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1. Introduccion

Los sistemas portadores de farmacos basados en
eritrocitos, tienen numerosas aplicaciones tanto
en terapéutica como en diagndstico, ya que pre-
sentan ventajosas propiedades de biocompatibi-
lidad, biodegradabilidad y prolongados tiempos
de permanencia en el organismo.

Si bien pueden incluir en su interior amplia va-
riedad de moléculas de diferente naturaleza y
tamafio, las modificaciones en los procesos de
carga pueden comprometer su viabilidad al al-
terar sus propiedades originales, provocando un
mayor reconocimiento y retirada de los eritroci-
tos cargados por el sistema monocito macréfago
[1]. Entre los distintos métodos de encapsula-
cion destacan indudablemente los basados en
fenémenos de ésmosis.

Nuestro grupo presenta una amplia experiencia
en la encapsulacion de farmacos mediante diali-
sis hipotonica, y ha preparado sistemas de admi-
nistracion de distintos farmacos antiinfecciosos
basados en eritrocitos [2, 3].

El presente trabajo plantea la posibilidad de re-
producir dichos sistemas simplificando el proce-
dimiento de encapsulacién. Para ello se ha desa-
rrollado un método de dilucién hipotdnica para
la encapsulacion de estavudina como farmaco
modelo, comparando los eritrocitos cargados
con los obtenidos por el método de didlisis hipo-
tonica habitualmente utilizado.
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2. Materiales y métodos

2.1. Encapsulacion de farmaco en eritrocitos humanos

Eritrocitos procedentes de concentrados de he-
maties humanos del centro de Hemoterapia y
Hemodonacién de Castilla y Leon fueron some-
tidos al procedimiento de dialisis (Figura 1) o al
procedimiento de dilucién hipotdnica con objeto
de conseguir la encapsulacion del farmaco (Fi-
gura 2).

Fig. 1. Esquema del método de encapsulacion basado en
la dialisis hipoténica.

Fig. 2. Esquema del método de encapsulacion basado en
la dilucién hipoténica.
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2.2. Evaluacion de la eficacia de encapsulacion

El farmaco encapsulado se cuantific6 mediante un
método de HPLC previamente validado, y se cal-
culd la eficacia de encapsulacién como el porcentaje
de farmaco encapsulado respecto a la concentracién
inicial disponible para su entrada en los eritrocitos.

2.3. Evaluacion de la fragilidad osmdtica

Los eritrocitos cargados y sin cargar se enfren-
taron a disoluciones de NaCl de osmolalidades
decrecientes (0.9-0 % de NaCl v/v) y se cuantifico
por espectrofotometria la hemoglobina liberada.
Las curvas de fragilidad osmotica se ajustaron
utilizando el software GraphPad Prism y el in-
dice de fragilidad osmotica se estimé como la
concentracion del NaCl que produciria un 50 %
de hemolisis conforme a la ecuacion de la curva.

3. Resultados y Discusion

La tabla 1 muestra concentracion media en eri-
trocitos cargados y la eficacia de encapsulacion
obtenidas para ambos métodos.

Tabla. 1. Concentracién encapsulada y eficacia de encap-
sulacion del farmaco.

Método de Estavudina Eficacia (%)
encapsulacion  encapsulada
(mg/mlL)
Dialisis 0,395+ 0,219 11,95+6,13
Dilucion 0,279 + 0,104 7,82+2,92

Los valores de farmaco encapsulado no revelan
diferencias estadisticamente significativas (p <
0,05) entre los dos métodos, por lo que se pue-
de afirmar que el método de diluciéon puede dar
lugar a resultados de encapsulacion similares al
basado en la dialisis.
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Las curvas de fragilidad osmotica (Figura 3) de
los eritrocitos cargados reflejan un mayor despla-
zamiento hacia la izquierda de la curva de eri-
trocitos cargados mediante el procedimiento ba-
sado en la dilucién hipotoénica, que el observado
para los cargados por el método de dialisis, asi
como menor valor del indice de fragilidad osmo-
tica estimado, tal y como se recoge en la Tabla 2.

Fig. 3. Curvas de fragilidad osmotica.

Tabla 2: Indices de fragilidad osmética de los eritrocitos

control y cargados por ambos métodos.

Eritrocitos Dialisis Dilucion
control hipotdnica
0,56 0,46 0,42

4. Conclusiones

Los resultados de encapsulacion obtenidos con
ambos métodos no reflejan diferencias estadisti-
camente significativas, lo cual confirma la posi-
bilidad de simplificar el método de obtencion de
eritrocitos portadores. Los estudios de fragilidad
osmotica parecen revelar mayores alteraciones
tras la aplicacion del procedimiento de dilucion
hipotonica, por lo que, si bien los resultados son
alentadores, este método debera estudiarse con
mayor profundidad para su optimizacion
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