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t OB~TIVOS 

1. Evaluar a los •rit.rcx:.it.os como ura sist.ema acarreador y 

liberador d• r•r .... cos. 

a. carac~erizar la liberación del Acido nalid1xico y 

o.xa .. ~asona en~rampados por el mé~odo de dilución hipotónica en 

..-itrocilos de hu111anos. 

3~ Observar los cambios morfológicos que sufre el er-itrocl.t.o 

durant.• el pr"'OC .. o de ent.rampamJ.ent.o. 
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2. GENERALIDADES 

2, t, INTRODUCCIÓN 

A través del tiempo se ha observado que algunos r•rrnacos son 

eliminados rApidament.a del organismo y olros alcanzan ni veles 

tóxicos modifi.cando la respuesta terapéutica. 

A raiz de estos proble-s se inició la bOsqueda d• nuevos 

sistemas de liberación que pudieran controlar la liberación de 

los f'.irmacos. para f"avorecer la respuesta t.eraJ>*ut.1ca y 

disminuir los e~ec:tos tóXicos. Se han utilizado diversos sistemas 

sint6ticos y naturales. Entre los siste-s sint6Ucos se pueden 

mencionar los polimeros CPolilActico y Poliglicólico); y de los 

sistema" biológicos, los eritrocitos y liposomas. 

Conforme se avanzó en las investigaciones sobre los 

eritrocitos corno portadores de r•rtnacos se descubrió que gracias 

a sus caract.er1st.tcas f"isicoquimicas y morrol6Qicas son capacn 

de entra-r ~Ar-macos y bi0110l6culaa. El porcentaje de 

entaepamiento varia seg<m el Mtoclo -.pleado. •-• 

Los ertt.roc:tt.os acarreador-; al ser introducidos al 

torrente sangutneo, llegan a Organos especiftcos, liberan 

cantidades suficientes et. f"•rmaco para alcanzar el niv.l 

tera~utico óptimo y pueden ser elimin&dos f'•cil-nte de la 

circulación. Debido a eso se ven disndnuidos los ef'ect.os tó>ci.cos 

causados por la adftlinist.ración d• fA.rmacos en f'orma libre. 

A ra1z de las anteriores observaciones se ha propuest.o el 

uso de los eritrocitos acarreadores como un sist.•111& de liberación 
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sostenida. 

Existen algunos modelos rnatemi.Llcos que tratan de explicar 

como es liberado el c•rmaco por el slslema parlador: el modelo de 

Hixon Crowel, el de Higuchl, el de Peppas y el modelo de 

Chandreasekan enlr• otros~• 

Los modelos malemAticos se basan en las caracter1sticas d~l 

sistema portador y d•l c•rmaco. 
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2.1.1. PROPIEDADES GENERALES DEL ERITROCITO 

El eritrocito es uno de los componentes celulares de l• 

sangre. Es un derivado celular altamente especializado encargado 

de aport.ar oxigeno a los tejidos." Para ello debe cumplir dos 

funciones fundamentales: 

a) Captar el oX1geno en los capilares pulmonares y liberarlo 

•n los .capilares tisulares. 

b) Circular libremente en la red sangu!nea atravesando 

r•cilmente a(Jn los m6s peq~eftos capilares de di• .. t.ro inferior al 

" suyo. 

El eritrocito humano carece de nOcleo, es altamente 

pleomórfico ya que pasa a t.ravH de una gama de formas 

transitorias pero normal ... nt.e pos .. una forma de disco biconcavo 

con un diilmet.ro de e-g µrn, un espesor de 1 µm en el cent.ro y 

2-2.5 µm en la periC6ria CFigura 2.1). Los eritrocitos se 

consideran ma.crocitos cuando su diirnet.ro rebasa los Q µre. Su 

membrana t.iene e nm de espesor. El erit.rrocit.o al microscopio 

elect.rónico muestra una .. mbrana con una eslruct.ura bi•n definida 

y un contenido denso y homog•neo en el que no •• aprecian 

organoides subcelulares CFigura 2.2). Contiene hemoglobina CHb) 

en grandes concentraciones a la cual •• un• el oxigeno. 

La vida media del erit.rocito es de 120 dias. Por lo cual 

encont.ramos •n circulación c•lulas jovenes y viejas. Se dice que 

las c•lulas viejas poseen Jft9nos cargas negativas que las jovenes 

y se ere que esto Jueva un papel import.anl• en su dest.rucción por 

el sist.ema reUculo endoteli&l. T&Jnbi"n se ha sugerido que la 

disminución de Acido siAlico sobre las superCicies de los 

erit.rocit.os expone nueves sitios antig•nicos que pueden ser 

e 



reconocidos por los macrofagos.d 

Como en todas las células, el catión principal es el K+con 

Na+, Ca+2
• Mg+2 m.1entras que los aniones mAs importantes son Cl-, 

HC08 , Hb y f"osfat.o inorg•nico¡ el 2,3-difosfoglic•rato es el 

principal compuesto que contiene fosfato en su molécula. 7 La 

concentración de potasio en la célula es de casi 20 veces 

superior a la concenlracion de dicho ión en al plasma. Por el 

contrario, la concent.ración de sodio es cerca de f:I veces ~s 

grande en el plasma que en ~l cent.ro del arilocilo. Este 

.gradiente de concenlraci6n se mant.iene a pesar del movimient.o 

gradual de los iones de potasio fuera de la c6lula y de sodio en 

el inl•rior. El erilrocilo dispone de varios mecanismos de bombeo 

que desplazan el pot.asio hacia el seno del erilrocilo y ext.raen 

•l sodio. Est.os disposivos •• repr .. ent.an como 1A, 18 y II. La 

bomba 1A sirve para alrededor de ~ d• la capacidad de bombeo 

del sodio del eritrocito normal. Requiere t.ant.o la presencia del 

potasio y sodio para su funcionamiento en la accióñ de expulsar 

una mol6cula de sodio por cada mol~ula de potasio que penetra. 

Es sensible a la inhibici6n por los glucósidos cardiacos. L.a 

bomba 18 s• parece al 1A pero se diferencia porque no necesit.a 

la presencia del potasio en el medio externo. Las bombas 1A y 18 

Cunclonan con ATP. La bomba II, no se inhibe por los glucósidos 

cardiacos y no utiliza An>. Int.ervien• en el ao a aeY. de la 

salida d•l sodio de la c6lula. Adami.s de las bombas para sodio y 

~asio el eri~rocit.o parece tener la capacidad de extraer iones 

calcio en una forma act.iva.e 

El erit.rocit.o se comporta cOIDO un os~lro hinchlndose y 

contray•ndose como respuest.a a aumentos y disminuciones de la 

presión osm6~ica del fluido •xt.•rior. 
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Fi.gurCl z. •· Ni.crol ologro.ffa. de uri.lroci.lo norma.l OC4500), 
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FLgura. a. a. bquema. et. un eri.\.roc\.Lo hum~ cxzooooo> 

tJ Lclmi.na. dein•a. o•md'fi.ta. e11el•rf'la. d9 la. m.mbra.na. protop\.cwm~li.ca.. 

Z> Lc:lmi.nca. ctva. i.nl•rm.d\.o ff la membra.nc. prolop1.cwm~t.i.co. 

IJ a..d'mi.na. den•a. o•mJn.\o i.nL•rna. d9 \.o. membra.na. proLoplcam~t.i.ca.. 

6> H\.a.Lopl<l.9ma., cuyo pri:nc\.pa.\. •l•m•nt.o •• \.a. hemoglob\.na.. 

En presencia de una soluci6n suficienlement.e hipol6nica se 

hincha y, como consecuencia, la membrana plas~t.ica se rompe. En 

un medio isot.6nico la hem611sis puede ser provocada por diversos 

agentes lensoact.ivos, por lo general, jabones, cloroformo y 

det.ergent..es. 
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2.1.2. ERITROCITOS F.urTAS'MAS 

La lisis hipot.6nica se produce cuando la c•lula es 

t.ensionada má.s all• de su capacidad. Castle y Daland P estudiaron. 

la hemólisis de c•lulas en solucionas hipot.6nicas y encont.raron 

que la ruptura de la nwmbrana ocurre en el punto donde el volumen 

celular es cercano a 1eo "de su volumen original. Est.e volumen 

corresponde al de una esfera que tiene la misma •rea superricial 

al de una c6lula biconcava original. Esta lisis provoca la 

~rdida brusca de la hemoglobina y ot-ras prot-einas 

cit.oplas~t.icas. Los poros se torman cuando la membrana no puede 

soportar los cambios osmóticos rApidos. 

Experimentos realizados con erit.rocit.os en un campo 

elttct.rico •ugieren que la d-organización de los component.es d• 

la -mbrana es debido a la producción de un d-balance os1116Uco. 

Es~o provoca el d.scont.rol de la ext.racción de los iones del seno 

del erit-rocilo y, por consiguiente, la presión osm6lica ejercida 

por la hemoglobina y et.ros aniones no perllll9ables es la suticient.e 

para romper la membrana del •rit.rocit.o. 'º 

AOn despuú de la desorganización de 

,.mbrana erit.rocit.ica conserva su int.eg:ridad 

recobrar sus propiedades originales: si 

condiciones normales. 

sus componentes, la 

geo.,..lr i ca y puede 

se restauran las 

Las c•lulas result.ant.es del proceso ant.•rior se conocen 

como et 1 t.roci t.os tantasrnas." 
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l!.1.3. MEMBRANA ERITROC!TICA 

Es una capa f"ina flexible, elá.st.ica que circunscribe la 

superf'ici• externa da cada célula. Su i~rt.ancia radica en la 

regulación del cont.enido de la c6lula ya que todos los elementos 

nut .. rit.ivos que entran en la misma, asi como los productos de 

desecho o secreciones que salen de ella, deben atravesarla. 

Impide la entrada de unas sustancias y facilita la de otras. Una 

barrera de esta naturaleza es una membrana selectivamente 

permeable.'ª 

La rM>mbrana plasmAt.ica pos .. poros microscópicos por los 

cuales pasan cierta• sustancias, •l t.amafto de estos poros 

determina •l t.amafto miximo de las mol6culas que pueden 

at.ravesarla. Existen otros f"act.ores que det.erllLinan si la 

su.t.ancia at.raviesa o no la membrana; estos factores son: carga 

elltct.rica, nOmero de mol~ulas de agua ligadas a la superficie 

de la part.1cula y la solubilidad del r•rrnaco en los lipidos. 

Las membranas est.•n rodeadas por medio acuoso. Bajo 

condiciones normales el agua ent.ra y •ale const.ant.enwnt.e a t.ravé~ 

d• la membrana celular. La dif'usión del agua a t.rav6s da una 

m111mbrana select.ivament.e permeable se denomina ósmosis. Al igual 

que et.ras sust.ancias •l agua difunde de un ~rea de mayor a ot.ra 

de menor concent.ración CFigura 2.3). 18 

La nwJDbrana aislada del eritrocito es uno de los modelos de 

m9mbrana plasm6.t.ica mejor estudiada por su facilidad de 

aislalllient.o CFigura l!. 4). l..a composición quilllica de la -mbrana 

muest.ra que est.• const.it.uida de un 40" de lipidos y 60" de 

prot.einas CPorcent.aJ• sobre peso seco). Teniendo en cuent.a los 

11 
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pesos moleculares medios de les compónent.es encontrados se calcula 

que existe una mol•cula prot.éica por cada 75 moléculas de 

lipidos. Se cree que est.as mol.rtculas protéicas y lip!dlcas eslAn 

organizadas seg(m el modelo de mosaico Cluido da Singer y . 
Nicholson CFigura 2.5), 

Esle modelo af'irma.. que los fosf'olipidos de la membrana se 

hallan ordenados en bicapas rormando una matriz. o !Amina rluida 

de cristales liquidas. En est.a bicapa las moléculas lipidicas 

individuales pueden moverse lat.eralment.e dolando a la bicapa de 

Cluidez, f'lexibilidad, una resist.encia el6ctrica elevada y una 

r•lat.iva impermeabilidad a las mr;üéculas ~uy polares. 

ri.9ura. a. !l. Modelo del rno•cd.co tt.ui.do de S\ng-•r y NlchoL•on~' 

13 



El modelo del mosaico fluido postula que las prote1nas de la 

a.mbrana son globulares, para interpretar el elevado contenido de 

h6lice a. Algunas da las prot.einas se encuentran parcialment.a 

incluidas en la membrana y penet.ran en la rase 11p1dica desde 

cada lado, mientras que et.ras se hallan totalmente sepultadas en 

ellas. L..a axt..ensión con que una proleina globular penet.ra en el 

interior de la rase lipídica est.• determinada por su secuencia 

amino•cida y la localización sobre su superficie de los grupos 

no polar•• de los all\inoiicidos. De est.a manera las diversas 

proleinas de la membrana forman una estructura de lipo mosaico en 

la f"luida bicapa fosfolipidica. El mosaico no es fijo o est.ático 

porque la• prot.einas son libres para dif'undir lat.eral-nt.e en 

dos dia.nsiones por lo menos en algun&s membranas. Se cr- que la 

viscosidad relat.iva de la bicapa lipidica es de 100 a 1000 veces 

superior a la del agua. 

El JDOdelo del mosaico f'l uido int.erpret.a ••t.i•t'act.oriament.• 

muchas caract.erist.icas y propiedades de las membranas biológicas. 

Es aplicable a membranas con contenidos de proleinas muy 

c:Uf'erent.es por unidad de superf'icie -lllbranosa. Explica la 

variac:16n de espesor de diferentes tipos de membran&S y permite 

int.erprelar la simet.ria de las m.mbranas naturales como una 

consecuencia del ordenamient.o de las prot.e1nas •n 

de la bicapa lipidica. El modelo int.erprela 

propiedad- el6ct.ricas y de per-abilidad de las 

la superf"ici• 

t.ambi•n las 

membranaa as1 

como la observación de que algunos de los coJDpOnent.es prole1cos 

•• mueven a gran v.locidad. 
1

' 

Los lipidos. en su -yor part.e Cllil'O. t.ienen un polo 

hidróf'ilo y un polo hidróf'obo. Las -pec1.. qu.lml.cas mt.s 

abundant.es "' en peso) son los f'ostolipid.os Cl'!I" del t.ot.al de los 



l1p1dos) seguidos del colest.erol C2'3"/.J y los glucolipidos C1B"/.J. 

Los l1pidos t.ot.alment.e hidrófobos C2'0 est.~ representados por 

ii.cidos grasos. Los const.it.uyent.es mayores de los fosfolipldos 

son: esf'ingomielina, rosfat.idilcolina, fosf'at.idilet.anolamina y 

fosfat.idilserina, que en su conjunto superan el ~ del t.ot.al de 

los fosf'olipidos. Los dos primeros alcanzan del !50-70'°' de los 

fosfolipidos segón las diferentes especies de mamiferos. 

Considerando el peso molecular de cada t.ipo de componente 

sobresale el alt.o contenido de colesterol. El colesterol inhibe 

las fases de transición inducidas por la t.empttrat.ura y también 

la disminución dr6.st.ica de la fluidez que puede ocurrir a bajas 
t...,...at.uras CFiguras a. !1 y 2. 7). 111

•
1

d 

HD 

Figuro. a. d. r&r1M.1t.a "truc\urol CS.l cole•leroL. 

1!!1 



rLguro. a. 7. 1m.eroccLdn d9L colff\eroL 
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-f'tJa 
del 
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RegiJn 
l'liÍS 
f"uida 

Las prot.einas de la membrana de los erit..rocilos son d• 

di versos lipos. Considerando la est.ruct..ura tridimensional de la 

.llltlllbrana se pueden describir proleinas int.rinsecas y exlrinsecas 

similares a la de cualquier ot.r-a c•lula. Los pesos molécula.res d• 

lu prot.eina• del •rit..rocit.o humano oscil.an ent.r• ao.ooo y 

2!1<>.000 ademAs de que •• han caracl•rizado total o parcialmente 

unas ao prot.elnas. La nlit.ad de las cual- repr-ent.an ..... del ~ 

del t.ot.al. 

El mant.eninlient.o y/o el cambio de rorma del erit.rocit.o. 

ent.r• ot.ros f'act.or-. •• debe a la int.eracción de las 

prot.einas int.rinsecas y ext.i-1nsecas. •7 
.. • 



2.1, 4. TÉCNICAS DE ENTRAMPAMIENTO EN ERl'.TROCITOS 

El porcent.aJ• de •nlra.pami•nt.o 111.iximo de los f'.6.rmacos en 

los erit.rocJt.os depende de la .. pecie donadora, condiciones da 

trabajo y el ,..todo ut.ilizado. 

Exist.en seis m6t.odos ,,_ra entrampar sustancias en los 

eritrocitos, loa cuales son : 

A. Dilución hipotónica ....... ., 

8. DUlis1s hipotónica. n-.., . 
C. H9116lisis el'6ctrica,......., 

D. Perturbación qu1mica d• la -mbrana. 41 

E. cambios de te-atura . .a...w 

F. Er'itrocitOll f'antasmas. , .... 

A continuación •• n.ncionan brev.1119nt.e ca.da uno d• -t.os 

•todos. 

A. DILUCION HIPOTONICA 

El procedimiento de entrUlp&llliento involucra un hinchamiento 

gradual de las ~lUlas a1 colocarlo en un -.to hipotónico, el 

cual no r-Ulta .., la ruptura de la -mbrana de los eritrocit.os, 

pero la hace per-abl• a las sust.anc1as que van a ser 

entranipada9. 
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Ml!'fODO EXPERINEHTAL 

El proceso de ent.ra-lllient.o se lleva a cabo bajo 

condicion" as6pt.1cas a t.911perat.ura alllbient.e. Todos los pasos son 

realizados con gran cuidado y los t.ransport.es del paquet.e 

celular con pipet.a volu"'*t.rica debe hacerse lent.ament.e para 

evit.ar la lisis de los erit.rocit.os. 

1. -Extr-r la sangre de los donador" en t.ubolo 

Mp&rinizados. 

2. - C.nt.rifugar a eoOq por 7 llinut.ot1. 

3. - Eliminar el plas- y los leucocit.os. 

4.- Transferir un lllililit.ro del paquet.e celular a un t.ubo de 

•n•ayo. 
!S. - Adicionar 4 mili lit.ros de la solución de Hank lllDdiricada 

isot.ónica CKCL. 10. Ulg/l ¡ KH2POo 0.1g/l ¡ NaHCO. 1. 273 g/l ¡ HaCl. 

o. 31 g/l ¡ HuHPOo . 2Ka0.1g/l glucosa 2g/l) diluida hallt.a una 

t.onicidad de o.e? al t.ubo de ensayo con paquet.e celular. 

e. - Mezclar por in-rsión varias vooc .. 

7. - Cent.rifugar a eoog por !S llinut.Qll. 

e. - Eliminar el •obrenadant.e. 

g.- Colocar 0.2 1111 de -llli>l"anas erit.rocit.icas Cobt.enidas de 

la lisis de erit.rocit.os con agua y post.erior cent.rifugación:> 

sobre el paquet.e erit.rocit.ico. 

10. - Adicionar O. 2 al de solución hipot.ónica con t't.rmaco al 

t.ubo con paquet.e. 

11.- Mezclar por in-rsión lent.a. 

12. - C.nt.rifugar a eoC>g por 3 ainut.os. 

13. - Se repit.en los pasos del 10-12 hallt.a la aparición de 

hellólisis en el sobrenadant.e. 

14. - Una vez que se llega al punt.o ant.erior se ext.rae el 

18 



aobrenadant.e • 1nn.d1a't.a-nt.• se le adiciona solución de Hank 

IDOdif'icada isot.6nica. 

15.- Las c6lulas s• cent.ri~ugan a eoog por B minutos. 

1e.- Descartar el sobrenadante, 

17. - l..avar con 10 m.llilit.ros de la solución de Hank 

llDC!iticada isot.6nica y cent.rif'ugar a eoog por 5 minut.os. 

18. - bpet.ir el paso 17 dos vec .. lllAs. 

PORCENTAJE GENERAL. DE ENTRAHPANIENTO. 

1-8". 

Tabla 2.1. F'1-mac09 ent.ra11p&dos por diluci6n hipot.6nica. 

F'1-maco PM Porcent.aje Especie donadora 
ent.rampado 

Insulina""'ao eooo "·ª conejo, cerdo y rat.6n 

Alfa-1-Ant.it.ripsina • 20.0 .. 
Cort.isol 21f'osf'at.o"" "'º 17.0 .. 
NM.otrexat.o ª 0 

'"' 15.5 .. 
Ciclofosf'amJ.da 

... aeo 8.9 .. 
Q.O ratas 

Aspargina•aª~·-- 113QOOO e.o ratón y ratas 

Urogast.rona• 17.e rata• 
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B. DIALISIS HIPOTONICA 

FUNDAMENTO: 

El ent.rampamient.o de eritrocit.os se consigue por el 

hinchamiento cuidadoso de los erit.rocit.os hasta la aparición d• 

poros en su membrana los cuales permitir.in el paso libre de 

molkulas grandes y pequef'las. Los erit.rocit.os se preparan 

utilizando membranas para di•lisis. 

ll!TOOO EXPERIMENTAL. 

1.- Ext.raer las muestras sanguineas en tubos hepa~inizados. 

2.- Cent.riCugar la sangre completa de !500 - 1000g. •• 

a.-. Elim1nar el liquido sobrenadant.e. 

4. - Lavar 4 V9C8S el paquet.e celular con solución 

amortiguadora isotónica de fosfatos C lOmM NaHzPO.: pH=7.0; 2111M 

NaCL: lOmM de glucosa). 

5.-Colocar el paquete celular en bolsas de di•lisis. 

e. -Dializar el paquete celular en 13 lit.ros de solución 

amort.iguadora de NaHzPO. C!5llllO 2!5 a 3!5 minutos. 

7.- Retirar los eritrocitos de la bolsa de di.lisis. 

8.-Colocar un mililitro de eritrocitos dializados en un tubo 

de ensaye. 

Q.- Adicionar el C~rmaco a entrampar en solución. 

10.- Restaurar las condiciones isotónicas por la adición de 

NaCl Cl.!5 IC>. 

11.- Lavar 4 veces con solución aJDDrliguadora isotónica de 

tosf"alos. 

12.- Colocar los erit.rocit.os a 37°C. 



Nota: Las muest.ras sanguineas deben procesarse lo ~s rápido 

posible. 

PORCENTAJE GENERAL CE ENTRAMPAMIENTO: 

3o-eo ~ 

Tabla 2.2 F•rmacos entrampados por di•lisis hipolOnica 

Fúmaco PM Por cent.aje Especie donadora 
ent.rampado 

Dat...:1om1c1na27 528 17-30 Perro, bec:er ro. r a t..ón 

Adriam1cina27 544 NR Perro, becerro, ratón 
SacarosaH,•z 342 NR Perro, becerro, ratón 

B-Galaclosida••¡ n 25-40 Humano, caballo 

becerro, porcino. 

Fostalasa Alcali~a 215-32 Humano, caballo, perro 

becerro, porcino. 

SacarosaZP 342 29-3'1 Perro 

ArabinOsido de.., 243 >40 Perro 
cilosina 

Net.ot.rexat.oª 464 28-3'! Perro. 
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C. llEHlll..ISIS E~ICA 

FUNDAMENTO: 

Los poros de la -llbrana erit.rocit.ica se hacen presentes 

cuando el potencial de t.ransmembrana inducido por un apropiado 

campo elkt.rico CKV/cm) excede a un valor crit.ico de un voltio. 

El radio efect.ivo d• los poros es variado y est.o es debido al 

ajuat.e de la int.encidad, duración del campo elkt.rico y f'u•rza 

16n1ca del -io. Los poros per-necen abiert.os a bajas 

t._,-at.uraa pero cierran complet.a-nt.• a ~ºc. 

teTa>O EXPERIMENTAL. 

1.-Ext.racción de sangre en t.ubos heparinizados d• donadores 

sanos 

2.- Cent.ritugar para obt.ener paquet.e erit.rocit.ico. 

3. - Lavar 3 vec- con una solución que contenga l!!OmM de 

NaCl y 711M de solución asort.iguadora de tostat.os a pH"7. 

<&. - Suspender nue-nt.e los erit.rocit.os en solución 

....,.t.iguadora de NaCl y solución del tArmaco a ent.rampar Clas dos 

solucion- deben de t.ener la misma osmolalidad ó muy cercana. 300 

aiUos..,lal la cual •• supone - isot.ónica . 

NOTA: . , coneervar 
o o-• c. 

"' 
S.- Colocar la suspensión celular a una t.emperat.ura de 37°C. 

e.- ~locar la suspensión en el campo el~t..rico .. 

7.- Aplicar el volt.aj• durante algunos microsegundos. 

PORCENTAJE GENERAL DE EN"IllAMPAMIENTO: 

e-20" 

22 



Tabla 2.3 F6rmacos entrampados por hemólisis eléctrica 

FArmaco PM Porcentaje Especie donadora 
ent.rampado 

Sacarosa•• 3'62 N.R Hwnano 

D. PERTURBACION QUlMICA DE LA MEMBRANA 

FUNDAMENTO: 

La antotericina B es un ant..ibiót..ico mlcót..ico que se un• al 

col .. t...-rol en la ,..mbrana plasm.6.lica de las c•lulas eucar16t..icas. 

Provoca la aparición de poros de gran t..amafto en la membrana 

-jorando a.si la salida de iones y la ent.rada de mol6culas 

pequel'l'as y grandes, incluyendo •l DHA. 

~TODO EXPERIMENTAL: 

1.- Extracción de sangre en t..ubos heparinizados de 

donadores sanos 

2.- Cent..ritugar para obtener paquel• erit..rocit..ico. 

3. - Lavar el paquet.e celular 4. 6 B veces con solución de 

NaCl O. 9"4. 

4..- Lavar con medio 1sot.6nico d• sacarosa C2SOmM de 

sacarosa. emM KCl, 6mM de MgClz. 2mM de soluci6n amortiguadora 

de fosfatos a pHc.7.4 y 10mM de glucosa). 

5.- Las c6lulas lavadas se suspenden en el medio isot.6nico 

de sacarosa. 

e.- Incubar con anfotericina B los erit..rocit..os. 



7.- Adicionar el ~4rmaco al medio anterior. 

9. - Incubar 1• suspensión '37°C. por 30 minut.os con una 

agit.ación lenta y cuidadosa. 

g, - centrifugar la suspensión a 3000g durant.• e minut.os a 

10. - tA.var el paquete erit.roc1t.1co a V8Ces con solución 

isot.ónica d• fosfat.os qu• contenga 2mM d• EDTA. 

PORCENTAJE GENERAi.. CE EHTRAMPANIENTO: 

Tabla 2. 4. F6r,...cos •ni.rampados por pert.urbación qui mica. 

F•rmaco PM Por cent.aje Especie donadora 
do 

Daunoftlic1na4 ª 20 Hu111&no, ratón 

E. CAMBIOS DE TENPERA1'JRA. 

FUNDAMENTO: 

Al caeiar rApida-nt.e la t.e-rat.ura a ~ suspensión 

eritroc1Uca se observa que l'l&y apertura o agrandanli•nt.o de los 

poros d• la -ml:>r•na. A t.e11perat.uras inferior- al punto de 

t'usión para un lipido part.icular la -lllbrana pued• llegar a 

solidit'icarse. A t.emperat.uras ,...yores, a -ida que la -mt>rana 
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se funde, el llpido recobra su esLado fluido. 

~TOOO EXPERIMENTAL: 

1.- Extracción de sangre de donadores sanos. 

2.- Centrifugar la suspensión celular por 19 minutos a 5000 

rpm en una centrifuga con refrigeración. 

3.- suspender los eritrocitos en una solución isotónica. 

4.- La solución isotónica debe contener el fArmaco a 

encapsular. 

"· - Aplicar los cambios de t.emperat.ura d• o. osºc durant.e 2 

microsegundos. 

e.- Cent.rifugar la suspensión celular. 

7.- Lavar la suspensión celular. 

PORCENTAJE GENERAL CE ENTRAMPAMIENTO 

No report.ado. 

Tabla 2.9. FArmaco entrampado p:>r cambios de temperatura. 

F6.r ... co PM Por cent.aje Especie donadora 
entrampado 

Glucosa'' 180 N.R Humano 



F. ERITROCITOS FANTASMAS 

FUNDAMENTO: 

Al int.roducir los erit.rocit.os en un llledio hipot.ór.ico Cpor lo 

general debe ser -nor a O. tn en la -cala de t.onicidad) se 

produce el rompimi•nt.o de la ,_llt>rana •rit.roc1t.1ca causand~ la 

salida de la hemoglobina, si est.as membranas se colocan en un 

medio isot.ónico •• unen nueva .. nt..e dando origen a los llamados 

erit.rocit.os fant.asmas. Est.os erit.rocit.os pos-n sus propiedades 

de per .. abilidad originales. 

Si se adiciona al in.dio en que •• encuentran los erit.rocit.os 

hellalizados un r•roaaco ó alg(ln ,...t.erial biotn0lecular al r .. t.aurar 

las condicion- isot.6nicas .. t.e queda en el int.erior de los 

•rit.rocit.os fantasmas 

MeTODO EXPERIMENTAL: 

1.- Extracción de sangre de donadores sanos bajo condiciones 

est.6riles en un t.ubo heparinizado. 

2. - Cent.rifugar la sangre a 1!!00g por minut.o. 

3. - O.Scart.ar el sobrenadant.e y lavar t.res v.ces con 

solución isot.ónica de cloruro de sodio CO.Q de t.ol'licidad). 

4.- Preparar una 'suspensión celular al SOY. Cp/v) isot..ónica 

-TRIS a pH• 7. "' 

!l. - Colocar 111111111.ro de la suspensión celular en 10 

mililit.ros del medio hemolizant.e que cont.iene 1 ..... 1 de NgSO. por 

cada 4 mmcl de agua. 

e.- Adicionar el r•r11aco a la solución erit.rocit.ica. 



7. - Rest.aurar las condiciones isot.6nicas por la adición de 

NaCl. 

8. - Incubar a 37ºc de 30 a 60 minut.os. 
Q,- Cent.riCugar para obt.ener los erit.rocit.os fant.asmas. 

10.- Lavar ~res veces los erit.roci~os fant.asmas con solución 

isot.6nica. 

PORCENTAJE GENERAL DE ENTRAMPAMIENTO 

No reportado 

Tabla a.e. F•rmacos ent.rampados en eritrocitos fantasmas 

Fi.rmaco PM Por cent.aj• Especie u~ilizada 
ent..ramcado 

0.sCerroxamina40 
!:161 NR Rat.as 

Mparginaaa47 20% Monos 

Arginasa .. 5-14'1 Humano 

Daunomicina tlO .&mg/ml Rat.on 

B-Glucosidasa'" NR Humano 

8-Gal act.osidasa 51 NR Humano 

Cloropromazina•P 31g NR NR 



2.2. ACCIÓN SOISTENIDA 

El objetivo principal d•l lralamienlo con r•rmacos se puede 

decir que es la disminución pront.a y constante de la enfermedad o 

de sus s1nt.omas. Para lograr est.e propósit.o se han realizado 

investigaciones con el fin de encontrar una combinación 

f'A.rmaco-port.ador ideal mediante el cual se alcancen y mantengan 

por mayor tiempo los nivelas da f'Armaco a un valor const.ant.e en 

un intervalo terap6-ut.ico especifico, CFigura a. ea:>; -t.o es lo 

que se conoce como ~cc16n sostenida. Est.a forma de dosificación 

est.• planeada para llevar a cabo una liberación r•pida de una 

fracción predeterminada d• la dosis t.ot.al. Esta f'racción es una 

cantidad de f.iraaco que producir.i la r .. puesla faraacológica 

deseada. La f'racción remanente de la dosis t.ot..al es entonces 

liberada tan r•pido como es requerida para mantener constante la 

int.encidad ~ma inicial de la actividad ~armacológica por algón 

periódo de liempo mayor que el liempo esperado por la 

administración de una dosis usual de f.irmaco CFigura 2. 8b). ,,,_,,. 

Asi. l.a velocidad de absorción d•l fA.rmaco d• la dosis d• 

mat.enimient.o en el cuerpo deber1a igual.ar la velocidad de 

eliminación duranle el liempo que se requiera mant.ener la 

respuesta farmacológica. 55 

Un benef'icio potencial de una combinación f'Armaco-port.ador 

es que s• puede utilizar para mantener los nivel .. del f'•rmaco 

dentro del indice t.eraptiut.ico conocido clinica~nt.•. •in riesgos 

de alt.erar sus propiedades quinU.cas o impart.ir efect.os 

secundarios indeseados. Recient.e-nle se han uliUzado Uposomas 

coJnC> sist.e1n&s portadores de f"Armacos."' • !Id 
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F1.9ura a.•· 

unca do•i.9 ei.mpl• <b>. 

CONCENTRACIÓN 

( A l. 

( B ) ' 
CONCENTRACION 

CO.o pora occLdn ao•t.•nida. <a>. 



2.3.-MODELOS llATEllÁTICOS 

2. 3, 1. DIFUSIÓN. 

En un sist.ema disperso las part.1cul¿.~ difunden 

espont.A.neament.e desde las zonas de concent.rac16n •s elevadas a 

aquellas et.ras d• concent.ración inferior. hasta que la 

concent.ración se hace complet.anwnt.• unifor- •n t.odo el 

sist.ema. • 

La difusión es el principal mecanismo para la liberación de 

sustancias. 

PRIMERA Y SEGUNDA LEY DE FICK. 

En una forma general la energ1a parcial molar de un solut.o 

en solución est.a dada por la siguiente ecuación 

µ = µ 0 + R T ln a 

Donde µ = energ1a parcial molar libre. 

µº= energia parcial molar libre •n el estado est.A.ndar. 

R • const.ant.• universal d• los gases. 

T ~ t.emperat.ura absoluta. 

a ~ act.ividad del aolut.o. 

Si la solución es diluida puede aer t.rat.ada como ideal por 

lo cual quedarla : 

µ • µ0 + R T ln e 
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Donde : e concent.ración molar del solut.o. 

Asumiendo que la molécula es inal t..erable, el cambio en la 

energía molar libre dµ debido a un gradient.e de concent.ración 

dC se expresa de la siguient.e manera; 

eµº + R T ln e ) 

6 

dµ•RTCdC/C) 

Est.a diferencia de energia libre - •l trabajo realizado 

sobra el sistema en la trasferencia d• una mol de solut.o desda 

C + dC hasta c. El trabajo es la fuerza por la diferencia de 

di•tancia, 6 dµ • -Fdx quedando: 

dC ) 
dx 

La velocidad de una mcl6cula se increment.a cuando se aplica 

una fuerza dirigida ha8ta que 6sta 

friccional. 

se iguala con la. fuerza 

Est.a tuerza triccional CFr) es directament.e proporcional a la velo 

da la mctlr6cula y el nOnmro de mol6culas. 
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Donde v • velocidad en la dirección x. 

N -= n(lnwro d• mol~ulas por mol. 

f' ~ const.ant.• d• proporcionalidad. 

Por lo t.ant.o: 

N~=-~(~) 

6 

( ~) = Kl'. 
f' 

Donde K • const.ant.e de Bolt.zmann 

e V - !'lujo C.1) 

Por tanto: 

.1 - ~(~] 

(f) 

El !'lujo e• la cantidad del soluto a traV6s de un plano de 

Area superf'icial, la cual es normal para la dirección de 

transporte, por unidad de t.iempo. 

En est.• punto, •l f'lujo se ha relacionado al gradient.• de 

concent.ración, K y t son constantes para cada sustancia y si •• 

mantiene constante la temperatura entone- la relación KT/f' puede 

t.omars• con:tCJ urua constante global para cada sustancia. Einstein 

d-t.ró que esta const.ant• de proporcionalidad - igual al 
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coeficiente de difusión CD) por lo t.ant.o: 

J=-o(~) 

Est.a es la. forma unidimencional de la primera ley de Fick. 

El signo nega~ivo en la ecuación ant.erior nos indica que cuando 

el gradient.e de concent.raci6n es posit.ivo, el !'lujo serié. en la 

dirección de la concent.raci6n menor, explicando adecuadament.e el 

proceso de dit'usión. 

Sin embargo. cuando las concent.raciones est.•n cambiando con 

el t.iempo se puedeconocer dC/d>C al inicio del experiment.o, 

pero el flujo de masa cont.inuament.e est.ará cambiando el gradient.e 

de concent.ración. Por lo cual es necesario int.roducir t.iempo como 

una variable. Ent.onces se t.iene que: 

J = - D CX> ( ~ ax ) l 

Donde la derivada parcial indica que la derivada con 

respecto a. x es toma.da a cierto tiempo Ct.). A.qui se ha asumido 

que el coef'i"cient.e de difusión es independient.e del t.iempo pero 

puede depender de la posición y puede escribirse D (X), La figura 

2.10 considera el flujo de tnol6culas a t.rav•s de una caja 

rectangular de ~argo 6x y un Area superficial A. Considerando lo 

anterior s• obt.ien• la siguiente ecuación: 

J<n = JCx:> = - IXx:> ( 21 e ~X,t.) ) , 
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J.,. = 

Jin 

J.,. J ex + ÓX) 

SIC Cx,t.) 
ClX ) ' 

6 

6 ( [XX) 

Jext 

ll'i.gura. z. t.o, ll'Lujo o Lrcav4'• d9 unca cojo reclcan9ulCU". 

) ' 

El cambio en la cantidad de solut.o por unidad de tiempo 

dentro de la caja es Jin - Jex y puede ser tamb16n igual a: 

( ~f )v 

Donde V es el volumen de la caja rectangular, por lo tanto: 
VsAJ!nc 

2~ ~¿~~-~-=-¿~~-~ 
6x Mx 

34 



-c(..a..G.) A ox t 

6$;. 

61. 

Tomando l1 mi t.es: 

1.im 61,->0 

da: 

A6x 

6 

6x 

6x 

la ecuación anterior es la segunda ley de Fick. Si O es 

independien~• de la posición, entonces la ecuación anleriQr se 

s.t.mpllf'ica a:"º 
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C!.3.C!.-NICOLAS A. PEPPAS. 

A cont.inuación se presenta una ecuación semiampirica simple 

bajo condiciones Sink. La forma general de esta ecuación es : 

M t. 
Ha K l (1) 

Donde Mt. / Na • Fracción liberada. 

t. = Tiempo de liberación. 

K •Const.ant.e que contempla las caract.erist.icas 

est.ruct.urales y geométricas de los sist.emas 

de •nlr9Qa. 

n = Exponente de liberación, indicativo del 

mecanismo de liberación. 

L.a difusión del r•rmaco soluble en agua de una superficie 

plana con una liberación cent.rolada ...Uant.e un dispositivo 

poli .. rico de grosor 6 puede ser expresado ....Siant.e la siguient.e 

9Cuación: 

.as;, 
2Jt. • D (~] CC!) 

Donde: D es independiente de la concentración. Bajo 

condiciones Sink eslrict.as t.ene1110S que t.-0 

-+ (X - e • Co (3) 



t. > o e = Ct (4) 

Rasolvi•ndo la ecuación ca:> bajo las condiciones C3:> y C4) 

queda expr•sada da la siguiente manera: 

Con la e>cpresión anterior puede analizarse la liberación del 

fArmaco. Sin embargo para tiempos cort.os CMtrM.a < O. eQ) el segurido 

t•rmino tiende a cero quedando de la siguiente manera: 

Por consiguiente las gr•ficas ele fracción d• fArrnaco 

liberada en runción d• la ra1z cqad~ada del tiempo, bajo 

cohdiciones Sink se obt.i•n• una linea recta si el mecanismo 

predominante de la liberación es la difusión Fickiana. 

En muchas situacion-s experimentales incluy.ndo el caso 

de sistemas poli1116ricos hinchables de liberación, el mecanismo de 

difusión as no tickiano, en estos casos s• pu9d• usar una 

e>Cpresión general de la ecuación ce), 
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Esta ecuaci6n puede usarse solo en sistemas donde el 
coeficiente de difusi6n del r•rma.co .. claraftl9nte independiente 
de la concentraci6n. 

El an•lisis de la liberaci6n usando la ecuaci6n C1) requiere 
una buena reproducibilidad y an•llsis .. tad1st1co usando el ge X 
de confianza. Para la deterlllinación del exponente n puede usar•• 
unica .. nte la porci6n inicial de la curva de 11beraci6n CMt/Ma < 
o.e>.dO 
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2. 4. - CARACTERISfICAS DE LOS FARMACOS 

DESCRIPCI~ 
Nombre: 

2. 4.1. - ÁCIDO NALIDÍXICO. 

1-elil-1,4-dihidro-7-.. lil-4-oxo-1,8-napliridina-3-Acido 

carboxilico 

F6rmula molecular: c12H12N20 3 
Peso molecular: 232. 24. 

o 
,.?"'-~COOH 

H cAN,~N)J 
J ' 1 

CHZ:HJ 

ri.gu.ra. a. u. rórmula. eat.rucl.ura.l d9L ácido na.Ud\xi.co. 

Apariencia y color: 

El Acido nalidixico es un cristal blanco o ligeramente amarillo. 



SOLUBILIDAD 

Soluble en clororormo y en soluciones de hidróxidos 

alcalinos y carbonatos alcalinos; poco soluble-· en alcohol; 

ligeramente soluble en éter. casi insoluble en agua.da · 

Tabla 2.7. Solubilidad del •cido nalidixico. 

Solvente Solubilidad Cmg/mD 

Cloroformo 3.!!! 

Toluano 1." 

Acetato de etilo o:e 
Met.anol 1. 3 

Etano 0.9 

I sopr opanol 0.4 

Agua d-tilada 0.1 

Et•r etilico 0.1 

ESPEC'raO DE ABSORCioN 

ZUbenko y Shcherba reportaron que exist.en dos bandas de 

absorción en la región ultravioleta para el •cido nalidlxico 

en -tanol y NaOll O. 1 N a ~ y 324 o 332 nm. respect.i vamente. 

ESTABI Ll DAD Y DEGRADACI á¡ 
El •cido nalidixico •s estable por cinco anos 

condiciones razonables de temperatura y hulll9Clad. 
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ACI TI VI DAD ANTI BACTERIANA 

El ácido nalidix.ico es un anliséptico urinario para las 

inf'ecciones de las v1as urinarias por ba.ct.erias gram negat..ivas. 

Efectivo cuando se toma por v1a oral. No tiene actividad general 

significat.iva. 

El Acido nalidixico inhibe muchas bacterias gram negativo in 

vit.ro a concent.l"'aciones de 1-6 mcg/ml, Se nec;esit..an 

concentraciones mucho mayores para inhibir los organismos gram 

positivos. La mayor part..e de las cepas de Escherichia coli son 

inhibidas. as1 como algunas de las aerobact..er, Kl•bsiella y 

prot.eus. Las especies d• pseudomoinas generalmente son 

resistent.es. 

El •cido nalid1xico pued& ¡,.jar el pH de la orina para la 

inhibir el crecimiento de las bacterias. También es un inhibidor 

esp&c1rico y poderoso d• la sint.esis de DNA por E. Coli. Esta 

inhibición de la auloduplicaci6n del DNA puede ser la base de la 

accion quimiot.erapiea d• este compuesto. 

ABSORCióN, METABOLISMO 'i EXCRESI~ 
Después de la administración bucal, el medicament.o es 

f'Acilment.e absorbido en el lnt.est.tno. En sangr-e. virttJalment.e 

~ocio el Ac1do nalid1x1co est.A Cirmemen~e tJnido a pro~einas. As! 

pues no hay acción ant.ibact.eriana general importante. Cerca del 

20% del medicament.o absorbido es excret.ado en forma activa y 80~ 

en forma inactiva como un conjugado con Acido glucurónico. L.os 

valores del med1call'9nt.o activo en la orina. llegan hast.a ao-250 
mcg/Jnl.. 
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IXlSIS 

La ~nica indicación para este agente as la infección de las 

v1as urinarias con organismos colit'ormas. La dosis para los 

adul t.os es de 1 g ]X>r via oral, 4 veces al dia, durante una 

semana o m.ts. La dosis para los ninos es de 30-60 mg/kg/dia por 

via oral de 2-4 dosis di vi di das. Para uso prolongado la 

dosit'icación puede ser reducida. 

REACCIONES ADVERSAS 

El Acido nalid1xico 

glucosuria. Ocas! onal mente 

pueden provocar hiperglucemia y 

se presentan trastornos 

gastrointestinales, erupciones culáneas. sensibilización a la luz 

solar, t.ranst.ornos visuales y estimulación del SNC. Se han 

reportado convulsiones despu~s de sobredosis. 02-.s. 

PREPARACIONES EXISTEMTES 

El .leido nalid1Xico CNegGram) se ~cuent.ra en tabletas de ZSO, 

!500 y 1000 m; o en una suspension de ~ m;/Sml. 



Z.4.Z.-DEXAMETASONA 

OESCRI PCl ál. 
Fórmula irclecular: CazH29Fo5 
Peso molecular: 392.45 

APARIENCIA, COl..OR Y OLOR • 

Crist.ales de color blanco o blanco ama.rlllent.o, inodoro. 

ABSORBANCIA EN Ul..TRAVIOl.ETA. 

La dexamet.asona exhibe- una banda simple cerca de 240 nm en 

solución. 

ESTABIUDAD 

La dexarnet.asona es est.able al aire pero debe ser prot.egida 

de la luz.. 

PROPIEDADES FARMACOLÓGICAS. 

La dexaa.t.asona es uno de los est.eroides sint.•t.icos de mayor 

act.ividad ant.inClamat.oria¡ su pot.encia es aproxlmadan.nt.e 26 

vwc:es mayor que la del corlisol, pero su act.i vi dad 

11\1.neralocort.icost.eroide - pr•ct.1caiwnt.e nula. Su dosis para el 
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etect.o ant.iintlamat.orio es de O. 75mg. Es eficaz por via oral y 

v1a parent.eral. 

SOl..UBIUDAD 

Tabla a. B. Solubilidad de la o.xa .. t.asona en diterent.es 

disolventes. 

Disolvent.e Temperat.ura Solubilidad 

agua dest.ilada 37ºc 11." mg/ 1001111 

agua dest.ilada 2'5ºc ª·" mg/ 100ml. 

agua dest.ilada a<e°c 10.0 mg/ 100ml. 

mirist.at.o de 

isopropilo 37°c 23.3 mg/ 100ml. 

acei t.• mJ. ner al 37ºc 0.01 11111/ 1001111 

et.anol --- 1 en 42 

cloroformo --- 1 en 115!5 

acet.ona --- soluble 

et.er --- poco soluble 

acet.at.o de et.U o 2'5ºc 4.lmg/g 

pirldina --- ~ 10% 

ÍNDICACIONES. 

Es út.11 para el t.rat.ami•nt.o de inflamaciones corneales. 

art.rit.is reumat.oide, et.ras enter...Sades de la colAgena. 

dermat.osis al6rgica y et.ras enf'ern.dades de la piel. Talllbi 6n se 

usa en el t.rat.amient.o de algunas leucemias, linfomas y anemias 

he.,llt.icas, as1 co- en lntlamaclones de t.ejldo blando y asma 

bronquial. 



DOSIS Y VÍA DE ADMINISTRACI6N. 

En enf•rnwdades crónicas no graves la dosis es de 0.5-1 ft'9 

al dia por vla oral dividida en 2-4 rraccion&s, En enfer-ades 

agudas que amenace la vida como en la cardit.is r•uU.t.ica aguda, 

crisis de LEO, re•cciones al•rgicas, p6nfigo et.e. se usan de 4-12 

mg. al dia por via int.rav.nosa di vidid.ll por lo menos en 4 

f"racciones. aument.ando la dosis si es necesario para lograr el 

control del padecimiento."" 

PRESENTACIONES. 

Al.IN CChinoin) 

Frasco con 30 t.ablet.as de O. !5 mg;, misma presentación con 

tabletas de ·0.75 mg. 

Al.IN DEPTO CChinoin) 

Ampollet.a suspensión de 1 ml con 7'. 98 """" de dexa-t.asona 

base. 

DECAORON CMerclc Sharp & Doh-) 

Frasco Ampula de 2ml con 9mg de fosfato sódico de 

dexamet..asona. 

DEXOCl.IN CClin-Byla) 

Frasco got.ero con e ml al 0.1~ de d•xa1119tasona equivalent.e a 

una concent.ración de 1JDg/ml. 
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3. MATERIAL V t.ETODOS 

3, 1. MATERIAL 

3.1.1. MATERIAL DE CRISI'ALERIA 

Pipetas volu.,.tricas. 

Vasos d• pr.cipitado. 

Agitadores. 

Matraz valum6trico. 

Probet.as. 

Tubos de •nsa)l9. 

Frascos viales. 

Pipetas pasteur. 

Pipetas graduadas. 

c.tmara de Newvauw.r. 

3.1.2. EQUIPO 

C.nt.rlfuga. 

Balanza anallt.ica. 

Agitador magn6t.ico. 

Agitador 1116canico. 

Pot•nci~t.ro. 

Microscopio d• fluor-s•ncia. Z.izz. W.St. a.rmany aoge, 

Microscopio d9 barrido. JSM-2!5II.Scanning microscope. 

EsP9Ctrofot.6.,.tro S.Ckman mod•lo 2". 
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Secador de ~u .. tras a punto critico. 

Fin• coat ion aputter J.F.c.-1100. 

3. 1. 3. REAC:n VOS 

NaCL 

NaaHPO 

ICHaPO& 

KCL 

Glucosa 

NaHCOs 

Membrana ct ... llo de poro O.OOCle -.). 

3. 1. 4. PRI NCI PI OIS ACTIVOS 

O.xamet.aaona 

Ñ:ido Nalidixlco 

. 3.1. !!l. MATERIAL BIOLOGICO 

Sangre hu..na fresca 



• 3, 2. llETODOS 

3. 2.1. METODOLOGÍA PARA EN'TRAMPAMIENTO 

1.- Extraer sangre de pacientes sanos en tubos con heparina. 

2. - CentrU'ugar a 2500 rpm durante 15 minutos. 

3. - Desechar el plasma y las c6lulas blancas. 

4, - Colocar 1 ml del paquete celular en tubos d• ensaye. 

5. -Adicionar 4 ml de la solución hipotónica O. l!!rl d• Hanlc. 

e.- Agitar cuidadosa ... nte. 

7.- Centrifugar a eeoo rpm durante 10 lllinutos. 

8. - Desechar el sobrenadant.e y adicionar 4 ml de solución 

hipotónica con f6rmaco a una concentración de emg/ml. 

g. - Agitar cuidadosamente y dejar as! durante una hora. 

10.- Transcurrido este tiempo centrifugar a 2500 rpm durante 

10 minutos. 

11. - Adicionar " ml de solución isotónica de Hank para 

restaurar condiciones. 

12. - Centrifugar y lavar el paquete eritroc1t.1co. 

, . 
3. a. a. NETOOOl..OGIA PARA LIBERACIOH 

1.- Colocar 1 ml. del paquete eritroc!tico en los atados y 

c .. tas CFiguras 3.1). 

e. - Colocar los dis-it.ivos anteriores en 80 ml. de 

solución isotónica de HanJc. 

3. - Tomar 1111 .. tras a los siguientes t.iempos: o. 25, o. 5, 

1,2,3, .... 2' horas. 



4. - L.eer direcl.amente l.ts m•.:~1st.ras en el os1>9ct.rof6mot~ro. 

5. - Regresar la muest.ra al nmd10 de \iberac16n. 

3. 2. 3, METOOOl.OGÍA PARA MICROSCOPÍA 

1.- Colocar o.e milil!t.ros de paquete erit.rocit.!co en. 

mililit.ro• de glut.araldehido al ª" en •oluc16n amortiguadora de 

fo•rat.os pH• 7.2. 

2. - Avit.ar lent.ament.e y dejarlo reposar durant.• media hora. 

3. - C.nt.ri.ru;ar,a 2!500 rpm durante 10 minut..,., 

4. -t.avar el paquete erit.roc11.lco con 4 ml de solución 

amort.l.guadora de fo•rat.os. 

e. - 5'1•pender el paquete er!t.roc!t.!co en 4 mil1Ut.ro• de 

•oluc!6n a1110rt.l.11uadora de fosfatos. 

e. - Colocar una gota de la suspensión anterior en una placa 

de agarosa. 

7.- Fijar durant.e una hora. 

B. - Transcurrido -t.e tiempo de•hidrat.ar la• muest.ra• con 

concent~aciones de alcohol a diferent .. concen~raciones par~lendo 

del eo ~ y siguiendo con eo,7o,eo,QO, y alcohol absoluto. 

g,- Secar a punto critico la muest.ra con COI 

10. - Cubrir de oro. 

11.- Observar al microscopio el6ctronico de barrido.cM 



SISTEMA.DE ATADOS 
, , 

1. SOLUCION DE HANK ISOTONICA 
2. ~;1~~~~:~~: EN MEMBRANA 

SISTEMA DE CESTAS 
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... AEBILT~S Y MAÍ..1$19 ESTADÍSTICO. 

El proc-o CS. ent.ranipalllianto para la d•xa-t.asona en un 

lllf.lilit.ro da ar1t.roc1t.os se llev& a cabo en t.res dlas diferentes 

por duplicado. Los datos obtenidos puedan verse en la Figura 4.1 

Can el segundo d1a solo•• obt.uvo un dat.o) . los cuales pos-n 

una .-ella de 7."870 y una desviación ast.•ndar de O.Qe21. Como 

puede verse las cantidades ent.rampadas de dexa .. t.asona se 

•ncuent.ran ent.re e.a-8.7 mg. 

Los eritrocitos con dexan.taaona se colocaron en el JD9dio de 
liberación durante 24 hrs. utilizando el m6t.odo da atados. No se 

obt.uvleron dat.os d• liberación . Por lo cual se realizó un 

i..rr1do de la solucione final, en el cual puada verse un pico a 

20iinm CFigura 4. 2) . 

Con lo que respecta al ac1do nalid1x1co el proceso da 

ent.rampalliento se realizó en cinco dias diferentes por duplicado 

CF1gura 4.3). Los dat.os obt.enldos t.ienan una ...Ua d• e.o71e y 
una desviación est.•ndar de 1.~. l..as cant.J.dadea entrampadas de 

actdo nal1d1xico se encuentran entre 1. 8-7. e 11111 

Para ilustrar la liberación de acido nalidix1co desde los 

eritrocitos se eligieron e cOhJunt.os de datos para cada uno de 

los m6t.odos CFigur- 4. 4. y 4. !D. 

Se hizo la comparación entre la• concant.racion- liberadas 

C.-¡/111) de acido nalidixico para los ,..todos antes .. ncionados en 

t'unci6n de los ellas trabajados CFigura 4. 8>. 



En ••t.a cornparac1..,n •• r•al1z6 un anUls1s de varlanc.la de 
cant.1dad liberada Y9r t.abla 4.1. Tambl•n se compararan las 
canl.1dadn ent.rampada• de ac1do na11d1><ico y las cantidades 

liberada• para cada uno de loa m*t.odos •n tunc16n de los d1a• 

t.rabaJadoe CF1gura• 4.7 para at.adoe y 4.8 para ce•t.as>. 
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Para comprobar qu• los datos de liberación obtenidos 

pert.enecian al •cido nalidlxico se hiz6 un barrido de la solución 

final de liberación CFigura 4.. 9). Donde puede verse el pico 

caract.er1stico del Acido nalid1xl.co a 2eo nm y ot.ro pico a 210 

nm. 

El t.rat.amient.o de los da~os de liberación de acido 

nalidixico se llevo a cabo bajo las condiciones de dos modelos: 

1) Modelo de Peppas y 2 ) modelo erit.rocit.ico. 

El modelo de Peppas aplicado a los dat.os bajo la condición 

de lh /~ o. e puede verse en las Figuras 4..10-4.13. Al ocupar 

todos los datos s• obtuvieron las Figuras 4.14-4.17. Para cada 

una de las curvas se obtuvi.,.on da~oa de correlación y pendiente. 

Asi lllismo se realizó un ant.lisis de variancia para pendient.es 

Ct.ablas 4.2-4.3) y correlaciones Ct.abla 4.4.-4.5). 

Para el modelo erit.roc1t.ico se ut.ilizaron t.odos los dat.os de 

liberación obt.enidos en las 24 horas de muest.reo CFiguras 

4:18-4.21'. Ad.,,..s, se realizó un an.iisis de variancia para 

pendient.e y correlación Ct.a.blas 4.!!-4.~ . 

. TABLA 4. Í Alill(LISIS DE VARIANCIA DE CONCENTRACIÓN 
LIBERADA 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE 
~l'¡j'R~ICA VARIACIÓN LIBERTAD CUADRADOS F 

fMErODO l 8.675049 8.67504'1 .4345747 
, 

DIAS 4 18.04785 4.5!1'163 .2260258 

ERROR DE 
MUESTREO 10 72.36646 7,236646 

ERROR 3 5'1.88648 19.96216 
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TABLA 4.2 ANÁLISIS DE VARIANCIA PARA PENDIENTES CON 
MT /MINF < CI. 6 

IFUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA • 
jVARIACIÓN LIBERTAD CUADRADOS CUADRA TI CA 

!MÉTODO 1 1. 556476 1.556476 

DIAS 4 0.6026106 0.1506527 

ERROR DE 
MUESTREO 10 1.511206 0.1511206 

ERROR 3 1. 246483 0.4154943 

TABLA 4. 3 ANÁLISIS DE </ARIANCIA PARA PENDIENTES CON 
MT/MINF > 0.6 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA 
VARIACIÓN LIBERTAD CUADRAOOS CUADRÁTICA 

MÉTODO 1 3.49849 3.49849 

DIAS 4 1. 570019 0.3925047 

ERROR DE 
MUESTREO 10 o. 3169127 3.16912E-2 

ERROR 3 -36.95928 -12.31976 

F 

3.746(182 

0.3625866 

1 
F 

1 

-0.283973 

-3.1859E-2 , 

', 

1 



TABLA 4. 4. ANÁLISIS DE VARIANCIA PARA CORRELACIONES 
CON MT/MINF < 0.6 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE HEDlk 
VARIACIÓN LIBERTAD CUADRADOS CUADRllT!CI< 

MÉTODO 1 2.5920BE-03 2.592087E-03 

DIAS 4 1.436234E-03 3.590584E-04 

ERROR DE 
MUESTREO 10 3.5552298E-03 3.55529BE-04 

ERROR 3 2.597809E-03 B.659363E-04 

TABLA 4.5 AN~LISIS DE VARIANCIA PARA CORRELACIONES 
CON MT/MINF > 0.6 

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA 

F 

2.993392 

o.~146476 

VARIACIÓN CUADRlfTICA 
-

LIBRTAD CUADRADOS F ..... 
MÉTODO 1 2.110291E-02 2. 110291E-02 -1. 1 !BBE-3 

DIAS 4 8.537292E-03 2.134323E-03 -l.1316E-4 

ERROR DE 
MUESTREO 10 7.669449E-03 7.669222E-04 

ERROR 3 -56.58317 -18.86106 
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TABLA 4.6 ANilL!SIS DE Vl\R!ANCIA F'ARA PENDIENTES DEL 
MODELO ERITROCITICO 

!FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA 
VARIACIÓN L.IBERTAD CUADRADOS CUADRÁTICA 

!MÉTODO 1 4.912615E-03 4.912615E-03 

\Drns 4 1.463664E-02 3.659159E-03 

.ERROR DE 
1.509482E-03 !MUESTREO 10 1. 500482E-02 

~~-ROR 3 4.644317E-02 1. 548106E-c)2 

--- ---· --

TABLA 4.7 ANÁLISIS DE VARIANCIA PARA CORRELACIÓN DEL 
MODELO ERITROCITICO 

-
FUENTE Dj: GRADOS DE SUMA DE MEDIA 
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRÁTICA 

MÉTODO 1 6.484986E-04 6.484986E-04 

DIAS 4 3.408432E-02 8.52108E-03 

ERROR DE 
MUESTREO 10 1. 787186E-0.3 1.787186E-04 

ERROR 3 -8.608122 -2.869374 
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Para la observación de los cambios morfológicos de los 

erit.rocit.os durante •l proceso de ent.rampamient.o se trabajo 

6nicament.e con los eritrocitos t.rat.ados con acido nalidlxico. 

Los eritrocitos control apar.-cieron en su gran mayoria como 

discos biconcavos. •n general no presentaron irregularidades en 

su ,..mbrana CFigura 4.22) aunque en algunos campos s• observaron 

eritrocitos en forma de estrellas CFigura 4.23). 

Los eritrocitos al ser colocados en un medio hipotónico 

presentan una forma casi .. r•rica. aparent.ement.e sin cambios en 

su -mbrana CFiguras 4. 24-4. ae>. 

O.Sp<»s de separar los eritrocitos del medio hipotónico se 

les adicionó una solución de Acido nalidixico en medio hipotónico 

observandose que la mayor parle de los erit.roc:it.os pos-n un 

volumen celular int.ermlJdio entre el volua.n celular de los 

eritrocitos control y los eritrocitos en un medio hipotónico 

CFigura 4. 2e y 4. 27>. Algo iniportante en estas figuras es la 

presencia poros •n los eritrocitos. 

Al colocar los erit.rocit.os en un medio isotónico casi 

recobran su t.amafto original y s• ve que algunos erit.rocit.os 

tienen pequeftos poros en su -mbrana CFiguras 4. 28 y 4. 29). 
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Fi.gura. .a. 27 Ac•rca.m\.•nLo de \.a. fi.gura. a.nt.eri.or tXtooooi. 

c\.cUida.d el poro •L eri.t.roci.t.o:-
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Fi.gurcr. •·za Mi.crolologratfo do or\.lroci.loo •o\.uci.o"'n 

Hctnk i.•olÓn\.ca. tX4'500>. puect. ob•ervQl"•• e\. cr.p\.\.a.m\.enlo a\. i.guol 

quo li.na.\. ca.da. lrala.m~•nlo. L<> ma.yor po.rl• loa 

er\.lroci.loa rnue•lrcr.n •\.n olleroc:i.on•• membrana, ai..n 

embargo, alguno• preaenlan rugo11i.dadea y pequel;'a,a ca.vi.da.de• 

<po•i.blem•nle huella.a dej<r.dca.e por un perol. 
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Figuro •· z" Acerccimi.enlo er\.lrocU.o Cl\.\eroc\.one• 

m•mbrona. madi.o 1.•olon\co de r•coneti.luc\on <X&OOOOJ. 

ob••rvCU'•• ctaromenl• \.a.. huella.. deja.da.8 po•i.blemenl• por 

lo• poro• por lo• cuol•• p•,,.lrC: el rc!rmcico. 
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CAPITlLO V 



5. DISCUSlóÑ 

El ent.rampamient.o y la liberación de un ti6.rrnaco en los 

erit.roci t.os depende de las caract.erist.icas d• ambos. La 

liposol ubilJ.dad, pKa, peso molecular, est.ruct.ura molecu~ar y el 

coeficient.• de partición son las caract.er1st.icas mis import.ant.es 

de las que dependen est.os procesos. 

Sin embargo, una de ellas no es definitiva para 

determinarlos y asi tenemos que al comparar las cantidades 

entrampadas de dexamet.asona y de icido nalidixico CFigura 4. 3) se 

observa que es mayor para la primera CFigur-a •.1), a pesar de 

que pos .. un peso molecular mayor. Nient.ras que en la liberación 

los r .. ultados indican que no sale de los eritrocitos. 

Para corroborar lo anterior se real1:;!';6 un barrido de la 

solución final de liberaci6n. En el espectro no aparece el pico 

de mAxima absorción de la dexamet.asona C244 nm. J, pero pudo 

observarse un pico a 20ll nm CFigura 4.2). Este resultado apoya el 

hecho de que la dexamet.asona no fu6 liberada por los eritrocitos. 

lo cual puede deberse a que como la dex.allll9tasona es un derivado 

del colesterol Ccomponenle 

estructural se qued6 en ella. 

de la membrana). por su parecido 

A diferencia de la dexanwt.asona. el Acido nalidixtco si se 

liberó de los eritrocitos. Esto se comprobó mediante el barrido 

que se realizó a la solución de liberación. El espectro muestra 

un pico d• ma>cima absorbancia a 260 nm Ccaract.erist.ico del •cido 

nalidlxico) pero talllbi6n se obtuvo un pico a 210 nm CFigura 4.Q), 



El pico de 206-210 nm en ambos espectros indica la presoncia 

de una suslancia provonient.• probablemente de los erit.rocit.os. 

Para comprobarlo se r•alizó un barrido de la solución de 

liberación del control y en el espectro apareció nuevamente el 

pico a 208 nm CFigura Af!J), 

Podria pensarse tambi•n qu• es Cibrina CVer anexo 2, Figura 

Af3'. E•to no puede ser po•ible porque el t.amarlo del poro de la 

membrana d• di6lisis no perlllit.• la salida de una prot.eina t.an 

grande; suponemos que puede aer alguna sustancia pr-oveniente d• 

la lisis de algunos de los erit.rocit.os pero no puede asegurarse. 

En las gr&ficas de concentración en función del t.iempo para 

cada uno d• los si•temas el911ido• CFiguras 4.4-4.5) pudo 

observarse que todas las curvas siguen una misma tendencia. L.& 

concentración va aunwnt.ando rapidament• las primeras nueve horas, 

pero despu._ de este ~i•mpo aigue aunwntando pero con una menor 

velocidad. 

La ant.erior indica qu• aproximadarnen~• a las nueve horas la 

concenlración interna •n el erilrocito y la concentración en el 

llledio d• liberación casi se equilibra.•• 

En .. tas lllismas figuras podemos ver que a t.iempos cortos la 

liberación es muy r6pida de t.al manera que aOn a las 0.15 hrs se 

obtienen concent.raciones de •cido nalidixico considerables. L.a 

causa de est.o puede ser la solución que se encuentra en los 
.. pactos intercelular .. del paquete de erit.rocit.os. El 6cido 

nalidlxico d• la· solución se encuentra disponible para salir al 

sano de la solución y el paso limit.ant.• no seria la membrana del 

er i t.roci t.o. 
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La liberación del Acido nalidixico desde los eritrocitos se 

explicó mediante dos modelos: a) Peppas y b) modelo eritrocitico. 

A continuación se discuten ambos modelos. 

a) MODELO DE PEPPAS 

El modelo semiempirico de Peppascso es una relación 

mat.em.lt.ica desarrollada a partir de la ecuación de difusión de 

Fick. Est.a ecuación indica que la f'racción liberada de f.irmaco 

est.• relacionada exponencialmente con el tiempo. El exponente .. n'' 

est.A relacionada con el t.ipo de mecanismo de liberación. 

Cuando n=O.B se observa una dif'usión fickiana y la cantidad 

liberada es dependiente de t. 0
'

5
• Cuando n=l, se tiene un 

transporte de tipo II y la cantidad liberada es independiente del 

tiempo. 

En las grAf'icas 4. 4-4. 5 se puede ver que la concentración 

liberada en función del t.iempo alcanza un estado estacionario. 

Con est.e dalo fue posible determinar la cantidad t.ot.al liberada 

necesaria para encontrar las f'racciones liberadas a cada tiempo y 

ajustar los dalos al modelo de Peppas. Las correlaciones 

encontradas variaron de 0.96-0.QQ& ade~s de una que f'ué de 0.92. 

Una correlación indica que t.ant.o se ajustan los dat.os a un 

modelo, entonces nuestros dalos pueden ajustarse al modelo de 

Peppas y explicar la liberación del •cido nalidlxico. 

Los valores de n s• encuentran en la tabla 6.1. Coma puede 

verse existen valores dif'erentes de o.e, al encontrar los 

intervalos da confianza y anAlisis est.adist.ico se demuestra que 

pueden considerarse como O. B Ca=O. QS) y que las variaciones 

observadas solo son debidas al error experimental; esto se 
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observó t.ant.o al considerar la t.ot.alidad d• los dalos como 

hast.a Mt./Ma<O. e y es debido a la gran variación de los dat.os. 

Tabla 6.1. Valor-es de n par-a el modelo de Peppas 

considerando solo hast.a Mt./Ma < o. e. 

Mlrooo DIAS 

ATADOS 1 2 3 4 " .4Q38 • '37 .5'17 .3724 . 4"87 

1.1061 . 41 .B7Q .4934 .eee4 

CESTAS 1. 3921 . 318'5 .e403 1. 6332 .9620 

.11!!32 .9"19 1. 214 1.19Q 2.10 

Por lo t.ant.o el mecanismc:> de liberación a part.ir del 

erit.rocilo es de t.ipo fickiano para los alados bajo las 

condicion9S trabajadas, mientras que para las cest.as podemos 

decir que existen varios mec:anismos que explican la liberación. 

Los f'actores que podrían causar variaciones son el dia y •l 

m6todo ya que la liberación para cada m6todo: cestas y alados, se 

etect.u6 por duplicado ~ dias diferentes. Un anAlisis de variancia 

mostró que no existen diferencias significativas Ct.ablas 4.2-4.7, 

a-0. 0'5) ent.r-e 11161.odos o di as, ni al considerar- la t.ot.alidad de 

dat.os o hast.a Mt./Ma <o. e. 



, 
b) MOC>ELO ERITROCillCO 

En t.rabajos publicados solo en uno se menciona que la 

liberación a partir de los erit.rocit.os es de t.ipo f'ick1ano19 pero 

no mencionan la forma en que lo determinan. Para est..ablecer un 

modelo que explique la liberación de los f.lrmacos desde los 

erit.rocit.os se debe considerar su est.ruct.ura y su composición. 

En el int.•rior de los erit.rocit.os exist.en prot.einas a las 

cuales pueden unirse los f'Armacos, sin embargo el t.iempo de 

permanencia de una mol6cula de fArmaco a la prot.eina es muy cort.o 

Cmilffimas de segundo)•z,est.o provoca que la concent.rac16n en el 

interior del erit.rocit.o sea const.ant.e. Bajo est.as consideraciones 

se desarroll6 el siguiente modelo. 

Partiendo de la primera ley de difusión de Fick tenemos: 

J = - DP ( ~)m 

donde: 

J flujo 

D coeficiente de difusión 

dC= di~erencial de concent.racionos 

dX= grosor de la capa de difusión 

P = cons~an~e de par~ición 

debido a que no s• varia el grosor de la membrana se ~oma como 

una cons~an~• 6 quedando de la s1gu1en~e manera: 
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J=-DP(~) (2) 

Considerando que el f'lujo es la cant.idad de moléculas que 

pasan a t.rav6s de una membrana de area A en un determinado tiempo 

t.enemos que : 

J = d~HA 

igualando la ecuación 2 y 3 

....2IL 
di.A = -DP ( d~ ) 

(3) 

(4) 

Si la concent..ración int.erna del erit.rocit.o se r:nant.iene 

coñstant.e CFigura e.1), es decir que Cin - Cex = dC la ecuación 

"' quedaria: 

F 

F 

Flujo a favor de -------un gradiente 
de concentración 

Fl9uro ti. t. ••Pr••ent.a.ci.c/n ••qu•rn&U.cCL del modelo •ri.t.roct't.i.co, 



_9JL _ re e Ci n - Cex:> 
dL A 6 

(5) 

9M = ~ CCin - Cex:> 
dL 6 

(6) 

al integrar a D. A, P y 6 en una constante tenemos 

,;!.ti 
dL = - K CCin - Ce)() 

donde K es la constante de permeabilidad 

Si 

entonces CV ~ M 

SusLiLuyendo 8 en 7 

~~c = - K CCin - Ce)() 

~ 
dL 

K 
V CCin - Cex:> 

Tomando como una sola constante K/V 

dC 

dC = 
dL -K' CCin-Ce>O 

- K' CCin - Cex:> dt. 

lnt.egrando la ecuación 13 de t.o-t. y Co-C 

C7) 

(8) 

(Q) 

(10) 

Cll) 

(13) 



ln CCin - Ce)() = ln Cin - K' t. C14) 

Los datos de concentración obtenidos se ajustaron al modelo 

matem.At.ico encontrado. Las correlaciones y pendientes obtenidas 

ruaron las que se muestran en la tabla 6. 2. Solo existen 2 

correlaciones relativamente bajas C0.87, O.Ql) las demAs son 

superiores a O. QB, Al igual que con el modelo de Peppas éste 

muestra también muy buen ajuste a nuestros dalos. Por lo tanto se 

puede decir que explica las variaciones experimentales y que la 

cin•t.ica de salida es de primer orden. 

Tabla 9.2 Valores de pendientes obtenidas para el modelo 

eritrocit.ico. Entre parent.esis se encuentra la correlación 

correspondiente. 

, 
METOOOS DIAS 

1 2 3 4 5 

ATADOS . 21le7 .11120 .1587 .1749 .1Q59 

e. 957) c. 9110) c. 91128) C.934e) c. 9909) 

.3403 .137e .2911 .1883 .2333 

c. geag) c. 871e) c. 9802) c. 9781) c. 9754) 

CESTAS . 1 !!193 .19Q1 .2317 .2122 .0Qa7 

e. 9!187) c. 9701) c. gga9) c. 9712) e. 9708) 

.1454 .2142 .2470 .1759 .1779 

c. gg) e .1173e) CD C."89) C.9eQ7) 

Con los dat.os de las pendient.es se puede det.erminar la 

constante de permeabilidad CK=CAOIC/6))la cual considera las 

caraclerist.icas del eri t.roci t.o y las cualidades del !'Ar maco que 



es liberado desde él. En la tabla 5.a se muestran estos valores. 

Tabla 6.3 Valores de la const.ant.e de permeabilidad. Se consideró 

que el volumen del medio de liberación fué de 80 ml. 

MÉTOOOIS DIAS 

ATADOS 1 8 3 4 5 

83.7364 18.9610 18. 7007 13.g957 15. 6791 

87.aae3 11. 0079 83.a893 15.0714 17.ee7g 

CESI"AS 18. 745g 15. g87g 18. 5345 1e.e7g4 7.8744 

11. 6348 17.1396 1g. 7672 14. 0751 14. 8388 

Los valores as1 obtenidos varian entre 7 y 28; esta 

variabilidad se debe a los factores que no pudieron cent.rolarse 

como: temperatura. tipo de sangre. calidad de los reactivos entre 

ot.ros. 

Debido a la misma variabilidad se sospechó que no habla 

diferencias ent.re las medias para dias y m6t.odos, el anAlisis de· 

variancia demostró esto Ct.ablas 4.1-4.7). 

et.ro aspecto importante fué est.ablecer si existia una 

relación entre la cantidad ent..rampada y la cantidad liberada. 

Para esto se realizó una grAfica de cantidad entrampada contra 

cantidad liberada y como puede verse no existe ninguna relación 

ent.re ellas (Figuras 4. 7-4. 8). Una manera mAs sencilla de poder 

corroborar esto es observando las figuras 4. 7-4. 8 donde puede 

verse que en uno de los sistemas se entrampó una cantidad más 

pequefta sin embargo hubo una liberación considerable, inclusive 

mayor que en los ot.ros sistemas en las cuales se entrampó una 



mayor cantidad. 

Por tUt.imo cabe hacer una observación con respocto a la 

membrana de di.llisis. Se realizaron lres pruebas Cver anexo 4) 

mediant..e las cuales pudo det.erminarse que •st..a no inrluia en la 

liberación d•l f"S.rmaco desde los •rilrocit.os. 

La liberación d• los r•rmacos desde los eritrocit.os puede 

v.rs• modificada si ocurren cambios •n la es.t.ruct.ura de su 

a.mbrana. Algunos invest..igadores encont.r-ar.on que ocurren cambios 

morf"ológicos debido al proceso de enlrampamiento. En esle trabajo 

se present..an microfot.og:rafias que muest..ran los cambios en las 

diversas et.apas del proceso de •nt..rampamienlo. 

Como se menciona •n las obser""vaciones generales CAneXo 3) 

existió una ligera hemólisis durante •1 ent.rampamienlo, sin 

embargo en los •rit.rocit..os control ru• mayor qu• en los tratados 

con r•rmaco. Est..o s• d•ba a que los erit.rocit.os control se 

sometieron en dos ocasiones a un medio hipotónico C0.67) mient.ras 

que los •rit..rocit.os t.ralados solo en una ocasión ya que en la 

s.gunda la presión osmót.ica f'ue mayor por la presencia del 

f"•rmaco. 

Apoyan •st.a •xplicación las f'ot.ograf"ias t.omadas en las 

dit•rent.es et.apas de ent.rampamient.o. En ellas s• puede ver qtJe 

hay una dl.snúnuc1ón del t.amaf'lo y del volu-n c•lular de los 

eritrocit.os al pasar d• la solución hipotónica Ctonicidad de 

O. 67) a la solución hipotónica con acido nalidixico CFiguras 

4.25-4.27'. 

Para explicar la presencia de ligera hemólisis en las 



muestras tratadas hay que rocordar que la población eritrocit.ica 

es heterogénea en cuant.o a t.amafto y edad. Se ha comprobado que 

los eritrocitos ven disminuidas sus caract.erist.icas elást.icas y 

metabólicas al aument.ar su edad. Por lo cual ellos disminuyen su 

resistencia a los cambios bruscos de tonicidad. temperatura y 

potencial de membrana. Lo anterior tambi•n explicarla el porque 

existen poros en las membranas de algunos eritrocitos. aún 

despu6s de restaurar las condiciones isotónicas CFiguras 

4. 26-4. 28). 

Los eritrocitos en forma de estrellas que aparecen en las 

figuras 4. 23 y 4. 28 no son deformidades ocasionadas por el 

tratamiento de entrampamient.o ya que aP,arecen tant.o en los 

erit.rocit.os cent.rol como en los t.rat.ados. Se encontró que este 

fenómeno se denomina crenación y es ocasionado por la presencia 

de anticoagulant.e~P 

Como se mencionó ant.eriorn.nte hay una gran dispersión en 

nuestros datos, la cual se puede controlar fijando algunas 

variables que durante este trabajo no se logró hacer. A 

cont.i nuaci ón se mene! onan algunas. 

import.antes: 

que consideramos m.As 

1) Temperat.ura de t.rabajo 

Todo •l trabajo se realizó a temperatura ambiente. la 

cual. aunque no se midió. variaba. Debido a la liberación tan 

lenta y a que tuvo que muestrearse durante 2• horas, ent.onces los 

eritrocitos estuvieron expuestos a esos cambios. 

La tempera~ura normal a la que s• encuentran los eritrocitos 

es la temperatura corporal. por lo que se recomienda efectuar 

post:eriores investigaciones a esa temperatura. Ademi.s la 

permeabilidad de la membrana depende de la temperatura. asi que 
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las const.ant.es de permeabilidad encontradas podr1an ser 

diferentes si se trabaja a '37° en condiciones controladas. 

2) Conlrol complelo del equipo 

La velocidad de agitación no pudo ser controlada 

adecuadarnent.e. el equipo con que se cont.o no lo permitió. Se 

recomienda preverse del equipo adecuado para poder mant.en•r 

constant.e ast.• fact.or que muy posiblemente haya causado 

variaciones en la liberación al modificar el gradient.e de 

concent.raci6n. 

Asi mismo algunas de las canast.illas de di•lisis 

reaccionaron con el medio, y aunque aparentemente no influyeron 

en los resultados se debe considerar como un faclor a controlar. 

Algunos de los agitadores magn6t.icos se calentaban durante 

el proceso de liberación lo cual aumentaba la temperatura de 

nuestros sistemas. Como la temperatura afecta los resultados y el 

calentamienlo fue gradual, las variaciones quizá también fueron 

graduales, sin embargo se d•sconoce el grado de las mismas. 

3) Condiciones estrict.ament.a asépticas 

El trabajo no se desarrolló bajo condiciones estériles como 

deberla haberse realizado. Esto no se pudo hacer debido a las 

limitaciones de equipo sin embargo se consideró que al trabajar 

en condiciones as6pt.icas s• podria alcanzar nuestros objetivos. 

Al finalizar el trabajo consideramos que si es necesario 

trabajar en condiciones est6riles ya que inclusive algunas 

fot.ografias en microscopio electrónico mostraron bacterias en 

algunos campos. Al Cinalizar la liberación no se tornaron 

microfotografias por lo que no sabemos si hubo crecimiento 
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bacteriano dentro de las bolsas de diAlisis. Nosotros sospechamos 

que si hubo ya que algunos de los sist.emas tenian eritrocit.os 

oscurecidos y si hubo hem6lisis. no fue apreciable. 

4) Tipo de sangre. 

Debido a que la sangre, para poder trabajar, t.enia que ser 

rresca, el donador no fue siempre el mismo. No se conservó la 

sangre porque en trabajos previos, los investigadores del A.rea 

recomiendan trabajar con sangr-e de al menos 4 horas de haberse 

ext.ra1do1 _,ª. Aunque no es probable que el t.ipo de sangrre 

int'luya en el ent.rampamient.o de los fi.rmacos .se recomienda usar 

un solo t.ipo de sangre. 
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CONCLUSIONES 

Bajo la condiciones experimentales podamos concluir que: 

1.- Es posible entrampar fármacos en los erit.rocit.os, por lo 

que estos elementos de la sangre pueden ser acarreadores de los 

llismos. 

a. - La dexamet.asona no es liberada por los erit.rocit.os por 

lo cual no es un acarreador adecuado para este f~rmaco. 

3.- El acido nalidixico es liberado por los eritrocitos por 

lo cual podriamos decir que puede ser acarreado por ellos. 

4.- La liberación del acido nalid1x.ico sigue un m&canismo de 

liberación de t.ipo fickiano y sigue una cinética de primer orden. 

6. - El modelo erit.rocit.ico explica sat.isf'act.oriament.e la 

liberación del acido nalidixico desde los erit.rocit.os. 

6. - El ef'ect.o del t.rat.amient.o sobre las caraclerist.icas 

morfológicas de los erit.rocit.os no esmuy apreciable. 

7. - No existe diferencia significat.iva desde el punt.o de 

visla est.ad1st.ico entre los sislemas de at.ados y cestas. 
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ANEXO l 

, , 
INFORMACION ESTADISTICA 

VAl.IDACloN 

Una parte int.gral d•l desarrollo de un m6todo analitico es 

la validación del mislllO, es decir, el m61.odo debe probarse para 

determinar su efectividad. La validación general incluye una 

evaluación de la precisión, linearidad y exact.it.ud y proporciona 

una medida de comport.amiento del m6todo. 

La validación de un •todo puede definirse como el proceso 

por el cual queda est.ablecido , por estudios de laboratorio, que 

la capacidad del mét.odo satisface los requisitos para las 

aplicaciones analit.icas d.seadas. 

La capacidad se expresa en "t.• caso en t.erminos de 

par.,..tros analiticos 

LINEARIDAD 

La linearidad de un sistema o mr6t.odo analit.ico es su 

habilidad para asegurar que los resultados analit.icos, los cuales 

pueden ser obtenidos direct.ament.e o por medio de una 

t.ransrormación mat.•""'-t.ica bien derinida, son proporcionales a la 

concent.ración de la sust.ancia dentro d• un int.ervalo determinado. 

RANGO 

El rango de un rniltt.odo analit.ico es el intervalo ent.re los 



niveles superior e inferior de la sust.ancia (incluyendo est.os 

niveles) el cual se ha demost.rado que es preciso, exact.o, y 

lineal ut.ilizando el JM-t.odo descrit.o. 

EXACTITIJD 

La exact.it.ud de un mltt.odo analit.ico es la concordancia ent.re 

un valor obt..enido experiment.alment.e y el valor de refer•nc:=ia. Se 

•xpresa como el porcient..o de recobro obt.enido del an~lisis de 

.,..t.ras a las que se les ha adicionado cant.idades conocidas de 

la sust.ancia. 

PRECISION 

La precisión de un m6t.odo analit.ico es el grado de 

concordancia ent..re r-ult.ados analit.icos individuales cuando un 

procedimient.o se aplica repet.id&lhent.e a diferent..es, muest..reos de 

una muest.ra homog6nea del product..o. Usualment.e se expresa en 

t.6rminos de desviación ast.Andar o del coeficient.e de variación. 

La prec1si6n es una lftedida del grado de reproduct.1v1dad y o 

repet..1.b1lidad del 11161.odo anal1t..1.co bajo las condiciones normales 

de operación. 

REPETIBI LI DAD 

Es la prwcis16n de un m6t.odo analít.ico expresado como la 

concordancia obt.enida ent.re det.erminaciones independient..s 

realizadas por un analista, usando los rnismctS aparat.os y 

t.knicas. 

REPROOUCI BI LI DAD 

Es la precisi6n de un Mt.odo analit.ico expresada como 
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la concordancia entre delerminaciones independientes realizadas 

par dit'erent.es analistas en diferentes dias en el mismo y/o 

diterent.es laborat.orios y ut.Uizando el lldsmo y/o diterent.es 

equipos. 

LÍMITE CE DETECCIÓN 

Es la m.inima concentración d• una muestra la cual puede ser 

detectada. pero no necesariaJDent.e cuantiticada, bajo las 

condiciones de operación est.ablecidas. 

LÍMITE DE cuANn FICACI ~ 
Es la -nor concent.ración de la sustancia en una muemt.ra que 

puede ser det.erlllinada con precisión y exact.it.ud acept.ables bajo 

condiciones de operación est.ablecidas . 

ESPECIFICIDAD 

Es la habilidad de un "'*t.odo analit.ico para dar una 

respuest.a debida unica-nt.e a la sust.ancia de int.er•s y no a 

otr09 componentes de la muestra. 

CETERIC[NACIONES 

Linearidad del sistema. Se determina construyendo una curva 

de calibración de una nll.sma solución pat.rón ut.ilizando cuando 

.-nos cinco diluciones y haciendo an.6.lisis por duplicado para 

cada dilución. 

b. o r >• o.gg y rª >• o.r;ie. 

Precisión del sist.ema. Se denontl.na por el anUisis 

sextuplicado de una misma solución est.•ndar correspondiente al 
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100 % ... t.ablecido en la linearidad del sistema. 

cv 1.!'1% 

Unearidad del 1116todo. Se det•rlllina con placebos adicionados 

del principio activo Cplac•bos cargados) cada uno d• manera 

1ndepend1ent.•, cuando a -nos a tres diferentes concent.raciones 

incluyendo el 100 % haci•ndo los ant.lisis por triplicado de cada 

concentración. La amplitud del estudio dependert. d•l uso y 

aplicaciones del m6t.odo (Control de calidad y .. t.abilidadJ y 

pr•terent.•-nt.e debert. llevarse a cabo por un mismo aMlist.a en 

las mi•-• condiciones d• operación. 

• s 1 

El coeticient.• d• vaf'iaci6n dependef't. del t.ipo d• ,..todo y 

la muestra. hay que tomar en cuent.a la forma farm.ac•ut.ica y la 

ccncent.ración. Para m6t.odos espect.rof"ot.em6t.ricos el coef'icient..e 

de vaf'iaci6n es igual a 3 %.d? 
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ANEXO 2 

VALIDACiciN DE LOS IÉTODOS AHÁJ..lncos 

1. - La solución concent.rada de O.xamet.asona present.ó su 

lloi>d.ma absorbancia a una longit.ud de onda de ª'' nm Ctigura Al). 

2.- La solución concent.rada de Acido nalidi>d.co present.ó su 

lloi>d.ma absorbancia a una longil.ud de 2eO nm Ctigura Aa>. 

3. - S. realizaron curvas est.~ndar para cada uno de los 

t.,.aacos ut.ilizados t.res dias diterent.es por t.riplicado: 

~ en -io isot.ónico. 

b> en -io isot.ónico con hemólisis. 

c) en .-dio hipot.ónico. 

d) en awdio hipot.ónico con he.e.lisis. 

4. - A cada una de las curvas ant.eriores se les det.erJllinó: 

a) Par6-t.ros de regresión lineal. 

b) Coeticient.es de variación . 

e> Prueba de ordenada al origen. 

cD Prueba de lineas paralelas. 

e. - Las pruebas anteriores •irvieron para comprobar la 

linearidad de cada una d• las curvas, asi como para demost.rar que 

la helnólisis y el lllldio no intlu}'9n en forma signiticat.iva. 

e.- En base al an6lisis est.adist.ico realizado se eligieron 

la• ,..jores curva• .. t.•ndar CO.xamet.asona tigura A3; Acido 
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nalidixico figu~a A4). 

7.- Se deLermln6 presición y exactitud del método. 

244 nm. 

LONGITUD DE ONDA 

Fi.9uro .... •arrldo Cl:epectrorotÓmel.ro ••ckmon 

lftOCleto ZcD 
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260 na. 

LONGITUD DE ONDA 

F\.gurCL AZ no\.i.dCx\co UCep.elroroL&metro 

8.ekMOn mod9\o Id>. 
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CUR\Jft tsYM DI RCIDO 11\LIDIXICO 

r¡9ura. ••· Curva. ••t.Óndar de id.do na.\.id(,.:lco en •olució"n de Hank. 
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ANEXO 3 

OBSE:RVACIONE:S GE:NE:RALE:S 

1. - Durant.e el proceso de ent.rampamient.o los eri t.roci t.os 

cent.rol most.raron una mayor hem6lisis que los erit.rocit.os 

t.rat.ados Cla hemólisis present.ada por las muest.ras no fué muy 

sisgnificativa). 

2.- A lo largo de la liberación en los slst.emas de atados en 

algunas ocasiones ex.ist.iO la formación da vort.ex, lo cual evit.aba 

el cont.act.o de los erit.rocitos con el medio de liberac16n. 

3. - Al t.•rmino de la lit.ración se observó que los 

erit.rocit.os cent.rol y los t.i-at.ados con Dexamet.asona t.enian un 

color rojo má.s obscuro que el que present.aban al 1nici6 del 

proceso. 

4. - Al t.erm.lno de la liberación se corrieron barridos en el 

espect.rofot.6-t.ro d• las soluciones f'inales de liberación de 

Oexamet.asorul y Acido Nalid!xico ademá.s del control. Al hacer una 

comparación en~r• eslos barridos se encontró que : 

a) La solución de los erilrocilos control presenl6 un pico a 

una longitud de 210 nm Cfigur-a A5). 

6. - Al microscopio eleclr6nico se observaron a los 

erilrocilos rodeados de fibrina (figura Ae). 

e. - Seo realizaron dos pruebas de liberación de la solución 

concentrada CBmg/ml) en membranas de diAlisis en solución de Hank_ 
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LONGITUD DE ONDA 

Flguro ...... la. •o\uclón flna.l loe 

cont.ro\.. 
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ut.iliz~~do los sistemas de at..ados y cest.as. Se obtuvieran los 

siguientes per~iles de liberación CFigura A7) donde puede verse 

que se alcanza un estado estacionario aproximadamente a las Lres 

horas. Can lo anterior puede decir que el paso limlt..ant.e en la 

liberación dal Acido n.alidixico desde los eritrocit.os es su 

membrana. 

LIBEllll:!IÍt D! IÍ:!!IO lllLIDIX!CO 

'Z1 

21 

15 

tllllPO 

ll~roci.ó"n •o\.uclÓn 
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