 6 + 0,015 6,0 6,8 ‘ 0,25 0,13 13 + 0,019 6,2 7,1
0,25 0,02 2 + 0,022 5,9 6,9 0,10 0,02 2 + 0,020 6,2 7,1
Donador: conejo blanco de Temperatura = 37°C. Donador: conejo blanco de Temperatura = 37°C. _
Nueva Zelanda. Tiempo incubacién = 45 min. Nueva Zelanda. TiemPO incubacién = 45 min.
Cloxacil. Na | Absorbancia L] . pH pH 26 lgi:lNozaci- Absorbanei HenZZlisis in]i)cI;Ia] f&lil
g/100 ml (E)* Hemélisis inicial final /100 ml (E)*
2,15 1,00 100 —_ 5,6 6,8 1,25 1,00 100 — 5,8 6,9
2,00 0,88 88 + 0,023 5,8 7,1 1.00 0,90 90 + 0,028 5,9 6,9
1,50 047 47 =+ 0,030 5,8 7,0 0,75 0,62 62 =+ 0,020 6,1 7,0
1,00 0,48 18 + 0,021 5,7 6,9 0,50 0,28 28 =+ 0,021 6,0 6,9
0,50 0,04 4 + 0,020 6,0 7,0 0,25 0,08 8 + 0,014 6,1 7,2
0,25 | — — —_ — — 0,10 0,01 1 + 0,010 0,2 7,0
a = valores medios de 9 lecturas. a = valores medios de 10 lecturas.
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1.1.1. Actividad hemolitica de los Diasteroisémeros de la Feneticilina
Potdsica.

La Feneticilina se prepara por N-acilacién del 4cido 6-aminopenici-
lanico (II) con el 4cido dl- « -fenoxipropiénico (I), dando como producto
de reaccién la sal potasica (111).

s
+*
—0-CE-COZE + HoN | <g§3
CEy 3 >
7 ¥ ~COOH

(1) (11)

s
*
/ N ~0~CH~CONE CH _CH (°H3
CH3 CH3
| H—COOK
0 ¥

(111)

Debido a la presencia de un carbono asimétrico en la cadena lateral
de la molécula (*), el compuesto (III) existe como la mezcla de dos for-
mas diasteroisémeras de distintas propiedades fisicas y antimicrobianas.
Bajo determinadas condiciones, GOUREVITCH y col.46 han demostrado que
la actividad de la d-« -fenoxietil-penicilina es, en muchos casos.sensible-
mente menor que la l- o-fenoxietil-penicilina. Esta dependencia estructural
quimica/actividad antimicrobiana de los diasterosiémeros de la Feneti-
cilina induce a pensar que pueden existir diferencias en su comportamiento
hemolitico. La Tabla VIII recoge los valores encontrados para los diaste-
roisémeros en las condiciones experimentales indicadas. En las grificas
5a y 5b se representan los porcentajes de hemdlisis frente a las concentra-
ciones de cada isémero éptico en CINa 0,093 M. Debido a que la variable
fragilidad eritrocitica ha sido observada en los experimentos llevados a
cabo con la Feneticilina K, en los experimentos realizados con los diaste-
rosiémeros hemos utilizado sangre de conejo blanco de Nueva Zelanda,
a causa de su mejor reproductividad y menor dispersién de los resultados
obtenidos.

TABLA VIII
Donador: conejo blanco de Temperatura = 37°C.
Nueva Zelanda. Tiempo incubacién = 45 min.
Concentracién Absorbancia | % Hemélisis pH pH
d- o -fenoxietil (E) a inicial final
penicilina Ka
3,5 0,93 93 5.8 6,9
3,0 0,75 75 5,7 6,3
2,5 0,43 43 5,8 7,0
2,0 0,22 22 6,1 6,9
1,5 0.09 9 6,0 6,9
Donador: conejo blanco de Temperatura = 37°C.
Nuva Zelanda. Tiempo incubacién = 45 min.
Concentracién Absorbancia ‘;‘/o Hemdlisis pH pH
I- & fenoxietil (E) inicial final
penicilina Ka
3,5 0,88 88 5,8 7,0
3,0 0,70 70 5,9 6,9
2,5 0,38 38 5,9 7,0
2,0 0,17 17 6,0 7,1
1,5 0,05 5 6,0 7,1
a = nombre quimico de cada diasteroisémero.
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4.1.2.  Influencia de la concentracion de sangre.

A las concentraciones molares de las correspondientes penicilinas.
en su forma salina, que causan hemélisis total, se les anade distintas canti-
dades de sangre de conejo, midiendo el grado de hemdlisis para cada adi-
cién de sangre. La variacién del grado de hemdlisis con la cantidad de
sangre afiadida se recoge en el cuadro siguiente:

ml de sangre afiadidos a la

Antibiético Concentracién en disolucién de penicilina:

mol 111072 (a) 0.04 0.06 0.08 0,10
Penicilina V-K 9,6 100 85 38 18
Feneticilina K 9,8 100 78 36 16
Propicilina K 9,5 100 86 29 16
Oxacilina Na 7,8 100 88 40 20
Cloxacilina Na 4.7 100 84 41 19
2.6-Dicloxacilina Na 2,5

(a) en presencia de CINa 0,093 M.

4.2.  Efecto de pH de las disoluciones sobre la presion osmética
intracelular.

En todos los experimentos llevados a cabo, se ha tenido especial cui-
dado con los pH de las disoluciones a estudiar. A valores de pH fisiolégico,
las cargas negativas son las que prevaleEen en la hemoglobina de los
glébulos rojos. y aproximadamente, se requieren 50 meq/1 de cationes
para la neutralidad eléctrica. Como la hemoglobina es un anfolito, sus
cargas negativas disminuyen cuando el medio tiene caricter acido, libe-
rando cationes, los cuales son incapaces de difundir al fluido extracelular
a través de la membrana de la célula por no ser ésta permeable para ellos
y atrayendo, por tanto, aniones desde el liquido extracelular. Una disminu-
ci6n del pH, por consiguiente, incluye una elevacién de la presion osmé-
tica intracelular y, por el contrario, un aumento del pH origina una caida
de la presién osmética intracelular. La concentracién isoténica debe,
pues, depender de alguna manera, del pH de la disolucién. SETNIKAR I.
y TEMELCOU 0.47 ofrecen la prueba experimental de esta hipétesis. Aunque
la concentracién de cationes, en la disolucién objeto de su examen, se man-
tuvo constante 155 meq/l de Nat), observaron que el volumen celular
aumenta en las disoluciones acidas y disminuye en las alcalinas, demos-
trando este hecho que la presiéon osmética de los glébulos rojos aumenta
en contacto con disoluciones 4cidas y disminuye cuando las disoluciones
tienen cardcter bésico.
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Este hecho actual desautoriza a MA1zZELS 48 y a RAPOPORT,49 quienes
por estas fechas habian indicado que un pH é4cido disminuia la hemélisis,
si bien es cierto que su afirmacién estd relacionada con el empleo de solu-
tos para la conservacién de la sangre. MA1ZELS y WHITTAKER,% buscando
diluyentes para conservar la sangre, indicaron el pH 6,6 como el mas idé-
neo para proporcionar una buena conservacién. Quizés este valor de pH
pudiera ser el limite inferior tolerable para la proteccién del glébulo rojo.
PLOUVIER®! estudiando la resistencia de los glébulos rojos, considera
que ésta estd en razén directa con las variaciones del pH del medio.

4.3. Coeficiente de Van’t HOFF.

Aunque el método hemolitico ha sido extensamente empleado en los
estudios de permeabilidad celular, pocas aplicaciones del mismo han
sido llevadas a cabo en el estudio y preparacién de las disoluciones iso-
ténicas. WOKES 52 determiné la relacién concentracién isoténica/con-
centracién hemolitica para un gran nimero de sustancias inorgénicas
y comprobé que conociendo esta relacién es posible estimar la concentra-
cién isoténica de una disolucién desconocida por dilucién de esta Gltima
hasta que, justamente, produjese hemdlisis, concluyendo que si una diso-
lucién diluida con la mitad de su volumen de agua destilada produce he-
mélisis, no es isotdénica.

Husa y Apams 3 han empleado una técnica mas rigida que la dada
por WokEs 2 y han demostrado que la hemélisis de los glébulos rojos
no es prevenida por ciertas sustancias calculadas para ser isoténicas con
la sangre, de acuerdo con los métodos basados sobre propiedades coliga-
tivas.

En el presente trabajo se determinan los coeficientes isoténicos de
varias penicilinas semisintéticas, a partir de los datos obtenidos por el
método hemolitico. El método seguido para la determinacién cuantitativa
del grado de hemélisis de los eritrocitos del conejo en disoluciones del
antibiético correspondiente, ha sido el empleado por Grosicki y Husa 54
en la determinacién de los valores de «i» para varios aminodcidos y azi-
cares.

Se han realizado experimentos que nos han llevado a determinar
el efecto que tienen las sales de penicilina en la prevencién de la hemélisis
cuando se emplean en presencia de una concentracién de ClNa al 0,2 %
p/v.

La sangre utilizada en los distintos experimentos se obtuvo exacta-
mente de la misma forma en que se describe en «Poder hemolitico de Pe-
nicilinas». Al objeto de obviar el problema que se presenta con la varia-
bilidad de la misma, la hemélisis que tiene lugar a varias concentraciones
de ClINa, se determin para cada muestra de sangre que se empleé en los
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experimentos hemoliticos realizados. De esta forma, cualquier error debi-
do a la variable fragilidad eritrocitica puede ser evitado ficilmente, puesto
que cualquier diferencia en la fragilidad de los glébulos rojos ha sido
tenida en cuenta por comparacién de la hemélisis en una disolucién
dada, con la hemélisis en cloruro sédico. En cada experimento se
emplean disoluciones por duplicado de todas las concentraciones de las
penicilinas correspondientes y de CINa. En todos los casos se han reali-
zado, cuando menos, dos experimentos para cada antibidtico, empleando
dos muestras de sangre del mismo animal.

A4.3.1. Expresién de los términos de actividad.

El coeficiente de Van’t HOFF «i» y el coeficiente osmético se emplean,
regularmente, para cubrir todo tipo de desviacién del comportamiento
ideal. El coeficiente isoténico «i» de Van’t HOFF puede definirse como la
relacién del efecto coligativo producido por una molalidad dada, al efecto
observado de la misma molalidad de un no-electrolito, CADWALLADER.%3

El coeficiente osmético introducido por BjERRUM 56 se define como
la relacién de una propiedad coligativa observada, a la que deberia ser
si la disociacién fuese completa. La ecuacién que relaciona el coeficiente
osmético «g» con el de Van’t HOFF «i» es

«gr = —2. 1)

~r

|

donde ¥ es el niimero de iones de un peso-férmula cualquiera.

Los términos «i» y «g», empleados de esta manera para no electroli-
tos y electrolitos en disolucién. indican el grado de disociacién. En diso-
lucién de no-electrolitos, ambos términos «i» y «g» tienen un valor
méximo de 1. En disoluciones de electrolitos, el valor de «i» se determina
por el nimero de iones en los cuales la molécula puede disociarse y la
carga sobre estos iones.

A dilucién infinita, el valor de «i» es idéntico al niimero de iones
en los que la molécula del soluto puede disociarse. En las mismas condi-
ciones, el valor de «g» para el CINa deberia ser igual a 1 (es decir, el valor
de «i» dividido por el nimero de iones del peso-férmula).

En el caso de los electrolitos en disolucién, los valores de «i» y de «g»
dependen absolutamente de la disociacién electrolitica o actividad iénica
del electrolito. Los términos «i» y «g» usados a lo largo de este trabajo in-
dican el grado de disociacién. Los términos hemoliticos «i» y los valores
hemoliticos «g» tienen el especial significado de ser una medida de la ac-
tividad hemolitica; es decir, un valor més elevado de «i» para una determi-
nada sustancia indica que ésta proporciona una mayor proteccién contra
la hemélisis de los glébulos rojos de la sangre que otra sustancia con el
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mismo nimero de iones por peso-formula, con el valor de «i» més bajo.
Reciprocamente un valor mds bajo de «i» para una sustancia indica una
mayor actividad hemolitica que un compuesto que, teniendo un ndmero
igual de iones, tenga un valor de «i» mas elevado.

La actividad hemolitica puede ser definida como la capacidad de una
sustancia para ligarse a la hemoglobina de un eritrocito. Por ejemplo, si
para un determinado compuesto se preparan una serie de disoluciones de
concentraciones variables, y para otro compuesto distinto se preparasen
una serie de concentraciones también variables, pero equimolares con res-
pecto a la primera serie, y a ambas disoluciones se les afiadiese la misma
cantidad de sangre, deberia ser mayor la hemélisis en la disolucién que
contiene el compuesto con el valor de «i» més bajo. Esto mismo deberia
ser cierto para los valores de «g».

Los valores hemoliticos de «i», mas altos o mas bajos, que los predi-
chos por la ley limite, se atribuyen a una permeabilidad selectiva de la
membrana del glébulo rojo a los aniones y/o a los cationes en disolucién,
o a la alteracién de integridad de la célula por algin tipo de accién de la
sustancia sobre la membrana del eritrocito.

Un compuesto que posea iones que no atraviesen ficilmente la mem-
brana del glébulo rojo debe de tener valores de «i» més elevados compara-
tivamente que una sustancia que posea iones que penetren ficilmente a
través de la membrana.

La ley limite de DEBEY-HUCKEL expresa que la desviacién del com-
portamiento ideal en un disolvente dado estd gobernada por la fuerza
iénica del medio y las valencias de los iones del electrolito, siendo inde-
pendiente de su naturaleza quimica.?? El tipo de valencia del electrolito
deberd ser. pues. el factor esencial para la determinacién de sus coeficien-
tes de actividad, a una fuerza iénica dada. Asi, un electrolito 1 : 1, tal
como el ClNa, deberia tener un valor maximo de 2 para el factor «i» de
Van’t HOFF; y un valor maximo de 1 para «g». Sin embargo, en muchos
casos, los valores de «i» determinados por el método hemolitico son més
elevados que los predichos por la ley limite, por lo que, a efectos practicos,
deberian emplearse los términos Valor Hemolitico de «i» y Coeficiente
Osmético Hemolitico de «g», para estos valores que se calculan a partir
de los datos biol6gicos, por ejemplo, el método hemolitico.

4.3.2. Cdlculo del valor de «i».

HunTER 45 ha demostrado, y nosotros hemos comprobado, que cuando
se representa en coordenadas rectangulares las concentraciones de cloruro
sédico, en orden decreciente en abscisas, y los porcentajes de hemélisis en
orden creciente en ordenadas, se obtiene una curva tipicamente sigmoide
para cada muestra de sangre, similar a la obtenida en la determinacién
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de los poderes hemoliticos de las mismas. En nuestros experimentos hemos
empleado siete concentraciones en el intervalo 0,36-0,54 % p/v. Cuando
se emplean los eritrocitos de conejo blanco de Nueva Zelanda no se ob-
serva, a 0,54 % p/v de concentracién de sal, una hemélisis significativa;
en cambio, la hemélisis es completa en la disolucién de 0,36 % y p/v de
ClINa.

Si conocemos la concentracién de CINa y la de cualquier otro com-
puesto que produzca el mismo grado de hemdlisis, podemos calcular
el valor de «i» (Coeficiente Isoténico) para el otro compuesto con la si-
guiente ecuacion:

Valor de «i» - Grs.de CINa Valor de «i» Grs. del otro
parael CINa  en 100 ml de para el otro compuesto
disolucién compuesto en 100 ml de
disolucidn
= (2)
Peso molecular del CINa Peso Molecular del Compuesto

El empleo general de esta ecuacién es el siguiente: se determina los
grados de hemélisis producidos por diferentes concentraciones de ClNa,
expresados en porcentaje de p/v a 37°C, y los grados de hemdlisis produ-
cidos por diferentes concentraciones de antibidtico en agua, a la misma tem-
peratura. Se leen en las respectivas curvas las concentraciones en g/100 ml
de CINa y de antibiético. que producen el 25, 50 y el 75 % de hemélisis,
y los valores obtenidos se sustituyen en la ecuacién anterior, obteniéndose
los correspondientes valores de «i» para la sustancia problema. Este proce-
dimiento implica el conocimiento del coeficiente isoténico para el ClNa,
a la temperatura de experimento, del que nos ocupamos a continuacién.

A partir de determinaciones hemoliticas, llevadas a cabo a 25°C,
Husa ¥ Apams 53 han calculado el valor de «i» empleando CINa como
«standard» y 1,86 como valor de «i» para este sal.

En el presente trabajo, todos los experimentos relativos a la determi-
nacién de los coeficientes isoténicos han sido realizados a 37°C, lo que
hace necesario determinar nuevamente el valor de «i» para el ClNa.con
objeto de evaluar cualquier posible diferencia respecto a la variacién con
la temperatura del mismo y comparar los resultados con los obtenidos
a 25°C por otros investigadores. Los coeficientes osméticos han sido cal-
culados, a partir de datos relativos de fuerzas electromotrices y puntos de
ebullicién, por HARNERD y OWEN,%® desde 0° a 40°C, en el intervado
0,1 — 4 M de concentracién de sal. Para el CINa 0,1 M, el cambio en el
coeficiente osmoético desde 0° a 40°C, deducido de los datos de estos auto-
res, no tiene significado alguno.

Por otra parte, es conveniente contrastar con datos hemoliticos el
empleo de 1,86 como valor de «i», a 37°C. A este efecto, se realizé un ex-
perimento hemolitico en el mismo intervalo de concentraciones de CINa
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(0,36-0,54 % p/v) que para las penicilinas objeto de estudio, utilizando
como donador conejo blanco de Nueva Zelanda. El procedimiento es
esencialmente el ya descrito en «Poder Hemolitico», excepto que para cada
prueba se emplearon cuatro tubos de cada concentracién: dos que se man-
tuvieron a 25°C durante 45 minutos y otros dos que se mantuvieron a
37°C durante el mismo periodo de tiempo. Los tubos mantenidos a 25°C
fueron considerados. en este experimento. como patrones del factor cono-
cido, asignandoles el valor de «i» 1.86 para esta temperatura. Los datos
obtenidos se recogen en la Tabla 1X.

Cuando los resultados hallados se aplican a la ecuacién (I) se obtie-
ne el valor de «i» para el CINa a 37°C. Este valor calculado a tres porcen-
tajes de hemdlisis, de 25, 50 y 75 % resulté ser 1,86, que concuerda exce-
lentemente con los resultados contrastados a 25°C por otros autores,
Husay Apanms.??

4.3.3. Valores del coeficiente hemolitico «i» de -aril-oxialquil-penicilinas.

Los resultados obtenidos en los experimentos llevados a cabo para
la determinacién del tanto por ciento de hemélisis en la curva hipoténica
de CINa, asi como los obtenidos cuando la Penicilina V-K se encuentra
disuelta en agua destilada en el intervalo de las concentraciones de trabajo,
se recogen en las Tablas X y XI. La concentracién inicial ha sido la pre-
calculada, a partir de la ley limite, para ser isoténica con la disolucién
salina 0,54 ¢ p/v. Las concentraciones sucesivas se eligen con arreglo
al tanto por ciento de hemélisis obtenido para esa concentracién de peni-
clina. En la grifica 6 se representan los tantos por ciento de hemélisis
producidos por distintas cantidades de CINa y de antibiético.

Las Tablas XIT v XI1I recogen los resultados obtenidos en los expe-
rimentos realizados con Feneticilina K. En la grafica 7 se presentan los gra-
dos de hemélisis a distintas concentraciones de ClNa y de antibiético.

Las Tablas XIV y XV recogen los resultados obtenidos para la Pro-
picilina K. En la gréfica 8 se representa el grado de hemélisis frente a las
concentraciones de sal y de antibiético, respectivamente. En todos los
casos 'se ha empleado sangre procedente de cuatro donadores, siendo las
dispersiones obtenidas menores de = 3,0 -

Las concentraciones de CINa leidas de la curva hemolitica hipoté-
nica, que causan un 25 %, 50 % y 75 ¢ de hemélisis, y las concentra-
ciones de la correspondiente penicilina, que causan el mismo grado de he-
mélisis en disolucién acuosa, se hallan recogidas en la Tabla XVI.

Aplicando la ecuacién (2) se han determinado los valores de los coe-
ficientes hemoliticos «i» para los tres porcentajes de hemdlisis indicados

en la Tabla XVI.
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TABLA IX

Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
Concentracién Absorbancia % Hemolisis pH (a)
% ClNap/v (E)
0,36 0,99 99 —
0,40 0,51 51 —_
0,42 0,40 40 —
0,44 0,19 19 —
0,46 0,13 13 —
0,48 0,05 5 —

0,54 0,03 3 7,1
Temperatura = 25°C Tiempo incubacién = 45 min.
Concentracién Absorbancia % Hemolisis pH (a)

9% CINap/v (E)
0,36 0,99 99 —
0,40 0,51 51 —
0,42 0,40 40 —
0,44 0,20 20 —
0,46 0,13 13 —
0,48 0,05 5 —
0,54 0,03 3 6,9

(a) pHleido a la concentracién de 0,54 % p/v.
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TABLA X
Temperatura = 37°C Tiempo incubacién = 45 min.

Concentracién Absorbancia

% CINap/v (E) o Hemolisis pH (a)
0,36 1,00 100 =
0,40 0,50 50 —
0,42 0,40 40 —_
0,44 0,25 25 —_
0,46 0,18 18 —
0,48 0,12 12 —
0,54 0,03 3 7,0

TABLA XI
Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
Penicilina V-K Absorbancia
g/100 ml (E) % Hemdlisis pH (a)

0,50 1,00 100 —
0,75 0,87 87 —
1,00 0,72 72 —
1,25 0,25 25 —
1,50 0,10 10 -
1,75 0,07 7 7,1

(a) pH correspondiente a la disolucién méas concentrada.
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TABLA XII TABLA XIV

Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min. Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
Concentracién Absorbancia Concentracién Absorhancia
@ ClNap/v (E) % Hemdlisis pH (a) % ClNap/v (E) % Hemolisis pH (a)
0,36 0,99 99 _ 0,36 0,99 99 —
0,40 0,50 50 _ 0,40 0,50 50 —
0,42 0,32 32 _ 0,42 0,29 29 —
0,44 0,18 18 — 0,44 — — —
0,46 0,15 15 _ 0,46 0,15 15 —
0,48 0,11 11. — 0,48 0,10 10 —
0,54 0,02 2 7,2 0,54 0,02 2 6,9
TABLA XIII TABLA XV
Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min. Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
Feneticilina K Absorbancia . Propicilina K Absorbancia
g/100 ml (E) 7 Hemélisis pH (a) g/100 ml (E) % Hemdlisis pH (a)

0,50 1,00 100 _ 0,50 1,00 100 —
0,75 0,90 90 — 0,75 0,87 87 —
1,00 0,72 72 — 1,00 0,58 58 —
1,25 0,23 23 _ 1,25 0,27 27 —
1,50 0,02 ' 2 — 1,50 0,12 12 —
1,75 0,01 1 7,1 1,75 0,05 5 7,2

(a) pH correspondiente a la disolucién més concentrada. (a) pH correspondiente a la disolucién mas concentrada.
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Los valores de los coeficientes osméticos «g», calculados a partir de
los valores de los coeficientes hemoliticos «i» de las sales sédicas de las
penicilinas de esta serie. aplicando la expresion (1), se recogen en la Tabla

XVIIL

TABLA XVIII

TABLA XVI
g /100 ml que g/100 ml que ¢/100 ml que
causan el 25 ¢ de | causan eb50 %.de | causan el 75 % de
Hemélisis Hemélisis Hemolisis
CINa 0,44 0,42 0,19
Penicilina V-K 1,25 1,20 0,95
CINa 0,43 0,40 0,38
Feneticilina K 1,25 1,15 0,96
CINa 0,42 0,40 0,38
Propicilina K 1,25 1,14 0,95

Los resultados encontrados para cada porcentaje de hemélisis, asi
como su valor medio del coeficiente isoténico, se recogen en la Tabla XVII.

TABLA XVII
Valor de «i» Valor de «i»_ Valor de «j»
Antibiético parael 25% de | parael 50 <o de | para el 75 % de Valor
Hemélisis Hemolisis Hemélisis medio de «i»
Penicilina V-K 4,34 4,12 5,006 4,60
Feneticilina K 4,38 4,45 5,00 4,65
Propicilina K 4,44 4,64 5,28 4,78
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Valor de «g» para \alor de «g» para Valor de «g» para
Antibiético el 25 € de el 50 ¢ de el 75 % de
Hemdlisis Hemdlisis Hemélisis
Penicilina V-K 2,17 2,21 2,53
Feneticilina K 2,19 2,23 2,56
Propicilina K 2,22 2,32 2,64

4.34.  Valores del coeficiente hemolitico «i» de isovazoil penicilinas.

La pauta seguida para la determinacién de los valores «i», en esta

serie de penicilinas, es similar a la descrita para las «
linas. Las tablas XIX, XX, XXI, XXIL XXIII \
datos obtenidos de los grados
y la correspondiente

-aril-oxialquil penici-
XXIV recogen los

de hemélisis de la curva hipoténica del CINa

penicilina estudiada comparativamente. es decir.

CINa-Oxicilina Na, CINa-Cloxacilina Na y CINa—2,6-Dicloxacilina Na.
En las gréficas 9-11 se representan los porcentajes de hemélisis pro-

ducidos por distintas concentraciones de CINa y de antibiético, a 37°C.
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TABLA XIX

Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.

Concentracién Absorbancia

% ClNap/v (E) % Hemdlisis pH (a)
0,36 0,99 99 —
0,40 0,50 50 —
0,42 0,35 35 —
0,44 0,20 20 —_
0,46 0,14 14 —
0,48 0,11 11 —
0,54 0,03 3 6,9

TABLA XX
Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
Oxacilina Na Absorbancia
g/100 ml (E) % Hemolisis pH (a)

0,50 1,00 100 -
1,00 0,75 75 —
1,25 0,50 50 _—
1,50 0,20 20 —
1,75 0,11 11 —
2,00 0,04k 4 6,9

(a) pH correspondiente a la disolucién mas concentrada.
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TABLA XXI
Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
Concentracion Absorbancia
% ClNap /v (E) % Hemolisis pH (a)
0,36 1,00 100 =
0,40 0,56 56 —
0,42 0,39 39 —
0,44 0,25 25 —
0,46 0,18 18 —
0,48 0.12 12 —_
0,54 0,03 3 7,0
TABLA XXII
Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
Cloxacilina Na Absorbanci:
g/100 ml E) % Hemélisis pH (a)
1,00 1,00 100 —
1,25 0,75 75 —
1,50 0,50 50 —
1,75 0,27 27 —
2,00 0,06 6 7,1

(a) pH correspondiente a la disolucién més concentrada.
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TABLA XXIII

Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
Concentracion Absorbancia
% ClNa p s (E) ¢ Hemélisis pH (a)
0,36 1,00 100 -
0,40 0,56 56 —
0,42 0,39 39 -
0,44 0,25 25 —
0,46 0,13 13 —
0,48 0,12 12 —
0,54 0,02 2 7,0
TABLA XXIV
Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
2,6, Dicloxacilina Absorbancia
Na g/100 m! (E) ¢t Hemdlisis pH (a)
1,00 1,00 100 —
1,50 0,75 75 —
1,75 0,50 50 —
2,00 0,28 28 —
2,50 0,09 9 7,2

(a) pH correspondiente a la disolucién mis concentrada.
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Los datos correspondientes a las concentraciones de ClNa leidas
en la curva hipoténica, que causan un 25 %> 50 % y 75 % de hemdlisis,
y las concentraciones de la correspondiente penicilina, que causan el
mismo porcentaje de hemélisis en disolucién acuosa, se recogen en la

Tabla XXV.
TABLA XXV

g/ml que ¢/100 ml que g/100 ml que
causan 25 7% de causan 50 % de causan 75 o de
Hemdlisis Hemélisis Hemélisis
CINa 0,43 0.40 0,38
Oxacilina Na 1,75 1,20 1.00
CINa ' 0,44 0,41 0,38
Cloxacilina Na 1,60 1,45 1,25
CINa 0,43 0,41 0,38
2.6-Dicloxacilina 2,05 : 1,75 1,50
Na

Los valores de coeficientes hemoliticos «i» han sido calculados de
acuerdo con la ecuacién (2), a los porcentajes de hemélisis dados en la
Tabla precedente.

Los resultados hallados del coeficiente hemolitico «i» para cada tanto
por ciento de hemélisis, asi como su valor medio, se expresan en la Ta-

bla XXVI.

TABLA XXVI

Valor de «i» Valor de «i» Valor de «i» Valor
Antibiético paracl 25 % dv | parael 50 % de | parael 75 % de | medio
Hemélisis Hemdolisis Hemalisis de i
Oxacilina Na 4,30 4,39 5,00 £.57
Cloxacilina Na 4,16 4,28 4,35 1,20
2,6-Dicloxacili-
na Na 3.40 3.70 4,11 3.71
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Los valores de los coeficientes osméticos «g», calculados a partir de
los valores de los coeficientes hemoliticos «i» de las sales sédicas de las
penicilinas de esta serie, aplicando la expresién (1). se recogen en la Ta-
bla XX VIL

En la grafica 12 se representan los valores de los coeficientes osmé-
ticos en ordenadas, en funcién de los porcentajes de hemélisis alo largo
de las abscisas, sirviéndonos esta representacién como medio de compara-
cién de las actividades hemoliticas de las sales sédicas de las penicilinas
estudiadas. Puesto que todos los compuestos son sales sédicas o potdsicas,
la influencia del catién se ha mantenido constante en cada serie. En la
grifica 12 estdn representados los coeficientes osméticos «g» en tuncién
de los grados de hemélisis al 25 %, 50 % y 75 % para las dos series de
penicilinas experimentadas.

TABLA XXVII

Valor de «g» para Valor de «Z» Valor de «g» para
Atibiético el 25 % para el 50 % el 75 %
Hemdlisis Hemélisis Hemolisis
Oxacilina Na 2,15 2,20 2,50
Cloxacilina Na 2,08 2,14 2,18
2,6-Dicloxacilina
Na 1,70 1,85 2,06

4.3.5. Efecto de la adicién de electrolito.

Ha sido comprobado por HoBER (26) que la permeabilidad anémala de
eritrocitos en disoluciones de algunos no electrolitos puede ser corregida,
en muchos casos, por adicién de una pequefia proporcién de un electro-
lito, por ejemplo de ClINa. Los resultados hallados por nosotros, que se
recogen en las Tablas XXVIII, XXIX, XXX y XXXI apoyan esta idea,
puesto que para eritrocitos de conejo la presencia de 0.2 % p/v de ClNa
reduce el valor del coeficiente aparente «i» para las dos penicilinas re-
presentativas de cada una de las series estudiadas. Este fenémeno obser-
vado en nuestros experimentos concuerda con los observados por otros
autores (26) y (28).
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TABLA XXVIII

Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 15 min.
Concentracion Absorbancia
% ClNap/v (E) % Hemdlisis pH (a)
0,36 1,00 100 —
0,40 0,53 53 -
0,42 0,44 44 —
0,44 — — _
0,46 0,20 20 —
0,48 0,14 14 —
0,54 0,03 3 6,9
TABLA XXIX
Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
2,6-Dicloxacilina Absorbancia
Nag/100ml (In (E) % Hemdlisis pH ()
0,25 — _ _
0,50 0,95 95 —
0,75 0,85 85 —_—
1,00 0,50 50 —
1,25 0,27 27 _
1,50 0,16 16 7,1

(a) pH correspondiente a la disolucién més concentrada.
(b) Tanto por ciento de 2,6-Dicloxacilina en disolucién 0,2 % p/v
de CINa.
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Las concentraciones de Feneticilina K y de 2,6-Dicloxacilina Na,
que causan el 25 ¢, el 5 % y el 75 ¢ de hemélisis, a 37°C, se recogen en la
Tabla XXXII. En esta misma Tabla se recogen también las concentracio-
nes de CINa que causan los mismos porcentajes de hemélisis obtenidos
restando el valor constante de 0,2 “% p/v a los correspondientes de la
curva hipoténica.

A partir de la ecuacién (2) se han calculado los correspondientes coe-
ficientes isoténicos o hemoliticos aparentes «i», en presencia de 0.2 ¢
p/v de Cl Na para las dos penicilinas estudiadas. La Tabla XXXIII re-

coge estos valores y el del coeficiente hemolitico medio.

TABLA XXXII

TABLA XXX
Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
Concentracién Absorbancia
% ClNap/v (E) % Hemblisis pH (a)
0,36 1,00 100 —
0,40 0,51 51 —
0,42 0,36 36 —
0,44 0,25 25 —
0,46 0,15 15 —
048 0,10 10 —
0,54 0,02 2 7,0
TABLA XXXI
Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.

2,6-Dicloxacilina Absorbancia

Na g/100 ml (b) (E) % Hemdlisis pH (a)
0,25 0,87 87 —
0,50 0,75 75 .
0,75 0,30 30 —
1,00 0,18 18 —
1,25 0,11 11 —
1,50 0,06 6 71

(a) pH correspqndiente a la disolucién més concentrada.

(b) Tanto por ciento de 2,6-Dicloxacilina en disolucién 0,2 % p/v
de CINa.
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/100 ml que 2/100 ml que 2/100 ml que
causan 25 % de causan 50 “c de causan 75 % d¢
Hemolisis Hemolisis Hemélisis
CINa 0,44 0,40 0,38
Feneticilina K 0,85 0,60 0,50
CINa 0,45 0.11 0,39
2,6-Dicloxacilina 1,25 1,00 0,90
Na
TABLA XXXIII
Valor de «i» Valor de «i» Valor de «i» \alor
Antibiético para el 25 % para el 25 % para el 75 @7 medio
Hemélisis Hemélisis Hemdlisis de i
Feneticilina K 3,61 1.26 4,60 1.106
2,6-Dicloxacilina
Na 3,24 3,30 3,42 3,32
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4.1. Influencia de los Polietilenglicoles (PEG) sobre la actividad hemo-
litica de las penicilinas semisintéticas.

El método colorimétrico empleado en este estudio para la determina-
cién del grado de hemélisis ha sido el descrito en la Parte Experimental.
Las tnicas variaciones en el procedimiento estriban en el empleo de
sangre de conejo blanco de Nueva Zelanda y el aumento de la velocidad
de centrifugacién a 3.000-4.000 r.p.m., a causa del rdpido incremento de
la viscosidad de las disoluciones de trabajo, con el aumento de la propor-
cién de polimero.

Cada una de las disoluciones de Polietilenglicol-Agua y de Polieti-
lenglicol- Agua-CINa han sido preparadas sobre la base de lanto por ciento
peso/volumen, ya sea en presencia del antibiético correspondiente, o
bien en ausencia del mismo.

El nH se determiné antes y después de su mezcla con la sangre. por
medio de'un pH-metro tipo Beckman Zeromatic. Cada una de las disolucio-
nes de trabajo, en ausencia del antibiético, tiene un pH inicial de 4,6-5,5
para el PEG-1510, y de 0,0-7.0 para el PEG-000, obteniéndose invaria-
blemente valores de pH comprendidos entre 6,8-7,3 después de adicionar
la sangre en ambos casos, cambio atribuido, naturalmente, a la accién re-
guladora de la sangre de conejo.

Los sistemas solucién salina-PEG o agua-PEG absorben una pequefia
cantidad de luz y su absorbancia aumenta con el increniento en el conte-
nido de PEG. Esta absorbancia se determiné para varias concentraciones
del polimero empleado en los experimentos y los blancos leidos, restados
de las lecturas colorimétricas obtenidas al final de cada experimento de
hemélisis, concuerdan perfectamente con los resultados obtenidos sin es-
tablecer ningiin tipo de correccién.

4.4.1. Comportamiento de los eritrocitos en el sistema Agua-Polietilen-
glicol.

El comportamiento hemolitico de los eritrocitos humanos y de conejo
en disoluciones acuosas de PEG-200, 300 y 400, ha sido investigado por
SmitH y CADWALLADER,®® encontrando que se produce una hemélisis
completa en todas las disoluciones de PEG-200 y 300, con decoloracién a
elevadas concentraciones del polimero correspondiente. El CINa resulté
efectivo en la prevencién de esta hemélisis cuando la concentracién de
PEG-200 fue igual o menor al 25 %, e igual o menor al 40 % cuando se
traté del PEg-300. E1 PEG-400 protege a los globulos rojos de su altera-
cién empleando disoluciones que contienen mas del 10 % y menos del

40 % p/v. En nuestro trabajo se han empleado polimeros de grado de con-

densacién mas elevado, PEG-600 y PEG-1.540, a concentraciones que
oscilan entre €l 0,5 % al 10 % p/v.
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El hecho de que los polietilenglicoles sean tratados como solutos
protectores induce a comprobar la posible isosmoticidad de estos poli-
meros, a las concentraciones habituales de trabajo, con objeto de evitar
la presencia de CINa en el medio. La Tabla XXXIV recoge los resultados
obtenidos para estos dos polimeros.

TABLA XXXIV

Temperatura = 37°C. Tiempo incubacién = 45 min.
PEG-600 Absorbancia Go de pH pH
% p/v (E) Hemdlisis inicial final

2 1,00 100 7,1 7,3
1 0,78 78 7,0 7.3
6 0.50 50 7,0 7,2
O 0.22 22 6,9 7,0
10 0,02 2 6.9 7,1
PEG-1.540 Absorbancia % de pH pH
f._?? p/v (E) Hemblisis inicial final
2 0,98 98 51 6,9
1 0,67 67 5.0 6.9
6 0,34 34 1.8 7.0
8 0,02 2 1.8 6,9
10 0,02 2 1.6 6,3

En la grafica 13 se registra el grado de hemdlisis de eritrocitos de co-
nejo blanco de Nueva Zelanda después de un periodo de incubacién de
15 rhinutos, observindose que a valores menores de un 5 % de PEG-600
6 PEG-1.510 existe un grado de hemélisis apreciable en ambos casos
que hace necesaria la adicién de CINa para proporcionar una proteccion
completa y prevenir de la hemélisis osmética a los eritrocitos de conejo.
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4.4.2.  Comportamiento de los eritrocitos en el sistema disolucion salina-
polietilenglicol.

Para demostrar que la estabilidad del eritrocito, en ausencia de los
agentes hemoliticos, no tiene relacién alguna con la concentraciéon de PEG
empleada en cada caso, hemos efectuado un estudio preliminar del compor-
tamiento del glébulo rojo en sistemas PEG-disolucién salina 0,6 % p/v
(6 0,093 M). en un amplio intervalo de concentraciones de alcohol poli-
hidrico. T.a Tabla XXXV recoge los resultados obtenidos por distintas
‘mezclas de PEG-600 y PEG-1.540 con disolucién salina 0,6 % p/v. Los
datos que se relieren a este estudio de hemélisis represenlan. como minimo.
el valor medio de cuatro experimentos.

En la grafica 14 se representan los tantos por ciento de hemélisis,
después de un periodo de incubacién de 45 minutos, a 37°C, frente a los
porcentajes del correspondiente PEG en disolucién salina 0.6 % p/v.
Como puede observarse en la gréfica 14, los porcentajes de PEG-600 y
PEG-1.540 inferiores al 20 9%, no causan ninguna alteracién en la estabi-
lidad del glébulo rojo.

TABLA XXXV

PEG-600 Absorbancia % de pH pH
% p/v (E) Hemolisis inicial final
0 0,01 1.0 6.9 7,2

3 0,01 1,0 . 7,0 7,2

10 0,015 1,5 7,0 7,3
15 0,02 : 2,0 6,9 7,2
20 0,02 2,0 6,9 7,1
LEG-1.540 \bsorbancia % de pH pH
% p/v (E) Hemélisis inicial final
0 0,01 1,0 5,4 7,1

5 0,01 1,0 5.4 7,0

10 0.02 2,0 5,0 7.2
15 0,015 1,5 5,1 7,1
20 0,02 2,0 4.9 7,2
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Si bien es cierto que nuestras concentraciones de trabajo han sido
inferiores al 10 ¢¢. se ha trabajado con una concentracién doble alobjeto
de observar el fenémeno en cuanto a su extrapolacién se refiere. En el
PEG-600 < ha empleado. excepcionalmente. una concentracidn de poli-
mero del 10 ©¢ p/v, observdndose el fenémeno de decoloracion.

4.4.3.  Inhibicién de la actividad hemolitica de a -aril-oxialquil penici-

linas por PEG-600 y PEG-1.540.

Los experimentos que conducen a la determinacién de las activida-
des hemoliticas de los tres primeros términos de esta serie, en presencia
de CINa al 0,6 ¢ p /v (0,093 M), han sido recogidos en las seccién RESUL-
TADOS (Actividad hemolitica de penicilinas semisintéticas). Las expre-
siones, tanto fisicas como quimicas, de la concentracién de cada antibié-
tico, suficientes para una hemélisis total (100 %), se recogen en la Ta-

bla XXXVI.

TABLA XXXVI

. Hemélisis total Hemdlisis total pH pH
Antibiético g/100 ml mol 1-1.10-2 inicial | final
Penicilina V-K 3,75 9,6 6,4 0.9 .
Feneticilina K 3,90 9,8 0.2 7.1
Propicilina K 3,95 9.5 6.3 7.0

Los valores correspondientes al grado de hemélisis empleando estas
concentraciones, en disoluciones de distintas proporciones de PEG-600 y

PEG-1.540, se recogen en las Tablas XXXVII, XXXVIII y XXXIX.
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Penicilina V-K

TABLA XXXVII

¢ = 96,1002 mol 1-1

TABLA XXXVIII

= 0.810-2 mol 1-!

PEG-600 PEG-600 [ \bsorbancia % de pH ) pll
Dop/v equiv. 1 (E) Hemédlisis inicial final
0,24 0,05 0,85 85 6,6 7,2
0,48 0.10 0,51 51 6,6 7.1
0.96 0.20 0,19 19 6,3 7,2
1,92 0.40 0,05 5 6.9 7.3
2,88 0.60 0.01 1 6.8 7,1

PEG-1.510 PEG-1.540 | Absorbancia % de pH (a) pH (a)

Dop/v equiv. 1~/ (E) Hemdlisis inicial final
0,24 0,05 0,60 60 5,7 7.0
0,48 0,10 0.18 18 5,6 7,0
0,96 0,20 0.08 48 5,5 7,2
1,92 0,40 0.01 1 5,5 7,1
2.88 0,60 0,01 1 3,3 6.9

(a) Valor de pH de la disolucién, una vez agregado el antibiético.
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Feneticilina K c

PEG-600 PEG-600 \bsorbancia e de pH pH
Do plv equiv. 1-1 (E) Hemdlisis inicial final
0,96 0,20 1,00 100 6,7 7,2
1,92 0,40 0,97 97 0,8 T
2,88 0,60 0,60 60 6,8 7,2
3,84 0,80 0,20 20 6,0 7.1
4,80 1,00 0,03 3 6,8 7,3

PEG-1.540 | PEG-1.540 | Absorbancia % de

Yo p/v equiv. 1-! (E) Hemdlisis inicial final
0,24 0,05 0,98 98 5,6 7,0
- 0,48 0,10 0,93 93 5,7 7,2
0,95 0,20 0,45 45 5,6 7,2
1,92 0,40 0,09 9 5,5 7,1
2,88 0,60 0,01 1 5,3 7,1
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TABLA XXXIX
Feneticilina K ¢ = 95102mol 11
PEG-600 PEG-600 | A\bsorbancia % de pH pH
Yo p/v equiv. 1! (E) Hemélisis inicial final
0,96 0,20 1,00 100 6,8 7.1
1,92 0,40 0,99 99 6,4 7,0
2,88 0,60 0,58 58 6.8 7,2
3,84 0,80 0,24 24 0,5 7,1
4.80 1,00 0,03 3 6,8 7,2
PEG-1.540 | PEG-1.540 | Absorbancia % de pH pH
% pl/y cquiv, ]! (E) ‘ Hemélisis inicial final
0,24 0,05 0,99 99 5,9 7,2
0,48 0,10 0,94 94 5,3 7,2
0,96 0,20 0,48 48 5,3 7,1
1,92 0,40 0,12 12 5,2 7,1
2,88 0,60 0,02 2 5,2 7,0

. ‘Las graficas 15-A, 15-B y 16 representan el grado de hemélisis a
distintas concentraciones de PEG-600 y PEG-1.540, expresadas en
equiv. 1-1. Estas concentraciones se han calculado sobre la unidad base
que se repite, esto es, equivalentes-gramo del monémero éxido de etileno

(-0-CH,-CHa) por litro de disolucién.
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ddd.  Inhibicion de la actividad hemolitica de isoxazoil-penicilinas por

PEG-600 y PEG-1.540.

Las concentraciones que causan justamente el 100 ¢ de hemélisis
en presencia de una disolucién 0,003 M de CINa han sido recogidas en
la seccién «Poder hemolitico de penicilinas semisintéticas». Los valores
expresados en peso de la penicilina correspondiente, por 100 ml de diso-
lucién y en concentraciones molares, se recogen en la Tabla XL. Los valo-
res correspondientes al grado de hemélisis hallados, a las concentraciones
de penicilina indicadas, en disoluciones de distintas proporciones de
PEG-600 y PEG-1.540, se recogen en las Tablas XLI, XLII y XLIII. Las
representaciones graficas se dan en las graficas 17y 18.

TABLA XL
. Hemélisis total Hemélisis total pH pH
Antibiético g/100 ml mol 1-1.102 inicial | final
Oxacilina Na 3,00 - 7,80 5,8 0.9
Cloxacilina Na 2,15 4,8¢ 5,8 0.9
2.,6-Dicloxacilina
Na 1,25 2,55 5,9 7.2

El conjunto de grificas nos permite la observacién de un fenémeno
de unién o «binding» de los PEG-600 y PEG-1.540 con las penicilinas
correspondientes a las dos series estudiadas, puesto que hay una disminu-
cién evidente del grado de hemélisis en todos los casos cuando el anti-
biético llega a interaccionar en mayor extensién con la macromolécula.

4.5.  Influencia del Dimetilsulféxido (D M S O) sobre la actividad hemo-

litica de las penicilinas semisintéticas.

El método colorimétrico empleado en la determinacién cuantitativa
de la hemélisis de eritrocitos del conejo blanco de Nueva Zelanda «in
vitro» ha sido previamente descrito en la seccién 3.4.4.

Muy brevemente, recordamos que el método implica la adicién de
0.05 ml de sangre desfibrinada a los tubos colorimétricos que contienen
10 ml de la disolucién problema. Las muestras problema se incuban en
bafio Maria durante 45 minutos, a 37°C, y las células no hemolizadas se
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TABLA XLI
Oxacilina Na ¢ = 7,8.10-2mol 11
PEG-600 PEG-600 Absorhancia %o pH pH
% p/v equiv. 1! (E) Hemolisi~ | inicial (a)| final
0,96 0,20 0,97 97 6,3 0,9
1.92 0,40 0,82 82 0,4 06,9
2,88 0,60 0,56 56 06,6 7,0
1,80 1,00 0,09 9 6,5 7.2
5,76 1.20 0,01 1 6,5 7,3
Oxacilina Na ‘ c = 7,8.1072 mol 1-!
PEG-1.540 PEG-1.540 Absorbancia % pH pH
% pl/v equiv, 1! (E) Hemélisis | inicial (a)| final
0,24 0,05 0,95 95 0,4 7,0
0,48 0,10 0,83 83 6,4 0,9
0,96 0,20 0,49 49 6,6 7.1
1,92 0,40 0,07 7 6,5 7.2
2,88 0,60 0 0 6,7 7.3

(a) Los pH iniciales corresponden a los leidos una vez afiadida la
Oxacilina.
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TABLA XLII

Cloxacilina Na ¢ = 4,7.1072 mol 1!
PEG-600 PEG-600 Absorbancia Yo pH pH
%/ equiv. 11 (E) Hemdlisis | inicial (a)] final

0,96 0,20 - 0,92 92 6,4 0.8
1,92 0,40 0,81 8l 6.4 0.9
2,88 0.60 0,61 61 6,6 7.1
4,80 1,00 0,12 12 06,5 7.0
5,76 1,20 0,01 1 6.4 0.9

Cloxacilina Na ¢ = 4,7.10-2 mol 1-!
PEG-1.540 PEG.-1.540 Absorbancia e pH pll
% /A equiv, 1! (E) Hemélisis | inicial (a) | flinal

0,24 0.05 0,96 96 6,6 7.0
0,48 0,10 0,89 89 06,6 7.1
0,96 0,20 0,64 64 6,7 7.1
1,92 0,40 0,18 18 06,6 7.2
2,88 0,60 0,02 2 6,7 7.2

(a) Los pH iniciales corresponden a los valores de las disoluciones una
vez anadida la Cloxacilina.
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2,6-Dicloxacilina Na

TABLA XLIII

¢ = 2,5.10-2 mol. 1!

PEG-000 PEG-600 Absorbancia %o pH pll
% oplv equiv. 1! (E) Hemélisis | inicial (a) | final
0,96 0,20 0,92 92 0,7 0.9
1,92 0,40 0,77 77 6,7 7.0
2,88 0,60 0,56 56 0,6 7,1
4,80 1,00 0,10 10 6,6 7.0
5,76 1,20 0,03 . 3 6,7 7.2

2.,6-Dicloxacilina Na

¢ = 2,5.1072 mol 1-1

PEG-1.510 PEG-1.540 Absorbancia e pH ph
TR equiv. 11 (E) Hemdlisis | inicial (ar | final
0,24 0,05 0,98 08 65 | 00
0,48 0,10 0,90 90 0.7 7.2
0,96 0,20 0,70 70 6,7 7.1
1,92 0.40 0,20 20 6.9 71
2,88 0,60 0,03 3 6.9 72

(a) T.os pH iniciales corresponden a los valores de las disoluciones una
vez ahadida la 2,0-Dicloxacilina.
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sedimentan por centrifugacién, leyendo la absorbancia del sobrenadante
en el Colorimetro Spectronic-20. Durante el periodo de incubacién y al
final del mismo. cada muestra se observa macroscépicamente a efectos de
los posibles cambios de color ocurridos, precipitacién u otros signos de
desnaturalizacion.

4.5.1. Comportamicnto de los eritrocitos en el sistema disolucion sa-

lina / DMSO.

Nuestros estudios previos han servido para demostrar que el DMSO
en agua, a las concentraciones empleadas a lo largo de nuestras investiga-
ciones, es un agente quimico que causa hemélisis total en todos los casos.
La Tabla XLIV recoge los resultados obtenidos para cuatro concentracid-
nes de DMSO expresadas en tanto por ciento v/v. En la grafica 19 se repre-
senlan los Lantos por ciento de hemélisis frenle a dilerentes concentraciones

de DMSO en la mezcla.

TABLA XLIV

DMSO Absorbancia % de pH pH
T viv () Hemadlisis inicial linal
5 0,96 96 7,3 7,0
15 1,00 100 74 7,1
20 1,05 100 74 7,2
30 1,05 100 7,4 7,2

40 Signos de desnaturalizacién

Para obviar esta dificultad se recurre al empleo de la disolucién sa-
lina 0,093 M (0,6 % p/v) como agente protector extracelular de la hemé-
lisis osmética. De esta forma, cualquier hemélisis que se produzca en las
mezclas solucién salina 0,6 % p/v + DMSO, a las concentraciones de
trabajo de este dltimo, se debe atribuir exclusivamente a la actividad he-
molitica del DMSO.

La Tabla XLV recoge los resultados obtenidos para varias mezclas
solucién salina + DMSO, observdndose que a niveles superiores al
25% v/v de DMSO producen un incremento en el grado de hemélisis
que se acusa con el aumento de la concentracién de DMSO, y a concentra-
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ciones superiores al 10 9% v/v comicnzan a observarse fendmenos de fran-
ca desnaturalizacién. Los efectos de alteracién, causados por niveles ele-
vados de DMSO sobre la sangre. se observan con una decoloracién del
liquido extracelular que va del dmbar al marrén, floculacién de los compo-
nentes de la sangre v la precipitacian de la hemoglobina delos eritrocitos
dafiados. HuccIns (39) informa sobre la interaccién entre el DMSO v pro-
teinas de plasma, sefialando que la desnaturalizacién de lasproteinas se
presenta a concentraciones de DMSO del 35-10 % v/v. El mismo autor
comprobd que la precipitacién de proteinas por DMSO tiene lugar con
fracciones individuales del plasma (albimina, fibrinégeno. gamma globu-
lina) y parece que se debe més a un efecto general que a la desnaturaliza-
cién de un componente especifico del mismo.

TABLA XLV

DMSO Absorbancia o de pH pH
% v/v (E) Hemélisis inicial final
5 0,01 1 7,2 7,0
10 0,02 2 7,3 7,1
20 0,06 6 7,3 7,1
25 0,16 16 7,4 7,1
30 0,35 35 7,4 7,2

40 Signos de precipitacién y decoloracién

15.2. Influencia del DMSO sobre la hemdlisis inducida por Fenetici-
lina Ky Oxacilina Na.

Influencia de la concentracién de antibiéticos.

La influencia del DMSO sobre la hemélisis de eritrocitos de conejo
«in vitro», producida por un término de cada serie de penicilinas semisin-
téticas experimentadas, se ha estudiado a distintas concentraciones mola-
res de Feneticilina K y Oxacilina Na, en presencia de 0,6 % p/v de
CINa. Las concentraciones molares elegidas han sido las que producen
un 10 %, 50 % y 100 % de hemdlisis y, ademds, una cuarta concentracién
superior a la concentracién molar critica que causa hemélisis total (100 % ).
La Tabla XLVI recoge los valores de las concentraciones de trabajo ex-
presadas en moles por litro para cada antibiético.
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TABLA XLVI

Concentracién molar de antibiético
que causan 10 %, 50 % y 100 % de hemélisis

Antibiético 10 % 50 % 100 <

Feneticilina K 3,7.10—2 6,6.10-2 9,8.10-2 | 12,2.10-2 (a)
Oxacilina Na 3,2.10-2 4,8.10-2 | 7.8.10-2 9,0.10-2 (a)

Los valores de esta Tabla corresponden a un minimo de 2 6 4 expe-
riencias realizadas a 37°C. durante 15 minutos.

(a) Concentracién de la correspondiente penicilina a un valor su-
perior de la hemélisis Lotal.

Para cada concentracién de Feneticilina Kk u Oxacilina Na se dcter-
miné el grado de hemélisis a distintos porcentajes de DMSO en la mezcla.
Las Tablas XLVII, XLVIII, XLIX y L recogen los resultados obtenidos
a distintas concentraciones de Feneticilina K en la disolucién a medir. La
grafica 20 registra el grado de hemdlisis frente a los tantos por ciento de

DMSO.

TABLA XLVII
Feneticilina K ¢ = 3,7.10-2 mol 1!

DMSO Absorbancia

% v/v (E) “% Hemdlisis pH inicial pH final
5 0,08 8 6,5 70
10 0,05 5 6,5 7,1
15 0,02 2 6,7 7,1
20 0,07 7 6,7 7,0
25 0,18 18 6,6 7,0
30 0,40 40 6,6 6,9
40 0,83 82 6,7 6,9

La eficiencia del DMSO, para cada concentracién del mismo en la
mezcla, en la prevencién de la hemdlisis decrece. como se desprende de
estos valores, con el aumento de la concentracién de Feneticilina K en la
disolucién.
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TABLA XLVIII

Feneticilina K ¢ = 6,6.102 mol 1-1
DMSO Absorbancia
T ov/v (E) + Hemdlisis pH inicial 1 H final
5 0,30 30 6,60 7,1
10 0,23 23 6,6 7,0
15 0,15 15 6,5 71
20 0,11 11 6.4 7,0
25 0,20 20 0,5 6,9
30 0,45 45 6,6 7,2
40 0,86 86 6,6 7,2

Las Tablas LI-LIV recogen los resultados experimentales para la
Oxacilina Na a distintas concentraciones de la misma. En la grafica 20
se representan los porcentajes de hemélisis frente a distintas concentracio-
nes de DMSO en la mezcla final. El perfil de las curvas grado de hemélisis
—% DMSO es similar en las dos penicilinas experimentadas. En el caso de
la O~acilina Na el intervalo de concentracién empleado fue sumamente
pequefio, debido a la ligera diferencia entre las cantidades que causan
hemélisis Lotal. hemdlisis intermedia (30 €2 ) v hemélisis incipiente (10 7).
por lo que no es extrafio que en algunos de los resultados recogidos se en-
cuentre un solapamiento y se entrecrucen las curvas en su representa-
cién grafica.

4.5.3. Estudios espectrales.

Las dos penicilinas representativas de las series estudiadas y por
tanto. de diferente estructura quimica en cuanto al radical unido al éci-
do 6-aminopenicilanico se refiere, han sido objeto, por nuestra parte, de
un examen espectral, solas y en unién de DMSO al 20 % v/v en orden
a detectar la posible interacién quimica penicilina-DMSO.

Esta interacién deberia de ocurrir para un decrecimiento de la acti-
vidad hemolitica producida por la Feneticilina K v la Oxacilina Na cuando
se adiciona DMSO. Para su determinacién se ha empleado un espectrofo-
témetro Beckman [DMk-2. habicndose estimado cada penicilina en ol
maximo de absorcién a 267 mp.\ 275 m . respectivamente.

El DMSO no tiene absorbancia alguna por encima de las 250 mp.
por lo que su combinacién con la penicilina no interfiere con la determina-
cién de la concentracién de la misma.
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Feneticilina K

TABLA XLIX

c = 9,8.10-2 moles 1-1

Feneticilina K

¢ = 12,2.102 moles 1-1

DMSO Absorbancia
Cedv /v (E) % Hemodlisis pH inicial pH final
5 0,75 75 64 6,9
10 0,58 58 6,5 6,9
15 0,30 30 0,4 7,0
20 0,18 18 6,6 7,1
25 0,25 25 6.4 6,9
30 0,57 57 6,3 6.9
40 0,95 95 06,6 sl
TABLA L

DMSO \hsorbaneia
T ov/y (E) % Hemélisis . pH inicial pH fianl
5 1,00 100 6,0 6,9
10 1,00 100 6,7 6,9
15 0.99 99 6,7 7,0
20 0.99 99 6.4 6,9
25 0,99 99 0,5 7,1
30 1,00 100 6,8 7,2
40 1.00 100 6,8 7,2
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TABLA LI
Oxacilina Na ¢ = 3,2.10 2moles 1!
DMSO Absorbancia ]
T vy (E) €¢ Hemdlisis pH inicial pH final
5 0,07 7 6,5 6,9
10 0,06 6 6,6 7,0
15 0,06 6 6.7 7.1
20 0,10 10 6,7 7.2
25 0,12 12 6.6 6,9
30 0.30 30 6.8 7,1
40 0.77 77 0,8 7.2
TABLA LII

Oxacilina Na

¢ = 4,8.10-2 moles 11

Oxacilina Na

TABLA LIII

¢ = 7,8.10-2 moles 1-1.

DMSO Absorbancia )
% viv (E) ¢ Hemélisis pH inicial pH final
5 0,60 60 6,6 7,1
10 0,40 40 6,0 7,1
15 0,30 30 6,8 7,2
20 0.20 20 6,7 7,2
25 0,08 8 6.8 7,2
30 0.35 35 6,8 7,3
40 0,75 75 6,9 7,3
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DMSO Absorbancia
e v/v (E) ¢ Hemélisis pH inicial pH final
S 1,00 100 6,4 6,9
10 0,95 95 6,5 6,9
15 0,60 60 6,6 7,1
20 0,50 50 6,7 7,0
25 0,40 40 6,7 7,1
30 0,55 55 6,8 7,2
40 0,95 95 0,8 7,1
TABLA LIV
Oxacilina Na ¢ = 9,0.10-2 moles 1-!
DMSO Absorbancia
tov/v ° (E) ¢ Hemélisis pH inicial pH final
5 1,00 100 6,4 6,8
10 1,00 100 6,4 6,9
15 1,00 100 6,0 7,0
20 1,00 100 6,7 7,0
25 1,00 100 6,7 7,1
30 1,00 100 6,8 7,2
40 1,00 100 6,8 7,2
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Para cada experimento se emplearon células de referencia debidamente TABLA LVI
preparadas.
Los espectros demuestran que. aproximadamente. la totalidad del Feneticilina K _ o ~
antibidtico estd presente en la mezcla penicilina-DMSO, incluso en un " ¢ = 6,6.107% mol I~ DMSO ¢ = 5% v/v

periodo de tiempo suficientemente amplio; del orden de tres veces superior B
al periodo normal de incuhacién. lo que hace suponer que no existe nin- }:ﬁgﬁ?ﬁ]innfstc Absorbancia
gtin tipo de interaccién penicilina DMSO. I e (E) Hemélisi- pH (a)
Los espectros U V. de las dos penicilinas a la hora cero, en agua y para
tres tiempos distintos en agua-DMSO0 se recogen a continuacién: 5 0,03 5
4.6. Estudios cinéticos. ;O 0,05 5
4.6.1. a) Cinética hemolitica. 38 8(1)8 7
Con objeto de determinar si el efecto del DMSO en la disminucién 45 0’30 :1),8
del grado de hemélisis producida por el antibiético est4, o no, relacionado 60 O’ 40 10
con el tiempo, se realizaron una serie de experimentos empleando una 120 0’92 92 6.9
concentracién constante de penicilina, en cada caso, la que causa el 50 %, ’ >
aproximadamente, de hemélisis, y dos concentraciones de DMSO (5 % y
20 % ): la primera, de escaso efecto protector, y la segunda, que corresponde
al porcentaje de 6ptima proteccién eritrocitica. Feneticilina K ¢ = 0.6.10-2 mol 1-1! DMSOc = 20% v/
La actividad hemolitica se determiné a intervalos variables de 5 a A
20 minutos, durante periodos de tiempo de hasta 120 minutos. Incubacién a 37°C Absorbancia
En la Tabla LV se recogen los resultados obtenidos en el experimento Tiempo en minutos (E) ; Hemdlisie OH (a)
patrén, es decir, la cinética hemolitica a concentracién cero de DMSO.
TABLA LV ' 5 0,02 2
Feneticilina K Oxacilina Na 10 0,03 3
¢ = 6,6.10-2 mol 11 ¢ = 4,8.10-2 mol 1-1 20 0,05 5
l"nculmci(mg;}?'i. Absorbancia ’(lf‘. \h~orbancia ¢ de Hemo ig 8(1)8 o
Tiempo en minuto- (ko Hemdlisis (E) lisis 5 10
: 128 0,14 14
2z 0,65 5
5 0,05 5 0,14 14 & 6.9
10 0,07 7 0,16 16
20 0,14 14 0,25 25
30 0,30 30 0,35 35
45 0,53 53 0,52 52
60 0.69 69 0,85 85
120 1,00 100 1,00 100

En las Tablas LVI y LVII se recogen los resultados hallados para
dos concentraciones de DMSO (5 % y 20 %) frente a una misma concen-
tracién inicial de Feneticilina Na y Oxacilina Na.
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TABLA LVII En las grificas 21a y 21b se representan los grados de hemélisis

encontrados frente al tiempo, en minutos, para los niveles de DMSO ensa-

Oxacilina Na ¢ = 4,810-2 mol 171 DMSO ¢ = 5% v/v yados en cada antibiético.
Como puede verse, la adiciébn de DMSO a disoluciones 6,6.10-2
Incubacién a 37°C Absorbancia mol 1-1 de F(.anetici.lina‘ Na y 4,{3.10‘2 mol 1-1 d.e Oxacilina Na, en
'Trilgrlxllp?)cé?lnminums (E) ¢ Hemolisis pH tal disolucién salina, disminuye sensiblemente la velocidad de hemélisis a

concentraciones del 20 % de DMSO, siendo poco efectiva cuando la con-
centracién del disolvente es solamente del 5 %.

5 0.12 12
,13 13 .
;g 82; 29 4.6.2. b) Cinética de degradacion.
30 0,29 Zg Al objeto de contrastar la bondad de los resultados obtenidos en
45 OAQ == andlisis espectral, se ha seguido la cinética de degradacién de ambos an-
60 ?gg 100 70 tibiéticos, al pH de disolucién de los mismos en la mezcla solucién sali-
120 s ?

na 0,093 M — DMSO, a 37°C, y a las concentraciones de sustrato emplea-
das en la cinética hemolitica. Para la determinacién del porcentaje de pe-
nicilina activa, en presencia de sus productos de degradacién, se ha seguido
Oxacilina Na o= 4,810-2 mol 1-1 DMSO ¢ = 20¢ v/v el método empleado por OrTENBLAD.® Las Tablas LVIII y LIX recogen

los resultados obtenidos para las penicilinas estudiadas.

Incubacién a 37°C Absorbancia .
Tiempo en minutos (E) + Hemolisis pH (a) TABLA LVIII
5 0,08 8 .
0.09 9 Feneticilina K c = 6,6.102mol 1! )
10 014 14 DMSO c = 30%v/v Temp. = 37°C  pH 6.5
20 s
30 0,17 17
a5 0,25 25 Tiempo en minutos 30 60 90 120
60 0,33 33 “ de Feneticilina
120 0,85 85 6,8 activa 100 100 99,5 99
TABLA LIX
Oxacilina Na ¢ = 48102 mol 1-t
DMSO c = 307 v/\ Temp. = 37°C  pH 6.6
Tiempo ¢ nminutos 30 60 90 120
% de Oxacilina
Na activa. 100 100 100 99,5
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V. DISCUSION

Las penicilinas semisintéticas de las dos series’ .estudiadas por noso-
tros poseen, en general, una débil actividad hf:mohtlca sobre los en,tr(?m-
tos de conejo «in vitro». En un intento de relacionar su estructura quimica
con el poder hemolitico y antibaclerian‘o, hemos obser\‘zado' que .respef:t.o
al primero de ellos la actividad citotéxica de !as o -ar11-ox1a1qu1l-pel’u'c1-
linas no presenta variacién alguna con la longitud de la cadena alquilica
del radical unido al 6-amino-penicilanico. ) .

Las concentraciones minimas inhibitorias (c.m.i.) determinadas
frente a S. qureus 3.055, tomadas del «Antimicrobial Agents and Chemo-
therapy»,53 se recogen a continuacion:

d.1-g-fenoxi- d,l- a-t'(*p({)l('i-
i Penicilina V etilpenicilina propilpx.:n-u.u ina
Organismo o (Feneticilina) (Propicilina)
S. aureus 3055 0,0312 a) 0,0312a) - 0,0312 a)

a) c.m.i.en pgr/ml

Fstos resultados indican que el poder antimicrobiano frente a este
germen, al igual que ocurria con el poder hemolitico, no se encuentra
afectado por la longitud de la cadena. El efecto de‘la 10ng1tud de la cadena
alquilica sobre las actividades hemoliticas y ant1bacterlan.as se compara
en la grafica 22 para los tres primeros términos de e§t’a serie, representan-
dose en ordenadas los logaritmos de la concentracion molar que causa
justamente hemélisis total y de la concentracién minima inhibitoria (c.m.i.)
expresada en moles/ 1. frente al nimero de grupos -CH,- en la cadena la-
teral del radical unido al 6-amino-penicildnico.

En cuanto a los diasteroisémeros de la Feneticilina se refiere, los va-
lores de la c.m.i. frente a S. aureus 3.055, tomados dﬁa la misma obra %
son 0,0312 y 0,621 ¢t g/ml para la ]-a-fenox'ieti.lpemcﬂma y d.-q’-feno-
xietilpenicilina, respectivamente, lo que parece indicar que la posicion del
radical CHj en el carbono asimétrico afecta a sus pr?}')ledades antibacte-
rianas y sélo en grado de matiz a sus actividades her.n(.)lltlcas. N .

En la serie de las isoxazoil-penicilinas, la actividad hemolitica se in-
crementa con el aumento del niimero de cloros sustituidos en el grupo ben-
cilo del radical unido al 6-APA, observandose una variacién sirgilar en los
datos microbiolégicos al comparar los anteriores con las cam.i. para los
tres primeros términos de esta serie. Los valores de las c.m.i. d.e’termmados
por nosotros frente a S. aureus 209P se recogen a continuacion:
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Oxacilina Cloxacilina 2.6-Dicloxacilina
Organismo Na Na Na
S. aureus 209P 1,0 a) 0,75 a) 0,50 a)

a) cmi. enpor/ml

La gréfica 23 denota una correlacién de los resultados de las activi-
dades hemoliticas y microbiolégicas de los tres primeros términos de esta
serie, observandose que los valores de las primeras estdn muy por encima
de las concentraciones suministradas para ser bactericidas.

En el modo de accién de estos compuestos se ha observado. con ca-
racter general, que existe una disminucién en el nimero de células hemo-
lizadas a concentraciones més elevadas de sangre; este decrecimiento en
la actividad puede ser atribuido, probablemente, a la inactivacién parcial
de las penicilinas por su «binding» al suero y/o a la membrana celular.
El hecho de que en algunos experimentos hayamos trabajado, incidental-
mente, con glébulos rojos lavados y empaquetados. siempre en las mis-
mas condiciones, y se haya encontrado una hemglisis mayor que en pre-
sencia del suero. nos hace pensar que hay una participacién importante
del primer fenémeno. Para el segundo caso, podria admitirse que los fosfo-
lipidos de las membranas tuviesen lugares adecuados para su interaccién
con las penicilinas del medio, hecho generalmente aceptado para explicar
la acci6n bactericida de compuestos de amonio cuaternario.2?

Aunque las hipétesis para aclarar el mecanismo de la hemélisis puedan
aplicarse a las dos series de penicilinas semisintéticas estudiadas, las dife-
rencias en las concentraciones criticas que causan hemélisis total, especial-
mente significativas al considerar los antibiéticos cloro-sustituidos frente
al resto de las penicilinas, puede atribuirse a la capacidad de los compues-
tos halogenados para atravesar mds répidamente la barrera lipidica de
la membrana del hematie.

En este estudio, el orden de las actividades hemoliticas de las peni-
cilinas de ambas series es, como se ve, correlativo al de sus actividades
antibacterianas, aunque las concentraciones bacterioliticas de las mismas
sean mucho menores que las correspondientes concentraciones hemoliticas.

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, parcialmente, de la permeabilidad del eritrocito de las sus-
tancias empleadas. El empleo de CINa como patrén de referencia elimina
cualquier dificultad de reproductividad de los factores biolégicos impli-
cados, particularmente la variable fragilidad del eritrocito que aparece
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con el empleo de distintos donadores. Esta variacién en los valores de «i».
obtenidos a partir de sangre de diferentes conejos de una misma raza,
fue de = 3 %.

Como es sabido, en los calculos de disoluciones isoténicas se supone
que el valor de «i» es el mismo que el nimero de iones en que se disocia
el compuesto. Husa y Ross1 ¢4 han demostrado que el error cometido con
esta suposicién estd dentro de los limites permisibles del trabajo experi-
mental, con tal que la concentracién de soluto no sobrepase el valor
0,1 M.

El valor de «i» de distintos solutos se determina, frecuentemente, a
partir del punto de congelacién o de otra propiedad coligativa de la diso-
lucién. Del valor medio de descenso del punto de congelacién. para una
serie de experimentos, se calcula el valor de «i» mediante la siguiente
expresién:

A Tf=Kfim

donde Tf es el cambio experimentado en el punto de congelacién de agua
por adicién de soluto, Kf es la constante crioscopica molar del agua
(1,86), «i» el factor de Van’t HorF, y m la molalidad de ladisolucién.
Sin embargo, los valores de «i» obtenidos exclusivamente por estos méto-
dos dan lugar a una serie de problemas, debido a que alguno de los solutos
ensayados pueda pasar con facilidad a través de ciertas membranas, de
tal manera que una disolucién que tiene un valor de «i», en principio
correcto, puede ser inadecuada en la prevencién de la hemdlisis. Las diso-
luciones que tienen la misma presién osmética, basada en la medida de
los puntos de congelacién o de otra propiedad coligativa, se denominan
«isotdénicas»; sin embargo, la prictica aconseja denominarlas «isosmé-
ticas» y reservar la denominacién de «isoténicas» para las disoluciones
que tienen igual presién osmética con referencia a una membrana plas-
mética particular, por ejemplo. el eritrocito.

Basandonos en los cdlculos de las disoluciones «standard» de CINa.
Ias cuales tienen un valor de coeficiente de Van’t Horr «i» igual a 1,86,
puede esperarse que para las penicilinas correspondientes a las dos series
estudiadas, las cuales se encuentran en su forma salina al pH fisiolégico,
deberfan tener un valor de «i» muy préximo a 3,72 (2 X 1,86), si la
disociacién de estas sales fuera completa, tal como es la del ClNa.

En Ia serie de lasa -aril-oxialquil-penicilinas, los resultados obteni-
dos nos dan valores de «i» hemoliticos superiores a los que deberian es-
perarse. Sin embargo, el hecho de que sean préximos entre si parece in-
dicar que son independientes de la naturaleza del anién y, por otra parte,
claramente indiferentes a cualquier accién celular. Este comportamiento
puede ser debido a varias razomes: los cidos penicilinicos son 4cidos
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organicos, pKa = 2,7-2,9, y, como tales, son insolubles en las grasas.
En disolucién, los iones estin fuertemente hidratados, debido al grupo
carboxilo polar, por lo que difundirdn mis lentamente, atravesando los
poros con mayor dificultad. Esta falta de propiedades «hidrotrépicas»
puede justificar los valores de «i» mds altos que el valor tedrico para esta
serie de penicilinas, aunque se trate de permeabilidad de aniones mono-
valentes.

En la serie de las isoxazoil-penicilinas, los valores del coeficiente
«i» hemolitico encontrados, varian ligeramente con la naturaleza del radi-
cal unido al 6-APA, observindose una disminucién del valor medio del
coeficiente con el aumento del nimero de atomos de cloro de la cadena
lateral. Puesto que el grupo ionizable en disolucién es el mismo que en las
a -aril-oxialquil-penicilinas. parece que las ligeras diferencias observadas
en los coeficientes hemoliticos, en esta serie, pueden provenir de un efecto
correlativo entre la cloro-sustitucién en la cadena lateral de las isoxazoil-
penicilinas y su facilidad para atravesar la membrana celular, fenémeno,
por otra parte, observado en el estudio de la actividad hemolitica de las
mismas en disolucignes salinas. Los fines del trabajo restringen el cilculo
de los coeficientes isoténicos al método hemolitico, aunque estimamos
de considerable interés la comparacién de los resultados encontrados
por este procedimiento con los que pudieran obtenerse a partir de cualquier
otra propiedad coligativa que no implican el empleo de una biomembrana.

Los polietilenglicoles 600 y 1.540, utilizados como solutos protecto-
res a lo largo de nuestros experimentos, han sido elegidos con arreglo al
siguiente criterio: se conocen los valores de «i» para el CINa en disolucio-
nes de PEG-200 y los valores del coeficiente isoténico son, en todos los
casos, menores de 1,86.59 Estos valores de «i» mis bajos indican que el
PEG-200 no ofrece proteccién a los glébulos rojos frente a la hemélisis os-
mobtica.

Se han encontrado valores de «i» ligeramente mas elevados para el
CINa en disolucién de PEG-300, lo que indica que este soluto contribuye
a la tonicidad de las disoluciones acuosas.

Cuando los valores del coeficiente isoténico se calculan para el
PEG-400 y PEG-600, se ha encontrado que dicho valor es mayor en el caso
del PEG-600, pero a ambos se les puede considerar que tienen capacidad
para proteger a los eritrocitos de la hemélisis osmética. Es posible estable-
cer entre los PEG liquidos un orden de proteccién de eritrocitos de conejo
frente a la hemélisis, siendo 200 < 300 < 400 < 600. La capacidad
de los PEG para contribuir a la tonicidad de las disoluciones depende de
su peso molecular, lo que explica, en cierto modo, que los de bajo peso
molecular tengan mayor posibilidad de atravesar la membrana del glébulo
rojo disminuyendo, a veces ostensiblemente, la concentracién efectiva de
las disoluciones extracelulares. '
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Al-PEG-600 podemos considerarle, pues, como un polimero no difun-
dible a través de la membrana celular; esta cualidad y el hecho de que sea
liquido a la temperatura ambiente, nos ha inducido a utilizarlo en nuestros
experimentos; junto con él se ha empleado el PEG-1.540, polimero sélido
en las mismas condiciones.

La hemélisis inducida por las penicilinas ensayadas depende de la
concentracién de las mismas. Las concentraciones que causan indicios de
hemdlisis y hemélisis total, asi como las diferencias entre estos dos valores
experimentales para todas las penicilinas expresados todos en mol 1-1,
se recogen en la Tabla LX.

TABLA LX
Concentracién que | Coneentracién que | Diferencia de
o causa indicios he- causa 1007, concentraciones
Antibiético mélisis hemdlisis (Ac)
mol 171,102 mol 171,102 mol 11,102
Penicilina VK 2,8 9,6 6,8
Feneticilina K 2,5 9,8 7,3
Propicilina K 2.1 9,5 7,1
Oxacilina Na 1,1 7.8 6,7
Cloxacilina Na 1,0 4,7 3,7
2,6-Dicloxacilina
Na 0,2 2,5 2,35

La reduccién progresiva en la respuesta hemolitica por concentracio-
nes crecientes de PEG, tal como se recoge en las graficas 15 a 18 indican,
a primera vista. que las penicilinas interaccionan con los PEG de tal ma-
nera que la actividad hemolitica discurre de la misma forma que su inte-
raccién con la macromolécula, si ésta tuviera lugar.

Si se supone que los PEG interaccionan con las penicilinas y que la
interaccién es la tinica responsable de la disminucién de la respuesta he-
molitica, la cantidad de macromolécula implicada en la reduccién de la
hemélisis, desde un 100 % a indicios, tiene una importancia de significado
practico. '

En la Tabla LX se recogen las concentraciones de cada antibiético
(c.mol. 1-1) que se precisa complejar o con las que el conesfondiente PEG
debe interaccionar para disminuir la hemélisis del 100 ¢¢ a indicios.

De acuerdo con las gréficas 15-A, 15-B y 17 las concentraciones de
polimero de peso molecular mas elevado, PEG-1.540, que inicia la reduc-
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cién de la hemolisis inducida por los dos primeros términos de las dos
series de penicilinas estudiadas hasta la eliminacién de la respuesta he-
molitica, son 0,05 equiv. 1-1 y 045 equiv. 1! para la Penicilina VK, y
0,15 equiv. 1-1 y 0,55 equiv. 1-! para la Oxacilina Na, respectivamente.
La diferencia, en ambos casos coincidente (0,10 equiv. 1-1), expre-
sa la concentracién de polimero requerida para interaccionar con
6,8. 101 de Penicilina VK y con 6,7. 1072 mol 1-1 de Oxacili-
na Na, reduciendo la hemdlisis inducida por el antibiético del 100 % a
un porcentaje practicamente nulo. La concentracion de 0,40 equiv.l-1,
respecto a los dos polimeros, refleja las siguientes concentraciones en
mol 1-1: PEG-600, 2,5.10-2 mol 1-!; PEG-1.540, 0,82.10-2 mol 1-'.
Sobre la base de 1 mol, 1 mol de penicilina interaccionaria con 0,36 moles
de PEG-600 y con 0,12 moles de PEG-1.540, indicando que los polimeros
de peso molecular mas elevado v. por lo tanto . con mayor ndmero de gru-
pos éxidos de etileno por molécula, tienen una mayor capacidad de interac-
cién. Aunque esta interaccién seria facilmente puesta de manifiesto por los
métodos usuales de ultra-centrifugacién, dialisis, etc., no hemos encontrado
en la literatura referencia alguna sobre el «binding» de Penicilina a Po-
lietilenglicoles.

Otra posible explicacién de la accién inhibidora de los polietilen-
glicoles sobre la hemélisis eritrocitica producida por penicilinas pudiera
residir en sus propiedades protectoras de la membrana del hematie, de-
bido a la facilidad con que el grupo polioxietilénico de las macromoléculas,
en general, forma puentes de hidrégeno en los grupos polares de las prote-
nas de la membrana, sin necesidad de penetrar en la célula.

Dimetil Sulféxido.

Las curvas hemoliticas individuales para las dos penicilinas estudia-
das. grifica veinte, no solamente indican la potencia hemolitica relativa
de estos agentes antibacterianos sino que suministran el medio por el que
pueden escogerse las concentraciones adecuadas de estos antibidticos en
el estudio de una posible combinacién con el DMSO para determinar la
influencia de este tltimo agente quimico en la hemélisis de los eritrocitos
de conejo.

En los experimentos realizados con DMSO para determinar si es un
soluto promotor o inhibidor del grado de hemdlisis comparativamente con
la solucién salina control 0,093 M, se ha escogido la concentracién de an-
tibiético que causa un grado de hemdlisis intermedio, aproximadamente
el 50 %. Se ha encontrado, en cada momento, que la presencia de canti-
dades de DMSO, hasta aproximadamente de un 25 % v/v, causan una
disminucién progresiva del grado de hemélisis para cada penicilina estu-
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diada, con un tiempo de incubacién de 15 minutos para cada experimen-
to. Este tipo de experimentos se amplié con cantidades de antibiéticos
que causan un 10 y un 100 % de hemélisis, de tal manera que la influen-
cia del DMSO sobre la reduccién de la hemélisis pueda ser seguida du-
rante un tiempo de operacién més largo en el segundo caso.

Ha sido previamente demostrado por nosotros que el DMSO causa
hemélisis total a todos los niveles de concentracién en disolucién acuosa
pero, cuando se encuentra en presencia de ClNa 0,003 M la hemélisis
no tiene lugar hasta niveles superiores al 30 % v/v de DMSO en la mez-
cla. Las curvas obtenidas para este dltimo caso demuestran una depresién
Optima a tres concentraciones distintas del antibiético correspondiente
(las que causan el 10 %, el 50 % y el 100 % de hemélisis), encontran-
dose el minimo en las curvas experimentales, a valores aproximados del
25 % v/v de DMSO cuando las concentraciones de antibiético elegidas
corresponden a las que causan el 50 % y el 100 % de hemglisis. Este valor
parece coincidir con el minimo del diagrama temperatura °C-fraccién mo-
lar de DMSO. encontrando por HAVEMEYER ¢'en la regién del eautéctico.
La concentracién molar de DMSO encontrada por este autor correspon-
deria a una relacién de 2 moles de agua a 1 mol de DMSO, proponiendo
que podria formarse un complejo de relacién 2 :1 entre el agua y el DMSO
a través de puentes de hidrégeno, mas fuerte que el que formarian entre
si 2 moléculas de agua. Sin embargo, nuestros valores, si bien meramente
indicativos, se aproximan mis a la relacién 3 :1, dada por ScHoTT.62
De cualquier manera, parece ser que las propiedades crioprotectoras del
DMSO estdn relacionadas con los efectos inhibidores del compuesto en
la hemélisis eritrocitica a través de su peculiar modo de accién.

La naturaleza higroscépica del DMSO juega un papel importante
por su capacidad de atravesar las membranas biolégicas y quizés para mo-
dificar la configuracién de las proteinas de la membrana, siendo capaz,
a causa de su tamafio molecular comparativamente pequefio, de penetrar
a través de ciertas subunidades interfaciales proteicas, mas rapidamente
que otros disolventes de mayor tamafio molecular.

RAMMLER y ZAFFARONI 83 indican que la capacidad del DMSO, en
elevadas concentraciones, para atravesar la barrera proteica cuya integri-
dad depende de la fijacién de agua, es el resultado de cambios de configu-
racién reversibles de estas proteinas debido a la sustitucién del agua por
DMSO.

Puesto que el principal componente de la célula es el agua y la forma
natural de los biopolimeros, tales como las proteinas, los polisacridos y
los 4cidos nucleicos, por ejemplo, estin rodeados por capas de agua, en-
voltura de hidratacién, nos permite sugerir que por esta condicién el
DMSO penetra en la célula, manteniéndose en su interior. La sustitucién
o la retirada de la envoltura de hidratacién conducir4 a una modificacién
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de la configuracién de los biopolimeros y, por consiguiente, de las células.
En muchas ocasiones se ha comprobado que las células asi afectadas no se
alteran de manera permanente, por lo que el proceso revers.ible se puede
considerar producido ya sea como difusién o transporte activo de mayor
cantidad de DMSO, o por la retirada gradual de la proteina ligada al DMSO
por unién competitiva con el agua celular, RAMMLER y .ZAFFARONI.63

Estos mecanismos de accién son perfectamente compatibles con los
resultados obtenidos en presencia de las penicilinas ensayadas. Los datos
de la grafica veinte demuestran, de forma convincente, que, aunque el
DMSO es efectivo en la disminucién del grado de hemélisis producida
por concentraciones bajas del antibiético corresponfiiente. puede. 1‘1/egar
a perder la efectividad en presencia d‘e concentraciones .(’ie ant1b1<?t1'0f)
de gran potencia hemolitica. La diferencia en la concentracién de penicili-
na ensayada requerida para causar la hemélisis totes].. comparada con la
cantidad necesaria para causar indicios de heméhsls'en presencia de
DMSO, no parece indicar que el empleo de concentraciones mayores de
DMSO deban ir asociadas a una mayor facilidad en la formacién d.el com-
plejo antibiético-DMSO; por lo que los resultados halladas permiten su-
gerir que el mecanismo de accién del DMSO en la prevencion de la ht?mo-
lisis depende de su accién sobre la célula y no de un mecanismo de inte-
racién extracelular DMSO-antibiético. Esta hipétesis esta conﬁrmada por
los estudios espectrales, donde los datos obtenido.s nos permiten sugerir
que entre el DMSO y las penicilinas correspondlentes. a las dos series
estudiadas no existe la formacién del complejo mencionado, aseguran-
donos mediante los estudios de degradacién que la actividad de la peni-
cilina presente era superior al 98 % en las condicio‘nes de consecucion
del espectro. Sin embargo, pensamos que d?bfan realizarse f:ftudlos mas
complejos antes de excluir, de manera categérica, la formacién del com-
pleJOEn conclusién, podemos decir que el DMSO interfiere la ac?ién
hemolitica del antibiético a través de una accién directa sobre el eritro-
cito, por alteracién de las barreras de per'mfaablhdad de. su merr'lbrana,
siendo muy poco probable que el efecto inhibidor sea debido a la interac-
cién quimica con las penicilinas del medio.

VI. CONCLUSIONES

1.2.—Se ha puesto a punto una técnica experimental para la medida
cuantitativa de la hemélisis eritrocitica. Esta técnica ha 51in contras'tzf.tia
mediante la Ley de Lambert-Beer, siendo muy satisfactoria la precision
conseguida.
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2.%2.—Respecto a los valores medios de la dosis téxica (L5 gr/kg de
peso), las actividades hemoliticas de las penicilinas estudiadas en nuestras
condiciones experimentales, pueden considerarse nulas.

3.8.—De acuerdo con nuestras condiciones eXperimentales, se observa
una correlacion entre las actividades hemolitica: y antibacteriana en las
dos series de penicilinas estudiadas, no encontriandose en la serie @ -aril-
oxialquil-penicilina influencia alguna con la variacién en la longitud de
la cadena alquilica del radical unido al acido 6-amino-penicilanico.

4.%.—Se ha encontrado una relacién lineal entre los logaritmos de
las concentraciones hemolitica y antibacteriana, y el nimero de dtomos
de cloro en la molécula para los tres primeros términos de la serie de las
isoxazoil-penicilinas. Ambas actividades vienen afectadas por la cloro-sus-
titucién en el grupo bencilo del radical unido al dcido 0-amino-penicilanico.

5.%.—Se considera un comportamiento anémalo para los diasteroi-
someros de la d.l- @ -fenoxietilpenicilina (Feneticilina), encontréndose
una discrepancia entre sus propiedades quimicas, sus actividades antibac-
terianas y hemoliticas.

0.2.—Se han determinado los valores del coeficiente hemolitico «i»
para los tres primeros términos de las dos series de penicilinas estudia-
das. El hecho general de que éstos excedan de 2,0 es, aparentemente, de-
bido a un cambio de permeabilidad de la membrana corpuscular resul-
tante de la pérdida de electrolito desde el interior de la célula. La presen-
cia de CINa 0,2 % p/v restablece la permeabilidad normal para todas las
penicilinas estudiadas.

7.%.—Se proponen como posibles mecanismos de la accién inhibidora
de la hemélisis, producida por las penicilinas estudiadas en presencia de
polietilenglicoles 600 y 1.540, la proteccién de la membrana conferida
por la forma general de actuar estas macromoléculas y/o la interacccién
entre las penicilinas y los polietilenglicoles, detectadas por el método he-
molitico.

8.2 —Fl dimetil-sulféxido interfiere con la actividad hemolitica de las
penicilinas estudiadas, a través de una accién directa sobre el eritrocito
por alteracién de sus barreras de permeabilidad. El grado de interferencia
depende de las concentraciones de ambos, el dimetil-sulféxido y la peni-
cilina, y también del tiempo de exposicién a estos agentes quimicos.

RESUMEN

Ha sido estudiada la actividad hemolitica de penicilinas semisinté-
ticas correspondientes a las series ¢ -aril-oxialquil e isoxazoil-penicili-
nas, sobre eritrocitos de conejo «in vitro» cn presencia de Cloruro Sédico
0,093 M. La potencia hemolitica de las % -aril-oxialquil-penicilinas es,
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practicamente, la misma para los tres primeros términos (l(: la serie, au-
mentando en las isoxazoil-penicilinas con el nﬁmero‘ de atomos clo'r(?-
sustituidos en el grupo bencilo del radical unido al icido 6-amino-penici-
lanico. Asimismo se han determinado los valores de los .co.e.ﬁcwntes h.emo-
liticos de «i» para los tres primeros términos (%e }as pe'nlcﬂmas estudlédas
y la influencia de dos solutos protectores, Pohetllen'g!lrlzol (PEG) y Dime-
til-Sulféxido (DMSO), en la inhibicién de la hemo‘hsls.. Lf)s. datos obte-
nidos indican como posibles mecanismos de la accién inhibidora de los
(PEG), la proteccién de la membrana conferida 1)01‘.1{.1 .forma de actuar
estas macromoléculas y/o la interaccién entre las pe}llClllnaS y los (PEG)
detectadas por el método hemolitico. El (DMSO) interfiere a través de
una accién directa sobre el eritrocito por alteracién de sus barrera§ de per-
meabilidad. El grado de interferencia depende de las concentraciones de
ambos, (DMSO) y penicilina, y del tiempo de exposicién a este agente
quimico.

RESUME

On a étudie P’activité hémolytique des pénicillines deln’i?y.ntbétiques
correspondantes aux séries « -aryl-oxyalk’yl et 1soxazol-pemcllhneil sur
des érythrocytes de lapin «in vitro» en présence de chlortlr'e _det sodium
0,003M. L’activité hémolytique des « -.aryl-oxyalkyl-pemc’ll.l.mes elslt,
pratiquement, la méme pour les trois premiers termes de }a serie, (i:le e
augmente dans les isoxazol-pénicillines se'lon le flciml,)re_ d atomes chlore-
substitués dans le groupe benzyle du radical uni & I'acide 6-aminopéni-
Clllancl)?lu: déterminé également les valeurs d(.es'coeffjlcie.n’ts hén}f)lytiques
de «i» pour les trois premiers termes des pénicillines étudiées et 1 1nf1uencel
de deux solutes protecteurs, le Polyethylenglycol (PEG) et ,le Dimethyl-
Sulfoxyde (DMSO), sur Iinhibition de l’hémoly§e: Les données ob’tenues
indiqu;ant que la protection de la membrane (_:onferee par la’ f(‘)r'm(.a d’actua-
tion de ces macromolécules et/ou l'interaction entre 15} penlcl!hne fet les
PEG détectée par la méthode hémolytique sont de 1)0§51bles mechamsrfles
de Paction inhibitrice des PEG. Le DMSO interféreﬂa travers une action
directe sur ’érythrocyte par altération de ses barriéres de permeabll‘ltg
Le dégré d’interférence dépend des concentrations du DMSO et de la péni-
cilline, et du temps d’exposition a cet agent chimique.

SUMMARY

We have studied the hemolytic activity of semi-synthetic penieillins
corresponding to « -aryl-oxyalkyl and isoxazol-penicillins, on erythrocytes
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of rabbit «in vitro» in presence of sodium chloride 0,093M. The hemoly-
tic activity of a -aryl-oxyalkyl-penicillins is practically the same in the
three first terms of the series and it increases in the isoxazol-penicillins
according to the number of atoms chloro-substituted in the benzyl group
of the radical close to 6-amino-penicillanic acid.

We have also determined the values of the hemolytic coefficients of
«i» for the three first terms of the penicillins studied and the influence
of two protective solutes, Polyethylenglycol (PEG) and Dimethyl-Sul-
foxide (DMSO) on the inhibition of hemolysis. '

The data obtained show the protection of the membrane conferred
by the way these macromolecules act and /or the interaction between the
penicillins and the Polyethylenglycols detected by hemolytic method as
possible mechanisms of the inhibitory action of Polyethylenglycols (PEG).
Dimethyl-Sulfoxide interferes through a direct action on the erythrocyte
by alterating its permeability barriers. The interference grade depends on
the concentration of both, Dimethyl-Sulfoxide and Penicillin, and on the
time of exposition against this chemical agent.
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