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Introduccion

El incremento de la selectividad de los farmacos
mejorando su acceso Y distribucion en aquellos
6rganos y tejidos responsables de la accion
farmacoldgica con reduccion en la incidencia de
efectos secundarios, constituye un objetivo
fundamental en la optimizacion de la terapéutica
de ciertos grupos de farmacos como los
antibioticos.

La utilizacion de sistemas portadores para el
incremento de la selectividad, se basa
habitualmente en sistemas de tipo microesferas,
liposomas, etc., siendo menos frecuente la
utilizacién de portadores bioldgicos celulares (1).
El objetivo de este trabajo es desarrollar y
evaluar eritrocitos como sistemas portadores de
Amicacina. Con este tipo de vectores se persigue
optimizar el comportamiento farmacocinético de
este antibidtico para conseguir un incremento en
la selectividad de la distribucion al sistema
reticulo-endotelial asi como una reduccion de la
potencial nefrotoxicidad de este farmaco, sin
comprometer su eficacia terapéutica.

Materiales y Métodos

La preparacion de eritrocitos conteniendo
Amicacina se realiza utilizando una técnica de
dialisis hipoosmatica, previo aislamiento de los
eritrocitos a partir de sangre de ratas Wistar.
Curva de hemolisis

Se ha estudiado el porcentaje de hemolisis de
los eritrocitos frente a la osmolalidad del tampon
con el fin de establecer el intervalo dptimo de
osmolalidad que contribuya a un mayor

rendimiento en la encapsulacion del farmaco con
una minima hemolisis de los eritrocitos.

Preparacion de los eritrocitos
El procedimiento que se sigue para lograr la
encapsulacion de Amicacina es basicamente el
que se detalla a continuacion.
Se recoge la sangre de rata empleando EDTA
(acido etilendiaminotetraacético) como
anticoagulante. Tras una primera centrifugacion
a 2200 min -1 4 o C durante 10 minutos, se retira
el plasma, se lavan los eritrocitos con tampén
isoosmotico Hanks-PBS (2), para desechar otros
componentes  sanguineos distintos de los
eritrocitos, y se ajusta a un hematocrito del 50 %.

Dialisis hipoosmotica
Posteriormente 1 mL de esta suspension de
eritrocitos se introduce en una membrana de
didlisis y se obtiene el hinchamiento de los
eritrocitos por dialisis frente a 50 mL de tampon
hipoosmético (15 mM NaH:PO;, 15 mM
NaHCOs, 20 mM glucosa, 3 mM glutation
reducido, 2 mM ATP; pH 7.4) con una
concentracion de Amicacina de 0.5 mg/mL
durante 45 minutos a 4° C.

Etapa final
Posteriormente se realiza una “annealing”
durante 10 minutos a 37 °C en tampdn
isoosmatico en proporcién 1:50 (v / v) y resellado
durante 30 minutos con tampén hiperosmatico en
proporcion de 10:1 (v /v).

Una vez encapsulado el farmaco en los
eritrocitos, se procede a la caracterizacion de los
eritrocitos cargados.
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1. Morfologia de las células.

La morfologia de las células cargadas se evallia
mediante microscopia Optica y electrénica de
barrido.

2. Contenido en principio activo.

El contenido de Amicacina se evalla, previa lisis
de los eritrocitos, mediante una técnica

espectrofotométrica que recurre  a la
derivatizacion ~ del  antibiético con  o-
phtaldialdehido (OPA) (3).

La lisis de los eritrocitos se produce mediante
desnaturalizacion con &cido tricloroacético
(TCA). Tras agitacion y centrifugacion a 3200
rom durante 5 minutos se recoge el
sobrenadante, se afiade hidroxido sodico y
tampodn fosfato pH=11, con objeto de obtener
una solucion a pH neutro que se valora por
espectrofotometria UV previa derivatizacion.

El reactivo derivatizante esta compuesto por
OPA, tampdn borato pH=10.4 y metanol.

3. Medidas de fragilidad osmética.

Se realizan estudios comparativos de fragilidad
osmotica de eritrocitos cargados con antibiético y
de células blanco con el fin de evaluar la
resistencia hipoosmotica de las células. Para ello
se incuban las células en soluciones de NaCl de
distintas concentraciones, las suspensiones se
centrifugan y se determina, en el sobrenadante,
la hemoglobina liberada por absorbancia.

4. Resistencia a la agitacion y al choque
osmotico.

Para determinar la resistencia al choque
osmotico, se diluye una suspension de eritrocitos
en agua destilada, se centrifuga y se evalla la
hemoglobina presente en el sobrenadante.

La resistencia de las células a la agitacion
turbulenta se mide pasando una suspension de
eritrocitos a través de una aguja de calibre 22 y
determinando la liberacién de hemoglobina.

5. Cesion del farmaco y de hemoglobina.

Se evalla periddicamente la cesién de farmaco
al  sobrenadante mediante la  técnica
espectrofotométrica que recurre a la
derivatizacion con OPA y deteccion ultravioleta.
La  hemoglobina liberada se  evalia
espectrofotométricamente ~ comparando  la
absorbancia del sobrenadante de las células
tratadas con la obtenida por hemdlisis del mismo
numero de células en agua destilada.

Resultados y Discusién

La figura 1 muestra la variacion en el porcentaje
de hemolisis de los eritrocitos frente a la
concentracion de NaCl. A partir de esta relacion
se puede establecer la influencia de la
osmolalidad de la disolucion en la hemolisis de
los eritrocitos y determinar el intervalo de
osmolalidad que resulta critico para la
encapsulacion del farmaco.

En funcion de los resultados obtenidos se
establecié que la composicion inicial del tampon
hipoosmotico deberia oscilar entre 100 y 200
mOsm/kg.
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Figura 1. Curva de hemdlisis frente a la concentracion
de cloruro sédico.

Los factores que resultaron criticos en la
encapsulacion de Amicacina en eritrocitos
fueron: composicion del tampon, pH vy
osmolalidad del medio.

El rendimiento de la encapsulacion se determina
empleando la técnica espectrofotométrica. La
figura 2 muestra la curva de calibracion de
Amicacina en el medio tamponado.
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Figura 2. Recta de calibrado de Amicacina.



En las condiciones de encapsulacion utilizadas el
rendimiento del proceso estaba comprendido
entre 10 y 20 mg de Amicacina/gr de eritrocitos.
Las pruebas de caracterizacion realizadas
muestran que los eritrocitos cargados con
Amicacina presentan una morfologia y
homogeneidad adecuada. Asimismo, la fragilidad
osmoatica y resistencia de los eritrocitos cargados
resulté apropiada.
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