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1 OBJETIVOS

1. Evaluar a los eritrocitos como un sistema acarreador y
libarador de C&rmacos.

2. Caracterizar 1la liberacidn del Acide nalidixico y
Dexametasona entrampados por el método de dilucidén hipotinica en
sritrocitos de humanos.

3. Observar los cambios morfolédgicos que sufre el eritrocito
durante el procesoc de entrampamiento.
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2, GENERALIDADES
2.1. INTRODUCCION

A través del tiempe se ha cbservado que algunos farmacos son
eliminados rapidamente del organismo y otros alcanzan hiveles
téxicos modificando la respuesta terapéutica.

A ratz de estos problemas se inicié la bisqueda de nuevos
sistemas de liberacién que pudieran controlar la liberacién de
los farmacos para favorecer la respuesta terapéuttica y
disminuir los efectos tadxicos. Se han utilizado diversos sistemas
sintéticos y naturales. Entre los sistemas sintéticos se pueden
mencionar los polimeros C(Poliléctico y Poliglicdlicod; y de los
sistemas biolégicos, los eritrocitos y liposomas.

Conforme sSe avanzé en las investigaciones sobre los
eritrocitos comc portadores de farmacos se descubrid que gracias
a Sus caracteristicas fisicoquinicas y morfoldégicas Sson capaces
de entrampar farmacos y biomoléculas. El porcentaje de
entampamientc varia segdn el método empleado.”®

Los eritrocitos acarreadores; al ser inilroducides al
torrente sanguineco, llegan a dorganos especificos, liberan
cantidades suficientes de farmaco para alcanzar el nivel
terapéutico o6ptimo y pueden ser eliminados ficilmente de la
circulacién. Debido a esO0 se ven disminuidos los efectoxs téxicos
causados por la administracidn de farmacos en forma libre.

A rafz de las antericres cobservacicones se ha propuesto el
uso de los eritrociteos acarreadores como un sistems de liberacidén
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sostenida.

Existen algunos modelos matemiticos que tratan de explicar
coma es liberado el farmaco por el sistema portader: el modelo de

Hixon Crowel, el de Higuchi, el de Peppas y el medelo de
e
Chandreasekan entre otros.

Los modelos matemidticos se basan en las caracteristicas del
sistema portador y del farmaco.



2.1.1. PROPIEDADES GENERALES [;EL ERITROCITO

El eritrocito es uno de los componentes celulares de 1la
sangre. Es un derivado celular altamente especializado encargado
de aportar oxigenc a los tejidos.® Para ello debe cumplir dos
funciones fundamentales:

ad) Captar el oxigeno en los capilares pulmonares y liberarlo
"en los capilares tisulares.

b)) Circular libremente en la red sanguinea atravesando
facilmente aun los mas pequelios capilares de dismetro inferior al

suyo.®

El eritrociteo humano carece de nGcleo, es altamente
Pleomérfico ya que pasa a travées de una gama de formas
transitorias pero nocrmalmente posee una forma de disco biconcavoe
con un disdmetro de 8-9 um, un espesor de 1 um en el centro.y
2-2.% um en la periféria CFigura 2.10. Los eritrocitos se
consideran macrocitos cuando su diametro rebasa los 9 um. Su
menbrana tiene 8 nm de espesor. El eritrrocito al microscopio
electrénico muestra una membrana con una estructura bién definida
Y un contenido denso y homogénec en el que no se aprecian
organcides subcelulares (Figura 2.2), Contiene hemoglobina CHb>
on grandes concentracicnes a la cual se une el oxigeno.

La vida media del eritrocito es de 120 dias, Por lo cual
encontramos en circulacidén ceélulas jovenes y viejas. Se dice que
las células viejas poseen menos cargas nbgltlvns que las jovenes
Y se cre que esto juega un papel importante en su destruccidén por
el sistema reticulo endotelial. También se ha sugerido que la
disminucién de &cido siflico sobre las superficies de los
eritrocitos expone nuevos sitios antigénicos que pueden ser
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reconocidos por los mcrofugos.°

Como en todas las células, el catidén principal es el K+con
Na*. Ca*z. Hg*zmlentrns que los aniones mas importantes son CL ,
HCOs , Hb  y fosfate 1nc§rq3n1co; el 2,3-difosfoglicerato es el
principal compuesto que contiene fosfato en su molécula.’ La
concentracidén de potasio en la célula es de casi 20 veces
superior a la concentracion de dicho ién en el plasma. Por el
contrario, la concentraclén de sodic es cerca de 8 veces mis
grande en el plasma que en el centro del eritocito. Este
.gradiente de concentracidtn se mantiene a pesar del movimiento
gradual de los icnes de potasio fuera de la célula y de sodio en
el interior. El eritrocito dispone de varios mecanismos de bombeo
que desplazan el potasio hacia el seno del eritrocito y extraen
@l sodioc. Estos disposivos se representan como 1A, 1B y II. La
bomba 1A sirve para alrededor de S0% de la capacidad de bombeo
del sodio del eritrocito normal. Requiere tanto la presencia del
potasic y sodio para su funcicnamiento en la accidh de expulsar
una molécula de sodio por cada molécula de potasio que penetra.
Es sensible a la inhibicién por los glucdsidos cardiacos. La
bomba 1B se parece al 1A pero se diferencia porque no necesita
la presencia del potasio en el medio externe. Las bombas 1A y 1B
funcionan con ATP. La bomba 1I, no se inhibe por los glucdsidos
cardiacos y no utiliza ATP. Interviens en el 20 a 2%% de la
salida del scodioc de la célula. Ademis de las bombas para sodioc y
potasio el eritrocito parece tener la capacidad de extraer icnes
calcio en una forma activa.®

El eritrocito se comporta como un osmometro hinchandose y
contrayéndose como respuesta a aumentes y disminuciones de la
presién osmética del fluido exterior.
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Figura 2.1, Micrototografia de un uritrocito normal {X4500),



Figura 2.2. Esquema de un eritrocito humano (X200000)
1 Ldmina densa camdtila externa de la membrana protopLum;lica.
D Ldmina claro intermedia de la membrana protopluméttco.
] Ldmina densa onmo'ﬂ.\.u interna de la membrana pralopl.alméti.cc-

4) Hicloplasma, cuyo principal elemento es lo hemoglobina.

En presencia de una solucién suficientemente hipotdnica se
hincha y, como consecuencia, la membrana plasmi&tica se rompe. En
un medio isoténico la hemélisis puede ser provocada por diversos
agentes tensocactivos, por lo general, jabones, cloroforme vy
detergentes.



2.1.2. ERITROCITOS FANTASMAS

La 1lis=is hipoténica se produce cuando la célula es
tensionada mis alld de su capacidad. Castle y Daland ® estudiaron X
la hemSlisis de células en soluciones hipoténicas y encontraron
que la ruptura de la membrana ocurre en el punto donde el volumen
celular es cercanoc a 180 % de su volumen original. Este volumen
corresponde al de una esfera que tiene la misma 4rea superficial
al de una célula biconcava original, Esta lisis provoca la
pérdida brusca de la hemoglobina y otras proteinas
citoplasméticas. Los poros se forman cuando la membrana no puede

soportar los camblos osméticos rapidos,

Experimentos realizados con eritrocitos en un campo
eléctrico sugieren que la desorganizacién de los componentes de
la membrana es debido a la produccién de un desbalance osmético.
Esto provoca el descontrol de la extraccién de los ianes del seno
del eritrocito y, por consiguiente, la presién osmética ejercida
por la hemoglaobina y otros anicnes no permeables es la suficiente
para romper la membrana del eritrocito. 0

Adn después de la desorganizacién de sus componentes, la
membrana eritrocitica conserva su integridad geométrica y puede
recobrar sus propiedades originales si se restauran las

condiciones normales.

Las células resultantes del procesc anterior se conocen

como eritrocitos fantasmas,'*
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2.1.3. MEMBRANA ERITROCITICA

Es una capa fina flexible, elastica que circunscribe la
superficie externa de cada célula. Su importancia radica en la
regulacién del contenido de 1a célula ya que todos los elementos
nulritivos que entran en la misma, as{ como los productos de
deseche © 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. s

La membrana plasmAtica posee poros microscédpicos por los
cuales pasan ciertas sustanciag, el tLamafioc de estos poros
determina el tamaNo miximc de las moléculas que pueden
atravesarla. Existen otros factores que determinan si la
sustancia atraviesa © no la membrana; estos factores son: carga
eléctrica, ntmeroc de moléculas de agua ligadas a la superficie
de la particula y la solubilidad del farmaco en los lipidos.

Las membranas estan rodeadas por medioc acuoso. Bajo
condiciones normalexs el agua entra y sale constantemente a través
de la membrana celular. La difusién del agua a través de una
menbrana selectivamente permeable se dencmina ¢ésmosis. Al igual |
que otras sustancias el agua difunde de un area de mayor a otra
de menor concentracién (Figura 2. .

La membrana aislada del eritrocito es uno de los modelos de
membrana plasmatica mejor estudiada por su facilidad de
aislamiento CFigura 2.40. La composicidén quimica de la membrana
muestra que estd constituida de un 40% de lipidos y 80X de
proteinas CPorcentaje scbre pesco seco). Teniendo en cuenta los
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Figura 3.9, a Guandc la comcentracidh de  partlculos  es
mayor dentro  de la chblula que on ol sxterior el agua entra Y
provoca -u hinchamtento. by Cuando la concentracidn de partfculas
®s menor dentro que en el exterior el agua sale y prevoca la

contraccich de la célula.
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Figura 2. 4. Aislamiento de membranas de eritrocitos humancs.
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pesos noleculares medios de los componentes encontrados se calcula
que existe una molécula protéica por cada 75 moléculas ‘de
lipidos. Se cree que estas moléculas protéicas y lipidicas estan
organizadas segun el modelo de nmosaico fluldo de Singer y
Nich'olsen CFigura 2.9,

Este modelo afirma que los fosfolipidos de 1a membrana se
hallan crdenades en bicapas formande una matriz, o lamina fluida
de cristales liquidos. En esta bicapa las moléculas lipidicas
individuales pueden mcoverse lateralmente dotando a la bicapa de
fluidez, flexibilidad, una resistencia eléctrica elevada y una
relativa impermeabilidad a las moléculas muy polares.

SUN13108dd
YD IaIdIl

Figura 2.3. Modelo del mosaico fluido de Singer y Nichoteon:®
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El modelo del mosaico fluido postula que las proteinas de la
membrana son globulares, para interpretar el slevado contenido de
hélice a. Algunas de las proteinas se encuentran parcialmente
incluidas en la membrana y penetran en la fase lipidica desde
cada lado, mientras que otras se hallan totalmente mepultadas en
ellas. La extension con que una proteina globular penetra en el
interior de la fase lipidica esti determinada por su secuencia
‘aminodcida y la localizacién sobre su sSuperficie de los grupos
no polares de los aminocicidos. De esta manera las diversas
proteinas de la membrana forman una estructura de tipo mosaico en
la fluida bicapa fosfolipidica. El mosaico no es fijo o estatico
porque las proteinas son libres para difundir lateralmente en
dos dimenzicnes por lo menos en algunas membranas. Se cree que la
viscosidad relativa de la bicapa lipidica es de 100 a 1000 veces
superior a la del agua.

El modelo del mosaico fluido interpreta satisfactoriamente
muchas caracteristicas y propiedades de las membranas bioldgicas.
Es aplicable a membranas con contenidos de proteinas muy
diferentes por unidad de superficie membrancsa. Explica la
variacioén de espesor de diferentes tipos de membranas y permite
interpretar la simetria de las membranas naturales como una
consecuencia del ordenamientc de las proteinas en la superficie
de la bicapa 1lipidica. El modelo interpreta tLambién las
propiedades eléctricas y de permeabilidad de las membranas asi
como la observacién de que algunos de los compeonentes proteicos
se musven a gran velocidad.'*

Los lipidos, en su mayor Pparte <98, tienen un polo
hidréfilo y un polo hidréfobo. Las especies quimicas mas
abundantes (X en peso) szon los fosfolipidos (599% del total de los
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lipidos) seguldos del colesterol (25% y los glucolipidos C18:0.
Los lipidos totalmente hidréfobos (2% estan representados por
dcidos grasos., Los constituyentes mayores de los fosfolipidos
son: esfingomielina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y
fosfatidilserina, que en Su conjunto superan el 98% del total de
los fosfolipidos. Los dos primeros alcanzan del 50-70% de los

fosfolipidos segin las diferentes especies de mamiferos.
Considerande el peso molecular de cada tLipo de componente
scbresale el alto contenido de colesterol. El colesterol inhibe

las fases de transicién inducidas por la temperatura y también

la disminucién dristica de la fluidez que puede ocurrir a bajas

temperaturas CFiguras 2.8 y 2. 7). 1910

(L]

<]

Figura. 2. @, Fdrmula estructural det colesterct.
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Las proteinas de la membrana de los eritrocitos son de
diversos tipos. Considerando la estructura tridimensional de la
membrana se pueden describir proteinas intrinsecas y extrinsecas
similares a la de cualquier otra célula. Los pesos moléculares de
las proteinas del eritrocito humano oscilan entre 20,000 y
290,000 ademis de que se han caracterizado total o parcialmente
unas 20 proteinas. La mitad de las cuales representan mis del 80%
del total. .

El mantenimiento y/oc el cambic de forma de)l eritrocito,
entre otros factores. se debe a la interaccidn de las
proteinas intrinsecas y extrinsecas. 1740
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2.1,4. TECNICAS DE ENTRAMPAMIENTO EN ERITROCITOS

El porcentaje de entrampamiento méximo de los farmacos en
los eritrocitos depence de la especlie donadora, condicicnes de
trabajo y el método utilizado.

Existen seis métodezs para entrampar sustancias en los
eritrocitos., los cuales son :
A. Dilucién hipoténica.'®*®
B. Didlizis hipotédnica.
C. Hemslimis eléctrica,*™*°
D. Perturbacién quimica de la membrana. **
E. Cambios de !.onporm.ura.“"‘
F. Eritrocitos fahtasmas. %%

7-95 -

A continuacién se mencionan brevemente cada uno de estos
métodox.

A. DILUCION HIPOTONICA
FUNDANENTO:

El procedimiento de entrampamiento involucra un hinchamiento
gradual de las células ail colocarlo en un medic hipotdnico, el
cual no r-sul_t.a en la ruptura de la sembrana de los eritrocitos,
pero la hace permeable a las sustancias que van a ser

entranpadas.
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METODO EXPERIMENTAL

El procesco de entrampamientc 3¢ lleva a cabo bajo
condiciones asépticas a temperatura ambiente. Todos los pasos son
realizados con gran cuidado Yy los transpories del paquete
celular con pipeta voluméirica debe hacerse lentamente para
evitar la lisis de los eritrocitos.

1.-Bstraer la sangre de los donadores on tubos
heparinizados. ’

2.~ Centrifugar a 800g por 7 ainutos.

3.~ BEliminar el plasma y los leucocitos.

4. - Transferir un mililitro del pacquete celular a un tubo de
eonsayo,

8. - Adicicnar 4 mililitros de la sclucién de Hank modificada
isoténica CKCL 10.18g71; KHaPOs O.1gs1; NaHMCOs 1.273 g-1; NaCL
0.31 g/1; NaaHPOs .2Hz0.1g/1 glucosa 29710 diluida hasta una
tonicidad de 0,87 al tubo de ensayo con paquete celular.

O. -~ Mezclar por inversién varias veces .

7. - Centrifugar a 800g por 3 minutos.

8. - Eliminar el scbrenadante.

9. - Colocar 0.2 ml de membranas eritrociticas Cobtenidas de
la lisis de eritrocitos con agua y posterior centrifugacidnd
scbre el paquete eritrocitico.

10. - Adicionar 0.2 ml de solucidén hipoténica con Tarmaco al
tubo con paquete. |

11.- Mezclar por inversién lenta.

12. ~ Centrifugar a 500g por 3 minutos.

13. - Se repiten los pasos del 10-12 hasta la aparicidn de
hemélisis en o1 sobrenadante. )

14.- Una vez que se llega al punto anterior se extrae el

18



sobrenadante e inmediatamente se le adiciona solucidén de Hank
modificada isoténica.

18, - Las células se centrifugan a 500g por 8 minutos.

16.- Descartar el scbrenadante.

17.- Llavar con 10 mililitros de la solucién de Hank
modificada isoténica y centrifugar a B300g por 3 minutos.

10.~ Repetir el pago 17 dos veces mis.

PORCENTAJE GENERAL DE ENTRAMPANIENTO.

1 -0 %

Tabla 2.1. Firmacos entrampados por dilucidn hipoténica.

Farmaco PM Porcentaje | Especie donadora
entrampado

Insulina'® : 8000 4.8 conejo, cerdo y ratédn
Alfa-1-Antitri pnna‘} 20.0 “
Cortisol 21fosfate’®] 440 17.0 -
Netotrexato®® L 18.5 u
Ciclofosfamida’® 2s0 8.8 "

9.0 ratas
Aspnrqinlla"-'“ i 3000 3.0 ratén y ratas
Urogntronnu 17. 8 .ratas
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B. DIALISIS HIPOTONICA

FUNDAMENTO:

El entrampamientc de eritrocitos se consigue por el
hinchamiento cuidadoso de los eritrocitos hasta la aparicién de
poros en su membrana los cuales permitiran el paso libre de

mol écul as grandes y pequefias. Los eritrocitos se preparan
utilizando membranas para dialisis.

METOPO EXPERIMENTAL.

.- Extraer las muestras sanguineas en tubos heparinizados.

2. - Centrifugar la sangre completa de 300 - 1000g. ne

3.-. Eliminar el liquido sobrenadante.

4.- Lavar 4 veces el paquete celular con Solucién
amortiguadora isoténica de fesfatos ¢ 10mM NaHa2POs:; pH=7.0; amM
NaCL; 10mM de glucosad.

S. —Colocar el paquete celular en bolsas de dislisis.

6. -Dializar el paquete celular en 13 litros de solucidén
amortiguadora de NaHaPOs CSmMD 23 a 39 minutos.
7.~ Retirar los eritrocitos de la bolsa de didlisis.
8. -Colocar un mililitro de eritrocitos dializados en un tubo
de ensaye.
@.— Adicionar el farmaco a entrampar en solucidn.
10. ~ Restaurar las condicicnes isoténicas por la adiciédn de
NaCl ¢1.35 M.
11.- Lavar 4 veces con solucidn amortiguadora isoténica de
fosfatos.

12. - Colocar les eritrocites a 37°C.



Nota:
posible.

PORCENTAJE GENERAL DE ENTRAMPAMIENTO:

30-80 %

Las muestras sanguineas deben procesarse lo mas rapido

Tabla 2.2 Farmacos entrampados por dislisis hipotdnica

Férmaco PM Paorcentaje Especie donadora
entrampade

Det:.omicina’ 528 17-30 Perro, becerro, ratén

Adriamicina®? 944 NR Perro, becerro, ratén

SICII‘OSI“’.: 342 NR Perro, becerro, ratoén

B-Galactosidasa™ 25-40 Humano, caballc
becerro, porcino.

Fosfatasa Alcalipa™ 28-32 Humane, caballe,perro
becerro, percino.

Sacarcsa®® 342 29-3% Perro

Arabinssido de™ 243 >40 Perro

citosina

Netotrexato™ 454 28-38 Perro.

% NR no reportado en

ta lteratura.




C. HENSLISIS ELECTRICA

FUNDAMENTO:

Los poros de la membrana eritrocftica se hacen presentes
cuando el potencial de transmembrana inducido por un apropiadeo
campo eléctrico C(KV/cmd) excede a un valor critico de un voltio.
El radio efectivo de los poros ez variado y esto es debido al
ajuste de la intencidad, duracién del campo elécirico y fuerza
io6nica del medico. Los poros permanecen abiertos a bajas
temparaturas perc cierran completamente a a7°%c.

METODO EXPERIMENTAL.

1.~Extraccidén de sangre en tubcs heparinizados de donadores
sanos

2. - Centrifugar para obtener paquete eritrocitico.

3.- Lavar 3 veces con una solucidén que contenga 190mM de
NaCl y 7mM de solucién amortiguadora de fosfatos a pHs7.

4.~ Suspend nue te los eritrocitos en solucién
amortiguadora de NaCl y sclucién del firmaco a entrampar Clas dos
soluciones deben de tener la misma osmolalidad & muy cercana, 300
miliosmolal la cual se supone es isotdnica.

NOTA: 18 s necesario coneervar la euspenaicn, [ debe

maniener a una temperatura de o-4c.
S.- Colocar la suspensidn celular a una temperatura de ar°c.
0.~ Colocar la suspensidn en el campo eléctrico..
7.- Aplicar el voltaje durante algunos microsegundos.

PORCENTAJE GENERAL DE ENTRAMPAMIENTO:
8-20 %



Tabla 2.3 Farmacos entrampados por hemélisis eléctrica

Farmaco PM Peorcentaje Especie donadora
entrampado
Sacarosa®® a4z N.R Humano

D. PERTURBACION QUIMICA DE LA MEMBRANA

FUNDAMENTO:

La anfotericina B es un antibiético micédtico que se une al
colesterol en la membrana plasmitica de las células eucaridticas.
Provoca la aparicién de poros de gran tamafico en la membrana
mejorando asi la salida de iocnes y la esntrada de moléculas
pequefias y grandes, incluysndo el DNA.

METODO EXPERIMENTAL:

1.~ Extraccién de sangre en tubos heparinizados de
donadores sancs

2, - Csntrifugar para obtener paquete eritrocitico,

3. - Lavar el paquete celular 4 6 8 veces con soluciédn de
NaCl O.9%.

4. - Lavar con medic isoténico de sacarosa (28S0mM de
sacarosa, OmM KCl, SmM de MgClz, 2mM de solucidén amortiguadora
de fosfatos a pH=7.4 y 10mM de glucosad.

5. - Las células lavadas se suspenden en @l medioc isoténico
de sacarosa.

0. - Incubar con anfotericina B los eritrocitos,




7.- Adicionar el faArmaco al medio anterior.
8. - Incubar la suspensién 7% por 30 minutos con una
agitacidn lenta y cuidadosa.

@, - Centrifugar la suspension a 3000g durante 5 minutos a

4°c.

10, - lavar el paquete eritrocitico 3 veces con solucién
isoténica de fosfatos que contenga 2mM de EDTA.

PORCENTAJE GENERAL DE ENTRAMPANIENTO:

20%

Tabla 2.4. Farmacos entrampados por perturbacién quimica.

Farmaco PM Porcentaje | Especie donadora
~SDLLpmpedo
Daunomi cina*! 20 Humano, ratdén

E. CANBIOS DE TENPERATURA.

FUNDAMENTO:

Al cambiar rapid. te la temperatura a una suspension

eritrocitica se cbserva que hay apertura o agrandamiento de los
poros de ia membrana. A temperaturas infericres al punto de
fusién para un lipido particular la membrana pusde llegar a
solidificarse. A temperaturas mayores, & medida que la membrana
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e funde, ol lipido recobra su estado fluido.
METODO EXPERIMENTAL:

1.~ Extraccidn de sangre de donadores sanos.

2.~ Centrifugar la suspensién celular por 18 minutos a S000
rpm en una centrifuga con refrigeracion.

3.~ Suspender 1os eritrocitos en una soluclidon isotdnica.

4.— La solucidn isoténica debe contener el farmaco a
encapsular.

8. - Aplicar los cambios de temperatura de 0.08°C durante 2
microsegundos.

6.~ Centrifugar la suspensién celular.

7.- Lavar la suspensién celular.

PORCENTAJE GENERAL DE ENTRAMPAMIENTO
No repeortado.

Tabla 2.5. Farmaco entrampado por cambios de temperatura.

FArmaco PM Porcentaje Especie donadora
entrampado
Glucesa** 180 N.R Humano




F. ERITROCITOS FANTASMAS

FUNDANENTO:

Al introducir los eritrocitos en un medio hipoténice (por le
general debe ser zenor a 0.87 en la ncnin de tonicidad) se
produce el rompimiento de la membrana eritrocitica causmdq la
salida de la hemoglobina, si estas membranas se colocan en un
medio isoténico se unen nuevamente® dando origen a los llamados
eritrocitos fantasmaes. Estox eritrocitos poseen sus propiedades
de permeabilidad coriginales.

Si se adiciona sl medio en que se encuentiran los eritrocitos
hemolizados un farmaco 4 algtn material biomalecular al restaurar
las condiciones isotonicas émte queda en el interior de los
eritrocitos fantasmas

MNETODO EXPERIMENTAL:

1. - Extraccion dc. sangre de donadores sanos bajo condiciones
estériles en un tubo heparinizado.

2. - Contrifugar la sangre a 1800g por minuto.

2. - Descartar el sobrenadante Yy lavar tres vsces con
soluclién isotdnica de clorurc de sodioc €0.09 de tonicidadd.

4.~ Preparar una suspensisén celular al S0% Cprsv) isoténica
~TRIS a pH= 7.4.

8.~ Colocar 1 mililitro de la suspensién celular en 10
mililitros del medio hemolizante que contiene 1 mmol de MgSOe por
cada 4 mmol de agua.

8.~ Adicionar el farmaco a la solucién eritrocitica.



7.~ Restaurar las condiciones isoténicas por la adicién de
NacCl.

8. - Incubar a 37°C de 30 a S0 minutos.

9, - Centrifugar para obtener los eritrocitos fantasmas.

10. - Lavar tres veces los eritrocitos fantasmas con sclucién

isoténica.

PORCENTAJE GENERAL DE ENTRAMPAMIENTO

No reportado

Tabla 2.8. Far entrampad en -rﬁ.roch.os -fantasmas

Farmaco PM Porcentaje Especie utilizada
entrampado

Desferroxamina*® 201 NR Ratas
Aspargi nasa*’ 20% Monos
Argi nasa*® [-14% Humano
Daunomicina®® 4mg/ml Raton
B-Glucosidasa® - NR Humano
P-Galactosidasa™ NR Humano
Cloropromazina*® 319 NR NR




2.2. ACCION SOSTENIDA

El objetivo principal del tratamiento con farmacos se puede
decir que es la disminucién pronta y constante de la enfermedad o
de sus sintomas. Para lograr este propésito se han realizado
investigaciones con el fin de encontrar una combinacién
farmaco-portador ideal mediante el cual se alcancen y mantengan
por mayor tiempo 1ot niveles de farmaco a un valor constante en
un intervalo terapéutico especifico, C(Figura 2.8a); esto es lo
que se conoce como 'accidn sostenida. Esta forma de dosificacién
ests planeada para llevar a cabo una liberacién rapida de una
fraceiédn predeterminada de la dosis total. Esta fracciédn es una
cantidad de farmaco que produciré la respuesta farmacoldgica -
deseada. La fraccidn remanente de la dosis total es entonces
iliberada tan rapido como es requerida para mantener constante la
intencidad ma&xima inicial de la actividad farmacolégica por algan
periddo de tiempo mayor qus el tiempo esperado por la
administracién de una dosis usual de farmaco CFigura 2.8bd, %574

Asi, la velocidad de absorcién del farmaco de la deosis de
matenimientes en el cuerpo deberia igualar la velocidad de
eliminacién durante el tiempo que s=e requiera mantener la

respuesta farmaccolégica. b

Un beneficioc potencial de una combinacién farmaco-portador
es que Se puede utilizar para mantener los niveles del f&rmaco
dentro del indice terapéutico conocido clinicamente, sin riesgos
de alterar sus propiedades quimicas - © impartir esfectos

darios ind dos. Recientemente se han utilizado liposomas
33 , 30
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ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

CONCENTRACION

CA)

Figura 2.8

una dosis simple (br.

(B) ,
CONCENTRACION
Coso para una accidn  sostenida
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Camo para



2. 9. “MODELOS MATEMATICOS

2.3.1. DIFUSICN.

En un sistema disperso las particulzas difunden
ponta te desde las zonas de concentracidn mhs elevadas a
aquellas otras de concentraciédn inferior, hasta que la

concentracién se hace completamente uniforme en todo el

sistema. ™

La difusion es el principal mecanismo para la liberacién de
sustancias,

PRINERA Y SEGUNDA LEY DE FICK.

En una forma general la energia parcial molar de un soluto
en solucién esta dada por la siguiente ecuacidn :

ysyoﬁ-RTlnn

Donde : p = energia parcial molar libre.
4 = energia parcial molar libre en el estado estandar.
R = constante universal de los gases.
T = temperatura absocluta.
a = actividad del soluto.

Si la solucién es diluida puede ser tratada como ideal por

lo cual quedaria :
M -po +RTInC



Donde : C = concentracion molar del soluto.

Asumiendo que la molécula es inalterable, el cambio en la
energia molar libre duy  debido a un gradiente de concentraclén

dC se expresa de la siguiente manera;

d G’ +RT1InC)D

du
ac = dc

é

du = RTC dC ~ C D~

Esta diferencia de energia libre es el trabajo realizadoc
sobre el sistema en la trasferencia de una mol de soluto desde
C + dC hasta C. El trabajo e la fuerza por la diferencia de
distancia, 6 dy = -Fdx quedando:

—du _ _RT dc
Fe="ax" C[dx

La velocidad de una molécula se incrementa cuando se aplica

una fuerza dirigida hasta que ésta se iguala con la fuerza
friccional.

Esta fuerza friccional CFtD es directamente proporcicnal a la velo
‘de la molécula y @1 ndmero de moléculas.

F.=NvT(

T



Donde : v = velocidad en la direccidén x.
N = nimero de moléculas por mol.
f = constante de proporcionalidad.

Por lo tanto:

Nr = - BT [ €«

Donde K = constante de Boltzmann
Cv =flujo ¢

Por tanto:
- F(E)

El flujo es la cantidad del soluto a través de un plano de
Area superficial, la cual es normal para la direccién de
transporte, por unidad de tiempo.

En este punto, el flujo se ha relacionade al gradiente de
concentracién, K y £ son constantes para cada sustancia y si se
mantisne constante la temperatura entonces la relacién KT/ puede
tomarse como una constante global para cada sustancia. Einstein
demostréd que esta constante de proporecicnalidad es igual al
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coeficiente de difusién (D) por lo tanto:

dc
J=—D[dx]

Esta es la forma unidimencional de la primera ley de Fick.
El signo negativo en la ecuacién anterior nos ifindica que cuando
el gradiente de concentracidn es positivo, el flujo serd en 1la
direccidn de la concentraciédn menor, explicando adecuadamente el

procesco de difusion,

Sin embargo, cuando las concentraciones estan cambiando con
el tlempo se puedeconocer dCr/dx al inicio del experimento,
perc 8l flujo de masa continuamente estard cambiando el gradiente
de concentracién. Por 1o cual es necesario introducir tiempo como

una variable. Entonces se tiene que:

J = - DO

—
o
0

< ).

Donde l1a derivada parcial indica que la derivada con
respecto a X 3 tomada a clerto tiempo (). Aqul se ha asumido
que el coeficiente de difusién es independiente del tiempo pero
puede depender de la posiclén y puede escribirse D (xd. La figura
2.10 considera el flujo de moléculas a través de una caja
rectangular de largo &6x y un Area superficial A. Considerando lo
anterior se obtiene la siguiente ecuacidn:

AxX [



Jex = J Cx + &x0

Jin,’,,-f“ T
A

Figura 2.10, Flujo a iravdas de una caja rectangutar.

El cambio en la cantidad de scoluto por unidad de tiempo
dentro de la caja s Jin - Jex y puede ser también igual a:

()

Donde V es el volumen de la caja rectangular, por le tanto:
V=ASEx
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2.3.2.-NICOLAS A. PEPPAS,

A continuacién se presenta una ecuacién semiempirica simple
bajo condicicnes Sink. La forma general de esta ecuacién es :

Mt . gy ™ 1

Donde ML / Ma = Fraccidén liberada.
t = Tiempo de liberacidn.
K =Constante que contempla las caracteristicas
estructurales y geométricas de los sistemas

de entrega.
n = Exponente de liberacidén, indicativo del

mecanismo de liberacion.

La difusién del farmaco soluble en agua de una superficie
plana con una liberacién controlada mediante un dispositivo
polim#rico de grosor & puede ser expresade mediante la siguiente
ecuacion:

=D -g—gx:] ca

2%

Jt

Donde: D es independients de 1la concentracién. Bajo
condiciones Sink estrictas tenemcs que t=0

& &
- E-<x- E- c = Co (&5



R c = C 4

Resolviendo la ecuacidn €20 bajo las condicicones <30 y (4D
queda expresada de la siguiente manera:

Mt 12 ~1/2 a ™ né___
Moo {mé'-x] n + a"!;‘c 1 ere B |

Con la expresién antericr puede anallzarse la liberacidn del
farmaco. Sin embargo para tiempos cortos CMt/Ma < 0,807 el segunde
término tiende a cerc quedandoc de la siguiente manera:

2
it b [ ¥%
My [2]7 - ke <o

Por consiguiente lax graficas de fraccidn de farmaco
liberada en fupcién de la raiz cuadrada del tiempo, bajo
condiciones Sink se obtiene una linea recia si el mecanismo
predominante de la liberacién es la difusién Fickiana.

En muchas situacicones experimentales incluysnde el caso
de sistemas poliméricos hinchables de liberacidn, el mecanismo de
difusién es no fickiano, en estos casox se puede usar una
expresién general de la ecuacién C8),

M
Mo Kt 7



Esta ecuacidn puede usarse solo en sistemas donde el
cosficiente de difusidn del farmaco es claramente indepsndiente
de la concentracién, A

El analisis de la liberacién usande la ecuacién C€1) requiere
una buena reproducibilidad y anslisis estadistico usando el O ¥%
de confianza. Para la determinacién del exponente n puede usarse
unicamente la porcién Linicial de la curva de liberacidn (Mt Ma <
0.8, %



7 /
2. 4. — CARACTERISTICAS DE LOS FARMACOS

2.4.1.- AcIDo  NaLipfxzco.

DESCRIPCION

Nombre:
1-etil—-1,4-dihidro-7-metil -4-oxo-1,8-naptiridina-3—-acido
carboxilico

Férmula molecular: C._H N_O

12’12'2"3
Pesc molecular: 232.24.

8)
L CODH
/

|
H3C \N N
|
CHyCH3

Figura 2. 1. Férmula estructural del dcido nalidixico.

Apariencia y color:
El Acido nalidixico es un cristal blanco © ligeramente amarillo.



SOLUBILIDAD
Soluble en cloroformoc y @n soluciones de hidréxidos
alcalinos y carbonatos alcalinos; poco scluble: en alcohol;

ligeramente scluble en éter, casi insoluble en agua. ot

Tabla 2.7. Sclubilidad del &cido nalidixico.

Solvente Solubilidad Cmg/ml)
Cloroformo 3.9

‘Tolueno 1.8

Acetato de etilo o'e
Metanol 1.3

Etano 0.9
Isopropanol 0.4

Agua destilada o

Eter etilico 0.

ESPECTRO DE ABSORCION

2ubenko y Shcherba reportaron que existen dos bandas de
absorcion en la regién ultravioleta para el &cido nalidixico
eon metanol y NaOH 0.1 N a 258 y 324 o 332 nm. respectivamente.

ESTABILIDAD Y DEGRADACION .

El 4&cido nalidixico es estable por c<inco afios bajo
condiciones razonables de temperatura y humedad.
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ACITIVIDAD ANTIBACTERIANA
El aclde nalidixice es un antiséptico urinario para las
infecciones de las vias urinarias por bacterias gram negativas,
Efectivo cuando se toma por via oral. No tienms actividad general
significativa.

El 4cido nalidixdco inhibe muchas bacterias gram negative in
vitro a concentraciones de 1-8 meg~ml , Se necesitan
concentraciones mucho mayores para inhibir los organismos gram
positivos. La mayor parte de las cepas de Escherichia coli{ son
tnhibidas, as! comc algunas de las aercbacter, Klebsiella y
proteus. Las especles de pseudomonas general mente son
resistentes.

El &cido nalidixico puede bajar ol pH de la orina para la
inhibir el crecimiento de las bacterias. También es un inhibidor
especifico y poderoso de la sintesis de DNA por E.Coli. Esta
inhibicidn de la autoduplicacién del DNA puede ser la base de la
accidon quimioterapica de este compuesto.

ABSORCICON, METABOLISMO Y EXCRESTION

Después de la administracién bucal, el medicamento es
facilnente abscorbide en el intestinc. En sangre, virtualmente
todn el &cido nalidixico esta firmements unido a proteinas. Asl
puss nc hay accidn antibacteriana general imporiante. Cerca del
20% del medicamento absorbido es excretadc en forma activa y 80%
en forma fnactiva come un conjugado con &cido glucurdnico. Los
valores del medicamento activo en la orina llegan hasta 20-250
meg/ml .
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Dosis

La unica indicacién para este agente es la infeccidén de las
vias urinarias con organismos coliformes. La dosis para los
adultos es de 1g por via oral, 4 veces al dia, durante una
semana o mds. La dosis para los niffos es de 30-80 mg-kg-dia por
via oral de @2-4 dosis divididas. Para wuso prolongado 1la
dosificaciédn puede ser reducida.

REACCIONES ADVERSAS

El 4&cido nalidixdco pueden provocar hiperglucemia y
glucosuria. Oczasicnalmente se presentan trastornos
gastrointestinales, erupciones cutaneas., sensibilizacién a la luz
solar, transtornos visuales Yy estimulacidn del SNC. Se han

reportado convulsiones despuéds de sobredosis. s2-c¢

PREPARACIONES EXISTENTES
El &cido nalidixico (NegGram? se encuentra en tabletas de 220,
800 y 1000 mg © en una suspensién de 250 mg- Sml.



2. 4. 2. -DEXAMETASONA

DESCRIPCIGN.
Férmula molecular: C‘.,_,al*lagFO5
Peso molecular: 392,45
fHaHH
[H3E=ﬂ

L1} -~0H

e -
wl 1T ™

B

rigura 2.12 Fdrmula estructurol de la Dexametasono.

APARIENCIA, COLOR Y OLCR .
Cristales de color blance o blance amarillenteo, inodoro.

ABSORBANCIA EN ULTRAVICLETA.
La dexametascna exhibe una banda simple cerca de 240 nm en
solucidén.

ESTABILIDAD
La dexametasona es estable al aire pero debe ser protegida
de la luz.

PROPLEDADES FARMACOLSGICAS

La dexametascna ®s uno de los esteroides sintéticos de mayor
actividad antinflamatoria; su potencia es aproximadamente 25
veces mayor que la del cortisol, pero su actividad
mineralocorticosteroide es précticamente nula. Su dosis para el
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efecto antiinflamatorio es de 0O.7Smg. Es eficaz por via oral y
via parenteral.

SOLUBILIDAD
Tabla 2.8. Sclubilidad de la Dexametasona en diferentes
disol ventes.

Disol vente Temperatura Solubilidad
agua destilada 37% 11.6 mg’/ 100ml
agua destilada 2s°c €. 4 mg/ 100ml,
agua destilada a2s°¢ 10.0 mg/ 100mi.
miristato de
isopropilo a7°%¢ 23.3 mgs 100ml.
aceite mineral 37°%¢ 0.01 mg- 100mi}
estanol - ‘ 1 en 42
cloreoformo - 1 en 103
acetona e soluble
eter ——- poco soluble
acetato de etile 25°¢ 4.1mg/qg
piridina - ~ 10%

fNDICACIONES.

Es Gtil para el +tratamienteo de inflamacicnes corneales,
artritis reumatoide, otras enfermedades de Lla colégena,
dermatosis alérgica y otras enfermedades de la plel. También se
usa en el tratamiento de algunas leucemias, linfomas y anemias
hemoliticas, asi como en inflamaciones de tejido blando y asma
bronquial.
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DOSIS ¥ VEA DE ADMINISTRACION.

En enfermedades crénicas no graves la dosis es de 0.35-1 mg
al dia por via oral dividida en 2-4 fracciones.En -nrormodaf:!es
agudas que amenace la vida como en la carditis reumdtica aguda,
cerisis de LED, reacciones alérgicas, pénfigo stc. se usan de 412
mg. al dia por via intravencsa dividida por lo mencs en 4
fracciones, aumentande la dosis si es necesaric para leograr el
control del padocinuonto.“

PRESENTACI ONES.

ALIN CChinoind

Frasco con 30 tabletas de 0.5 mg; misma presentacidén con
tabletas de 0.78 mg.

ALIN DEPTO CChinoind>

Ampolleta suspension de 1 ml con 7.88 mng de dexametasona
base.

DECADRON (Merck Sharp & Dohmed)

Frasco 4mpula de 2ml con ©8mg de fosfato sédica de
dexanetascna.

DEXOCLIN CClin-Bylad

Frasco goteroc con 8 ml al 0.1% de dexametasona squivalente a

una concentracién de img/ml.
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CAPITULO IHI



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. MATERIAL DE CRISTALERIA

Pipetas volumétricas.
Vasos de precipitado.
Agitadores.

Matraz wvolumétrico.
Probetas.

Tubos de ensaywe.
Frascos viales.
Pipetas pasteur.
Pipetas graduadas,
Camara de Newvauwer.

3.1.2. EQUIPO

Centrifuga.

Balanza analitica.

Agitador magnético.

Agitador mécanico.

Potenciométro.

Microscopio de flucresencia. Zeizz. West. Germany 20986,
Microscopio de barrido. JSM-29I1.Scanning microscope.
Espectrofotémetro Beckman modelo 28. -
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Secador de muestras 2 punto eritico.
Fine coat ion sputter J.F,.C,-1100,

3.1.3. REACTIVOS

NaCL

NaxHPO

KiaPOs

KCL

BGlucosa

NaHCOs

Mexbrana Ctamafio de poro O,0000 mm.D.

3.1.4. PRINCIPIOS ACTIVOS

Dexametasona

Acido Nalidixice

'3.1.3. MATERIAL BIOLOGICO

Sangre humana fresca



3.2. WETODOS

3.2.1. METODOLOGIA PARA ENTRAMPAMIENTO

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

2.~ Centrifugar a 2500 rpm durante 18 minutes.

3. - Desechar el plasmz y las células blancas.

4.~ Colocar 1 ml del paquete celular en tubos de ensaye.

5. -~Adicionar 4 ml de la soluciédn hipoténica 0.87 de Hank.

8.~ Agitar cuidadosamente.

7.~ Centrifugar a 2800 rpm durante 10 minutos.

8.~ Desechar el scbrenadante y adicionar 4 mi de solucién
hipoténica con férmaco a una concentraciédn de Omg-ml.

Q.~ Agitar cul‘dadcsamt.o y dejar asi durante una hora.

10. - Transcurrido este Liempo centrifugar a 2800 rpm durante
10 minutos.

11.- Adicionar 4 ml de solucién isotdnica de Hank para
restaurar condicicnes.

12. - Centrifugar y lavar el paquete eritrocitico.

3.a.a. METODOLOGfA PARA LIBERACION

1.~ Colocar 1 ml. del paquete eritrocitico en los atados y
ceastaz CFiguras 3.1).

2.- Colocar los dispositivos antericres en 80 ml. de
solucidn isoténica de Hank.

3.=- Tomar muestras a los siguientes tiempos: 0.25, 0.9,
1,2,3,....24 horas.
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4. - Leer directaments las muustras en el espectrofémelro.
5. - Regresar la muestra al modic de \iberacién.

3.2.3, METODOLOGIA PARA MICROSCOPTA

1.- Colocar 0.8 miililitros de pagquete eritrocitico en ¢
mililitros de glutaraldehido al 2% en solucidn amortiguadera de
fosfatos pHs 7.2.

2.~ Agitar lentamente y dejarlo reposar durante media horas.

3.~ Contrifugar. a 2800 rpm durante 10 minutos.

4. -Lavar el paquete eritrocitico con 4 ml de solucidn
amortiguadora de fosfatos.

S, - Suspender e! paquete eritrocitico en 4 mililitros de
solucidn amortiguadera de fosfatos.

8. - Colocar una gota de la suspensiéh anterior en una placa
de agarosa.

7.~ Fijar durante una hora.

8. - Transcurrido este tiempo deshidratar las muestras con
concentraciones de alcohol a diferentes concentraciones partiendo
de)l B0 % y siguiendo con 60,70,80,80, y alcohol! absoluto.

©. - Secar a punto critlco la muestra con COz )

10. - Qubrir de cro,

11, ~ Observar al microscopio elécironico de barrido, ®



o <
SISTEMA DE ATADOS

/
1. SOLUCIdh DE HANK ISOTONICA
2. ERITROCITOS EN MEMBRANA

DE DIALISIS

SISTEMA DE CESTAS

Figura 8. 4. Kequema de lom eistemas de liberacidn usados,
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CAPITULO IV



4. REBULTADOS Y AMALISJS ESTADISTICO

El procesco de entrampamientac para 1a dexametasona en un
mililitro de eritrocitom se llevd a cabo en tres dias diferentes
por duplicado. Los datos obtenidos pueden verse en la Figura 4.1

Con #l seogundo dia soclo se obtuvo un datod ' . los cuales poseen
una media de 7.8878 y una desviacién estandar de 0.9021, Como
puede verse las cantidad entr d de dexametasona se

sncusntran santre 6.2-8,7 my.

Los eritrocitos con dexametasona se celocaron en ¢l medioc de
liberacidén durante 24 hrs. utilizando el método de atados. No se
obhtuvieron datos de liberacién . Por lo cual se realizé un
barrido de la solucione final, en el cual pueds verse un pico a
206nm <Figura 4.2) .

Con lo que respecta al acido nalidisdco el proceso de
entrampamientc se realizd en cinco dias diferentes por duplicado
CFigura 4.3). Los datos cbtenidos tienen una media de %,0710 y
una desviacion estandar de 1.8393. Las cantidades entrampadas de
acido nalidixico se encuentran entre 1.8-7.8 ng

Para jiustrar la liberacidén de acido nalidixico desde los
eritrociton se eligieron 8 conjuntos de datos para cada uno de
los métodox CFiguras 4.4. y 4.9,

Se hize la comparacién entre las concentracicones liberadas
Cmg/ml) de acido nalidixico para los métodos antes mencionados sn
funcién de lox dias Lrabajades CFigura 4.8),



En esta comparacisn se realizé un anslisix de varlancia de
cantidad liberada ver tabla 4.1, También se compararon las
cantidades entrampadas de acido nalidixice y las cantidades
liberadas para cada uno de los métodos en funcidén de los dias
trabajados (Figuras 4.7 para atados y 4.8 para cestas).
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Pigura 4. 2. Barrido de la  eolucidn  final de liberacton de

Dexametasona. Escalal 100 nm/min. Velocidad de la carta 2 in/min.
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Para comprobar que los datos de liberacidén obtenidos
pertenecian al acido nalidixico se hizé un barrido de la solucién
final de liberacidn (Figura 4.9). Donde puede verse el pice
caracteristico del Acido nalidixico a 260 nm y otro pico a 210
nm,

El tratamiento de los datos de 1liberacién de acido
nalidi>ico se llevo a cabo bajo las condiciones de dos modelos:
1) Modelo de Peppas y 2 ) medelo eritrocitico.

El modelo de Peppas aplicado a los datos bajo la condicién
de Mu /MaX 0.8 pusde verse en las Figuras 4.10-4.13. Al ocupar
todos los datos se obtuvieron las Figuras 4.14-4.17. Para cada
una de las curvas se cbtuvieron datos de correlacién y pendiente.
Asi mismc se realizéd un andlisis de variancia para pendientes
(tablas 4.2-4.30 y correlaciones Ctabla 4.4.-4.9.

Para el modelo eritrocitico se utilizaron todos los datos de
liberacion abtenidos en las 24 horas de muestrec CFiguras
4.18-4.21). Ademss, se realizd un anslisis de variancia para
pﬁ\dlcnt. y correlacisdn Ctablas 4.6-4.7D.

'TAB&JQ 7, 1 ANALISIS DE VARIANCIA DE CONCENTRACION

LIBERADA

FUENTE DE BRADOS DE SUMA DE NEDIA

VARIAGION LIBERTAD CUADRADDS CURDRAT ICA F
METODD 1 8.675049 8., 675049 .A345747
DIfAs 4 18.04785 4.511963 . 2260258
ERROR DE

MUESTRED 10 72.36646 7.236646

ERROR 3 59.88648 19.94216
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Figura 4.0, ardfica e Liberacidn de acide natidixico
utilizsando la forma logaritmica del modelo matemdtico de Preppos

con ML/MED ¢ ©.d. Pora el método de atados.
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Figura 6. 43 ardfica de Liberacicn de acido nalidixico
utilisando la forma logaritmica del Modelo matematico de Peppas

Gon Mt/MAQ < 0,9, Para el método Je cealas.
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FORW LOGAR{TNICA DEL MOIKLD DE PEPPAS EN CESTAS
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Pigura 4. 49, ardfica  de libaractdn s deido nalidinico
uilitzando la torma togaritmica del modelo matematico de Peppas
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Para et método de cesias.
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rigura 4. 1a. ardtica de liberacidn de doido nalidlxico
utilizando la forma logarlimica del dal temdtico de popp
con todos los datos. Para el mdtodo de atadow.
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rigura 4. 18, ordtica de liberacion de deldo nalid{xico
utilizande 1a forma \ogarflimica  del del P de PP
con todoe los datos. Para el metodo de atodos.
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Figura 4. 16, Ordfica de liberacicn de deido
forma logarflimica del- modelo matemdiico

Para el método de cesias.
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FORW, LOGARITNICA DEL WIDELO DE PEPPAS EN CESTAS
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Figura 4,127, aréfica de liberacién
utilizando la torma logarfimico del modeto
con todos los datcs. Para ol mélodo de cestas.
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TABLA 4.2 ANALISIS DE VARIANCIA PARA FENDIENTES CON

MT/MINF < O. 4

FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA |
VARIACTON LIBERTAD CUADRADOS CUADRATICA F
METODD 1 1.556476 1.556476 2.7456082
D1AS 4 0.60261046 0. 1504527 0. 3625868
ERROR DE
MUESTRED 10 1.511206 0.1511206
ERROR 3 1.2456483 0.4154943
TABLA 4.3 ANALISIS DE YARIANCIA PARA PENDIENTES CON
MT/MINF > 0.6
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA
VARIACION LIBERTAD CUADRADROS CURDRATICA F
meéToD0 1 3.49849 3.49849 -0.283973
DIAS 4 1,570019 Q. 3925047 |-3.10859E-21
ERROR DE
MUESTREQ 10 0.3169127 3.16912E-2
ERRCR 3 -3&. 95928 -12,31976




TAELA 4.4. ANALISIS DE VARIANCIA FARA CORRELACIONES

CON MT/MINF < Q.6

FUENTE DE GRADOS DE SumMA DE MEDIA-
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRATICA F
METODD 1 2.59208E-03 2.592087E-03 |2. 993292
DIAS 4 1.436234E-03 3.590584E-04 (0.4146476
ERROR DE
MUESTREQ 10 3.5552298E-03 |3.555298E-04
ERROR 3 2.597809E-03 8.639363E-04
TABLA 4.5 ANALISIS DE VARIANCIA PARA CORRELACIONES

CON MT/MINF > 0.6 .
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA
VARIACION LIBRTAD CUADRADOS CUADRATICA F
MéTODO 1 2.110291E-02 2.110291E-02|~-1, 118BE-2
DIAS 4 B.537292E-03 2. 134323E-034-1. 1316E-4
ERROR DE
MUESTREQ 10 7.6694349E~03 7.669222E~04
ERROR 3 ~-56.58317 -1B8.86106
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Figura 4. 20, ardfica de Liberacion de &cido nolidixico
utilizando el modelo eritroc(tico para el método de cestas.
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rigura 4. 28, ardfica de liveracidn de deido natidixico

utilizando el modelo eritrocitico, FRara el método de v



TABLA 4.6 ANALISIS DE VNARIANCIA FARA FEMDIENTES DEL

MODELO ERITROCITICO

FUENTE DE BRADOS DE SUMA DE MEDIA

VARIACION LIBERTAD CUADRADDS CUADRATICA F
METODD 1 4.912615E-03 |4.912615E-03| 3173308
) 4 1.86T664E-02 © |3.65F159E-03] . 2363637
ERROR DE

MUESTRED 10 1.5004B2E-02 |1.509482E-03
iERRDR 3 4.644317E-02  |1.548106E-02

TABLA 4.7 ANALISIS DE VARIANCIA PARA CORRELACION DEL

MODELO ERITROCITICO

FUENTE D BRADOS DE SUMA DE MEDIA

VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRATICA F
METODO 1 6.484986E-04 | 6.484986E-04 |2, 26007E-4
D1AS a 3.4084326-02 |B.5210BE-03 {2.94966E-3
ERROR DE

MUESTRED 10 1.787186E-03  |1.787186E-04

ERROR 3 -8.608122 -2.B&9374
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Para la observacién de los cambios morfolégicos de los

i’.‘ﬁ

eritrocitos durante el procesc de entrampamiento se trabajo
dnicamente con los eritrocitos tratados con acide nalidisxico.

Los eritrocitos control aparecieron en su gran mayoria como
discos biconcavos, en general no presentaron irregularidades en
su menbrana (Figura 4.22) aunque en algunos campos se@ observaron
eritrocitos en forma de estrellas (Figura 4.23).

Los eritrocitos al ser colocados en un medico hipoténico
presentan una forma casi esférica, aparentemente sin cambios en
su membrana (Figuras 4.24-4.2%.

Después de separar los eritrocitos del medio hipoténico se
le= adicion® una solucidn de Acido nalidixico en medio hipoténico
observandose que la mayor parte de los eritrocitos poseen un
velumen celular intermedic entre el volumen celular de los
eritrocitos control y los eritrocitos en un medio hipoténico
CFigura 4.28 y 4.27). Algo importante en estas figuras es 1la

presencia poros en los eritrocitos.
AL colocar los eritrocitos en un medioco isoténico casi

recobran su tamafflo original y se ve que algunos eritrocitos
Ltienen pequefios poros en su membrana CFiguras 4.28 y 4.200,
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Figura ¢.22 Microfotografla de um  eritrocito  normal  (X10000)

al microscopic electrénice de barrido.
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Figura 4, 28, I(tcrofolcgrulfo de eritrocitos normales
(X4300), Se observan eritrocitos crenados farma de sutrella),
asi come ol apilamiento caracleristice de los eritrocitos al

pasar a través de los capilares t(releaux).
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Figura 4.24 Microfotografia de eritrocitos an medic

htpodntco(x‘som. Los” eritrocitos plerden la torma biconcava,
tienden a una forma esferica ein aparentes alteraciones on eu '
membrana.

8z



Figura <. 25 Microfolegrafia del
-eritrocits on maedic hipotonies (K100Q00).
mayor claridad que ne existen alteraciones
aritrocite,
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Figura 4. 20 Microfotograffa de eritrocitos on solucidh de

Hank hipolo’nicﬂ con tdrmaco {X4S00). Existen eritrocitos
y en alguncs pueden ocbmervarse aguijeros en la  membrana.

. ]
se aprecia una disminucion del volumen celutar,
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merad o

Figura 4,27 Acercamenic de la figura onterior (X40000).

Se aprecic con claridad ot poro -on ol eritrocitos
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Figura .. 28 Microfotogratfa de aritrocitos on sotucidn de
Hank . isotdnica  (X4500). Puede  observarse el apilamiento  al  igual
que al final de cada tratomiento. La mayeor parte de tos
eritrocites [ 1] musstran ain alteraciones on u membrana, ein
embargo, algunos - pr tan ™ idad, v pequefias cavidodes

(posiblemente huellas dejadas por un porol.

28



Figura .. 290 Acercamiento de un eritrocito con alteraciones
on u membrana an medio imotenico de reconetitucion {X10000).
Pusden observarse clardmente las huetlos de jadas posiblemente por

los poros por tos cuales P-ﬂ'tro' ot fdrmaco.
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5. DISCUSION

El entrampamiento y la liberacién de un farmaco en los
eritrocitos depende de las caracteristicas de ambos. La
liposolubilidad, pKa. peso molecular, estructura molecular y el
coeficiente de particién son las caracteristicas mas importantes
de las que dependen estos procesos.

Sin embargo, una de ellas no es definitiva para
determinarlos y asi tenemos que al comparar las cantidades
entrampacd. de d tasona y de &cido nalidixico (Figura 4.3) se
cbserva que es mayor para la primera C(Figura 4.1), a pesar de

que posee® un peso molecular mayor. Mientras que en la liberacién
los resultados indican que no sale de los eritrocitos,

Para corroborar lo anterior se realizéd un barrido de la
solucién final de liberaciédn. En ¢l espectro no aparece el pico
de méxima abscrcién de la dexametasona (244 nm.D, pero pude
observarse un picc a 200 nm CFigura 4.2). Este resultado apoya el
heche de que la dexametasona no fué liberada por los eritrocites.
lo cual puede deberse a que como la dexametasona es un derivado
del colesterol <{componente de la membranad, por su parecido

estructural se quedd en ella.

A diferencia de la dexametascna, el &cido nalidixico si se
liberé de los eritrocitos. Esto se comprobd mediante el barrido
que se realizé a la solucién de liberacidén. El espectro muestra
un pico de maxima absorbancia a 260 nm Ccaracteristico del scido
nalidixico) pero también se obtuve un pico a 210 nm CFigura 4.9,



El pico de 208-210 nm on ambos especiros {ndica la presencia
de una sustancia proveniente probablemante de los eritrocitos.
Para comprobarlc se realizéd un barrido de la solucidn de
liberacidn del control y en el especiro aparecid nusvamente el
pico a 208 nm (Figura ASD,

Podria pensarse también que es fibrina (Ver anexo 2, Figuras
A8). Esto no pusde ser posible porque sl tamalo del poro de la
mombrana de dislisis no permite la salida de una proteina tan
grande; suponemcos que pusde ser alguna sustancia proveniente de
la lisis de algunos de los eritrocitos pero no puede asxegurarse.

En las graficas de concentraciédn en funcidén del tiempe para
cada uno de los sistemas elegidos (Figuras 4.4~4.9 pudo
observarse que todas las curvas siguen una misma tendencia, La
concentracién va aumentando rapidamente las primeras nueve horas,
pero después de este tiempo sigue aumentando perc con una menor
velocidad.

Lo anterior indica que aproximadamente a las nueve horas la
concent.racidn interna en el eritrocito ¥y la concentracidn en el
medic de liberacién casi se equilibra. o

En estas mismas figuras paodemos ver que a tiempos cortos la
liberacitn es muy ridpida de tal manera que adn a las 0.135 hrs se
cbtienen concentraciones de Acide nalidixico considerables. La
causa de estc puede ser la sSolucidn que se encusntra sn los
espacicos intercelulares del paquete de eritrocitos. ElI 4acido
nalidixico de la soluciédn se encusntira disponible para salir al
senc de la solucidn y el paso limitante no seria la membrana del
eritrocito,



La liberacién del Acido nalidixico desde los erttrocitos se
explicé mediante dos modelos: ad) Peppas y b) modelo eritrocitico.

A continuacién se discuten ambos modelos.

ad MODELO DE PEPPAS

El modelo semiempirico de Pappasw es una relaciédn
matemitica desarrollada a partir de la ecuacién de difusién de
Fick. Esta ecuacién indica que la fraccién liberada de farmaco
osta relacionada exponencialmente con el tiempo. El exponente “n"
estad relacionada con el tipo de mecanismo de liberacidn.

Cuande n=0.9 se cbserva una difusién fickiana y la cantidad
liberada es dependiente de t%'®%  cuando n=l, se tiene un
transporte de tipo 1II y la cantidad liberada es independiente del
tiempo.

En las graficas 4.4-4.58 se puede ver que la concentracién
liberada en funcién del tiempo alcanza un estado estaciochario.
Con este dato fue posible determinar la cantidad total liberada
necesaria para encontrar las fracciones liberadas a cada tiempo y
ajustar los datos al modelo de Peppas. Las correlaciocnes
encontradas variaron de 0.95-0.008 ademis de una que fué de 0.92.
Una correlacién indica que tanto se ajustan los datos a un
modelc, entonces nuestros datos pueden ajustarse al modelo de
Peppas y explicar la liberacién del &cido nalidixico.

Los valores de n se encuentran en la tabla 5.1. Como puede
verse existen valores diferentes de 0.9, al encontrar los
intervalos de confianza y analisis estadistico se demuestra que
pueden considerarse comc 0.8 (Ca=0.08) y que las varlacicnes
observadas sclo son debidas al error experimental; esto se

o1



observé tanto al considerar la totalidad de los datos como
hasta Mt Ma<0.8 y es debido a la gran variacién de los datos.

Tabla 85.1. Valores de n para el modelo de Peppas
considerando solo hasta Mt/Ma < 0.8,

| METoDo DIAS
ATADOS 1 2 3 . s
. 4533 .87 . 507 . 3724 . 487
1,108t .41 .879 . 4834 . 5054
CESTAS 1.3821  .318S .8403 1.63%2  .es20
.e332 .eo18 1.214 1.189 2.10

Por lo tanto el mecanismo de liberacién a partir del
eritrocito es de Lipo fickiano para 1los atados bajo las
condicicnes trabajadas, mientras que para las cestas podemos
decir que existen varios mecanismos que explican la liberacidn.

Los factores que podrian causar variacicnes son el dia y el
método ya que la liberacidn para cada método: cestas y atados, se
efectud por duplicade 5 dias diferentes. Un anslisis de variancia
mostré que no exdisten diferencias significativas Ctablas 4.2-4.7,
a=0,05) entre métodos o dias, ni al considerar la totalidad de
datos o hasta Mt-Ma <O, 0.



b) MODELO ERITROGI"I’I co

En trabajos publicados selo en uno se menciona que 1a
liberacién a partir de los eritrocitos es de tipo fickiano'® pero
no mencionan la forma en que lo determipan. Para establecer un
modelo que explique la liberacién de los farmacos desde los
eritrocitos se debe considerar su estructura y su composicién,

En el interior de los eritrocitos existen proteinas a las
cuales pueden unirse los farmacos, 5in embargo el tiempo de
permanencia de una molécula de farmaco a la proteina es muy corto
Cmilésimas de sequndc)",tst.o provoca que la concentracidédn en el
interior del eritrocito sea constante. Bajo estas consideraciones

se desarrolld el sigulente modelo.

Partiendo de la primera ley de difusién de Fick tenemos:
- -1
J = DP [dx c1d

donde:;
J = flujo
D = coeficiente da difusién
dC= diferencial de concentraciones
dX= grosor de la capa de difusidn
P = constante de particién

debido & que no se varia el grosor de la membrana se toma como

una constante ¢ quedando de la siguiente manera:

Q3



J=—DP[9§] )

Considerando que el flujo es la cantidad de moléculas que
pasan a travées de una membrana de area A en un determinado tiempo

tenemos que :

- M
J ac a (&>

igualando la ecuacién 2 y 3
M ac
dbA DP & <40

Si la concentracién interna del eritrocito se mantiene
constante CFigura 3.10, es decir que Cin - Cex = dC la ecuacidn

4 quedaria:

un gradiente
de concentracion

Figura 5.1, loprol.ntudo’n .-qu.mo'tico del modelo eritrocltice.
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daM_ | _ Le ccin - co0 &

dt A
g% = - QQP CCin - Cexd e

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

aM -
at = ~ K <Cin - Cexo (o]

donde K es la constante de permeabilidad
Si

C= %,‘ entonces CV = M [4: 5]

Sustituyendc 8 en 7

vdo

at = - K (Cin - Cex (42 5]
dc | _ K -
4t v CCin Coxd Qo

Tomande como una sola constante KoV

3’% = -K*' CCin-Cex® <11
dC = ~ K’ C(Cin - Cex3 dt a2
a%c-:" = - K' dt €13

Integrando la ecuacién 13 de to-t y Co-C



in CCin - Cexd = 1ln Cin - K' ¢ 14D

Los datos de concentracién cobtenidos se ajustaron al modelo
matematico encontrado. Las correlaciones y pendientes obtenidas
fueron las que se muestran en la tabla 5.2. Solo existen 2
correlaciones relativamente bajas (0.87, 0.910 las demas son
supericores a 0.99. Al igual que con el modelo de Peppas éste
muestra también muy buen ajuste a nuestros datos. Por lo tanto se
puede decir que explica las variaciones experimentales y que la

cinética de salida es de primer orden.

Tabla S.2 Valores de pendientes obtenidas para el modelo
eritrocitico. Entre parentesis se encuentra la correlacién

correspondiente.
s
METODOS DIAS
1 2 3 4 ]
ATADOS . 2007 . 1020 .1587 1749 L1959
C. 9970 C.9110 C. 8826) C. 934 €. 9909
. 3403 .1378 .ao .1883 .2333

<. 98300 c.8718> <. 98025 €.9781) C. 87845

CESTAS .1593 .1961 .2317 .eleza . 0827
C.o887)> C.9701) C. 9020 C.9712> C.8708>
.1484 2142 . 2470 .1789 1779
C. 99 C. 97300 1> <. 98 C. 98972

Con los dates de las pendientes se pusde determinar la
constante de permeabilidad C(K=CADK~$)3la cual considera las
caracteristicas del eritrocito y las cualidades del fArmace que



®s liberado desde ¢1. En la tabla 5.3 se muestran estos valores.

Tabla §.2 Valores de la constante de permeabilidad, Se considerd
que el volumen del medic de liberacidén fué de 80 ml.

METODCS DLAS

ATADOS 1 2 3 4 8
23.7364 12.9610 12,7007 13,9957 15.6781
27.2263 11,0079 23.2893 15.0714 17.8679

CESTAS 12. 7480 15. 0270 18.8345 18,9704 7. 2744
11.6342 17.1390 1e,. 7672 14.0751 i4.2388

Los valores asi obtenidos wvarian entre 7 y 28; esta
variablilidad se debe a los factores que no pudieron controlarse
como: temperatura, tipo de sangre, calidad de los reactlivos entre
otros.

Debido a la misma variabllidad se sospechd que no habia
diferencias entre las medias para dias y métodos, el andlisis de-
variancia demostré esto Ctablas 4.1-4.7).

Otro aspecto importante fuéd establecer si existia una
relacién entre la cantidad entrampada y la cantidad liberada.
Para esto se realizé una grafica de cantidad entrampada contra
cantidad liberada y comc puede verse no existe ninguna relacién
entre ellas CFiguras 4.7-4.8). Una manera mis sencilla de poder
corroborar esto es observando las figuras 4.7-4.8 donde puede
verse que en unoc de los sistemas se entrampd una cantidad mas
pequefia sin embargo hubo una liberacién considerable, inclusive

mayor que en los otros sistemas en las cuales se entrampsd upa
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mayor cantidad.

Por uGltime cabe hacer una observaclidn con respecte a la
menbrana de dialisis. Se realizaron tres pruebas Cver anexo 43
‘mediante las cuales pudo determinarse que &sta ho influia en la
liberacidén del faArmaco desde los eritrecitos.

La liberacidon de los farmacos desde los eritrocitos puede
verse modificada =i ocurren cambios en la estructura de su
menbrana. Algunos investigadores encontraron que ocurren camblios
morfologicos debido al proceso de entrampamiento. En este trabajo
se presentan microfotografias que muestran los cambios en las
diversas etapas del procesc de sntrampamiento.

Como se menciona en las observaciones generales CAnexo 3
existid una ligera hemélisis durante el entrampamiento, sin
embargo en los eritrocitos control fué mayor que en los tratados
con farmaco. Esto se debe a que los eritrocitos control se
sometieran sn dos ocasiones a un medic hipoténico 0.87> mieniras
que los eritrocitos tratados solo en una ocasién ya que en la
segunda la presién osmética fue mayor por la presencia del
farmaco.

Apoyan esta explicaciéon las fotografias tomadas en las
diferentes etapas de entrampamientn. En ellas se puede ver gue
hay una disminucién del tamafio y del wvolumen celular de los
sritrocitos al pasar de la solucién hipoténica Ctonicidad de
Q.87 a la soclucién hipoténica con acido nalidixico (Figuras
4.25-4.27), .

Para explicar la presencia de ligera hemdiisis en las



muestras tratadas hay que recordar que la poblacidn eritrocitica
®os heterogénea en cuanto a tamaffo y edad. Se ha comprobado que
los eritrocitos ven disminuidas sus caracteristicas elasticas y
metabélicas al aumentar su edad. Por lo cual ellos disminuyen su
resistencia a los camblos bruscos de tonicidad, temperatura y
potencial de membrana. Lo anterior también explicaria el porque
existen poros en las membranas de algunos orit;rocit.os. aun
después de restaurar las condiciones isotdnicas (Figuras
4.28-4.200,

Les eritrocites en forma deo estrellas que aparecen en las
figuras 4.23 y 4.28 no son deformidades ocasionadas por el
tratamiento de entrampamiente ya que abar.con tanto en los
eritrocitos control como en los tratades. Se encontré que este
fenémeno se denomina crenacién y es ocasionado por la presencia
de anticoagul ante®

Como se mencionéd anteriormente hay una gran dispersidn en
nuestros datos, la cual se puede controlar fijando algunas
variables que durante este trabaje no se logré hacer, A
continuacién se mencionan algunas, que consideramos mas
importantes:

1> Temperatura de trabajo

Todo el trabajo se realizé a temperatura ambiente, la
cual, aunque ne se midid, variaba. Debido a la liberacidn tan
lenta y a que tuvo que muestrearse durante 24 horas, entonces los
eritrocitos estuvieron expuestos a esos cambios,

La temperatura normal a la que se encuentran los eritrocitos
o8 la temperatura corporal, por leo qQue se recomienda efectuar
posteriores investigaciocnes a esa temperatura. Ademis la
permeabilidad de la membrana depende de la temperatura, asi que



las constantes de permeabilidad encontradas podrian ser

diferentes si se trabaja a 37° en condiciones controladas.

2> Control completo del equipo

l.a velocidad de agitacién no pudo ser controlada
adecuadamente, el equipc con que se contd neo lo permitiéd. Se
recomienda proverse del equipc adecuado para poder mantener
constante aste factor que muy posiblemente haya causado
variaciones en la liberacién al modificar el gradiente de
concentracién.

Asi mismo algunas de las canastillas de dislisis
reacciocnaron con el medio, y aunque aparentemente nc influyeron

on los resultados se debe considerar como un factor a controlar.

Algunos de los agitadores magnéticos se calentaban durante
©l proceso de liberaciédn lo cual aumentaba la temperatura de
nuestros sistemas. Como la Lemperatura afecta los resultados y el
calentamiento fue gradual, las variaciones quiza también fueron
graduales, sin embarge se desconoce el grado de ias mismas.

3 Condiciones estrictamente aséptlicas
El trabajo no se desarrollé bajo condiciones estériles como
deberia haberse realizado. Esto no se pudo hacer debido a las
. limitaciones de equipc sin embargo se considerd que al trabajar

en condiclones asépticas se podria alcanzar nuestros objetivos.

Al finalizar el trabajo consideramos que sf es necesario
trabajar en condiciones estériles ya que inclusive algunas
fotografias en microscopio electrénico mostraron bacterias en
algunos campes. Al flnalizar la liberacién no se tomaron
microfotografias por lo que no sabemos si hubo crecimiento
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bacteriano dentro de las bolsas de dialisis. Nosolros sospechamos
que si hubo ya que algunos de los sistemas tenian eritrocitos
oscurecidos y si hubo hemodlisis, no fue apreciable.

4) Tipo de sangre.

Debido a que la sangre, para poder trabajar, tenia que ser
fresca, el donador no fue siempre el mismo. No se conservéd la
sangre porque en trabajos previos, los investigadores del area
recomiendan trabajar con sangre de al menos 4 horas de haberse
extraido® ™%, Aunque no es probable que el tipo de sangrre
infiluya en e} entrampamiento de los fArmacos se recomienda usar
un solo tipeo de sangre.
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CAPITULO VI
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CONCLUSIONES

Bajo la condiciones experimentale=s podemos concluir gque:
1.- Es posible entrampar farmacos en los eritrocitos, por leo
que estos elementos de la sangre puesden ser acarreadores de los

mismos,

2.- La dexametasona no es liberada por los eritrocitos por

lo cual no es un acarreador adecuado para este farmaco,

3.~ El acido nalidixico es liberado por los eritrocites por

lo cual podriamos decir que puede ser acarreadc por ellos.

4.~ La liberacién del acido nalidixico sigue un mecanismo de
liberacién de tipo fickiano y sigue una cinética de primer orden.

S.- El modelo eritrocitico explica satisfactoriamente la
liberacién del acido nalidixico desde los eritrocitos.

8.~ El efecto del tratamiento sobre las caracteristicas

morfolégicas de los eritrocitos no esmuy apreciable.

7.— No existe diferencia significativa desde el punto de

vista estadistico entre los sistemas de atados y cestas.
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ANEXO 1

INFORMACION ESTADTSTICA

VALIDACION

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es
la validacidén del mismo, es decir, el método debe probarse para
determinar su efectividad. La validacién general incluyes una
evaluaciédn de la precision, linearidad y exactitud y proporciona
una medida de comportamiento del método.

La validasciédn de un método puede definirse como el proceso
por el cual queda establecido , por estudios de laboratorio, que
la capacidad del métode satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas.

La capacidad se expresa en este casc en términos de
pardmetros analiticos .

LINEARIDAD

La linearidad de un sistema o método analitico es su
habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los cuales
pueden ser obtenidos directamente o© por medic de una
transformacién matematica bien definida, son proporciocnales a la
concentracidén de la sustancia dentro de un intervalo determinado.

RANGO
El rango de un método analitico es el intervalo entre los
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niveles superior e inferior de la sustancia Cincluyendo estos
niveles) el cual se ha demostrado que es preciso, exacto, y
lineal utilizando el método descrito.

EXACTI TUD

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre
un valor obtenido experimentalmente y el vaior de referencia. Se
expresa comoc el porciento de recobro obtenido del andlisis de
musstiras a las que se les ha adiclionado cantidades concocidas de
la sustancia.

PRECISION

La precisiétn de un método analitico es el grado de
concordancia entre resultados analiticos individuales cuando un
procedimientc se aplica repetidamente a diferentes, muestreos de
una nuestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en
términos de desviacién esténdar o del coeficiente de variacion.

La precisién es una medida del grado de reproductividad y o
repetibilidad del métodc analitico bajo las condicicnes normales
de cperacién.

REPETIBILIDAD

Es la precisién de un método analitico expresado como la
concordancia obtenida entre determinaciocnes independientes
realizadas por un analista, usando lozx mismes aparatos y
técnicas.

REPRODUCIBILIDAD
Es la precisién de un método analitico expresada como
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la concordancia entre determinaciones independientes realizadas
por diferentes analistas en diferentes dias en el mismo y o
diferentes laboratorios y utilizando el mismo y- o diferentes
equipos.

L{MITE DE DETECCION

Es la minima concentracién de una muestra la cual puede ser
detectada, pero no necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones de operacién establecidas.

LfMITE DE CUANTIFICACION

Es la nwnor concentracién de la sustancia en uns muestra que
puede ser determinada con precisién y exactitud aceptablexs bajo
condiciones de opsracién establecidas .

ESPECIFICIDAD

Es la habilidad de un método analitico para dar una
respuesta debida unicamente a la sustancia de interés y no a
otros componentes de la muestra.

DETERNINACIONES

Linearidad del sistema. Se determina construyendo una curva
de calibracién de una misma solucidn patrén utilizando cuando
menos cinco diluciones y haciendo analisis por duplicadce para
cada dilucidn.

b=0 , r>=0.98 y rf>=o0.98
Precision del sistema. Se denomina por el andlisis

sextuplicade de una misma solucidn estandar correspondiente al
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100 % establecido en la linearidad del sistema.
CV = 1.8%

L_.tmarldad del método. Se determina con placebos adicionados
del principioc activo Cplacebos cargados) cada unc de manera
independiente, cuando & menos a tres diferentes concentraciones
incluyendo &1 £00 % haciendo los anslisis por triplicado de cada
concentracidn. La amplitud del estudio dependeri del usc y
aplicaciones del método (Control de calidad y estabilidadd y
preferentemente debers llevarse a cabo por un mismo anklista en
las mismas condiciones de cperacidn,

m=1 ,b=0 y rf=o0.08.

El coeficiente de variacitn dependers de)l tipo de método y
la muwstra, hay que tomar en cuenta la forma farmacéutica y la
concentracidn., Para métodos espectrofotemétricos el coeficliente
de variacion es igual a 3 %.‘”
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ANEXO 2
’ | - &
VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS

1.- La solucién concentrada de Dexametasona presentd su
mixima absorbancia a una longitud de onda de 244 nm Cfigura AlD.

2. - La solucidén concentirada de Acido nalidixico presenté¢ su
mixima absorbancia a una longitud de 260 nm Cfigura A2).

3.- Se realizaron curvas estandar para cada uno de los
TAr utilizad tres dias diferentes por triplicado:

a) en medio isotdénico.

b) en medic isoténico con hemdlisis.

¢d en medio hipotdnico.

d) en medic hipoténico con hemdlisis.

4.- A cada una de laz curvas anteriores se les determind:
a) Pardmetros de regresion lineal.

b) Coeficientes de variacion .

<) Prueba de ordenada al origen.

d) Prueba de lineas paralelas.

S. -~ Las prusbas antericres sirvieron para compreobar la
linearidad de cada una de las curvas, asi como para demcstrar que

la hemélisis y el medio no influyen en forma significativa.

8. - En base al anslisis estadistico realizado se eligieron

las mejores curvas estand CDe: L a figura A3; Acido
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nalidixico figura Add.

7.~ Se determind presicién y exactitud del método .

ABSORBANCIA

244 nm.

LONGITUD DE ONDA

Figura At ®arride de @ fot ST o Beckman
modelo 2
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260 nm.

LONGITUD DE ONDA

Figura AZ . Barrido de Keido nalid{xico
seckman modelo 2.
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Figura AS. Curva esténdar de Dexametasona en solucidn de Hank.
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ANEXO 3
OBSERVACIONES GENERALES

1.- Durante el procesc de entrampamiento los eritrocitos
control mostraron una mayor hemdlisis que los eritrocitos
tratados Cla hemdlisis presentada por las muestras no fué muy

sisgnificativad.

2.- Alo largo de la liberaciédn en los sistemas de atados en
algunas ocasiones existié la formaciédn de vortex, lo cual evitaba
el contacto de los eritrocitos con el medio de liberacion.

3.- A término de la liberacién se observé que los
eritrocitos control y los tratados con Dexametascna tenian un
coleor rojo mas obscuro que el gque presentaban al inicié del

proceso.

4.- Al termino de la liberacién se corrieron barridos en el
espectrofotdmetre de las solucicnes finales de liberacidén de
Daxametasona y Acido Nalidixico ademas del control. Al hacer una
comparacidn entre estos barridos se encontré que :

a) La solucidn de los eritrocitos control presentd un pico a
una longitud de 210 nm Cfigura ASD.

8.- Al microscopio electrédnico se observaron a los

eritrocitos rodeades de fibrina (figura ASD,

8. - Se realizaron dos pruebas de liberacién de la solucidén
concentrada C6Bmg/ml) en membranas de diilisis en solucién de Hank
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ABSORBANCIA

LONGITUD DE ONDA

Figura AS. Barrido de la solucidn final de los eritrocitos

control.

114



Figura A¢ Fotagrafla de un eritrocitc controt a ¢ 300 cumentos
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utilizando los sistemas de atados y cestas. Se obtuvieron los
sigulentes perfiles de liberaciédn (Figura A7) donde puede verse
que so alcanza un eslade estacionario aproximadamente a las tres
horas. Con lo anterior puede decir que el pasc limitante en la
liberacidén del Acido nalidixico desde los eritrocitos es su
membrana.

LIBERRCION DE ACIDO MALIDIXICO

COMNCENTRAC TOM

' B & o B otk ot o1 s 1 e

1P
Figurs A, curva de liberacich de solucidn de acido
nalidixico desde membrana de diflisie.
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