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RESUMEN

Bravo Alfaro, Diego Alberto. M. en C. Unidad de Investigacion y Desarrollo en
Alimentos. Abril del 2018. Desarrollo de un sistema auto-nanoemulsificable
(SNEDDS) para la administracion de insulina por via oral. Asesores Dr. Hugo
Sergio Garcia Galindo, Dra. Cynthia Cano Sarmiento, Dr. Jorge Fernando Toro
Vazquez.

El actual método para la administracion de insulina se realiza por via subcutanea,
lo cual lo hace un método doloroso e incomodo. En la actualidad no se cuenta con
un método efectivo para la administracion oral de insulina; sin embargo, en los
ultimos afos, se han estudiado diversos tipos de sistemas nanoestructurados para
lograr dicho objetivo. Los sistemas de liberacion de farmacos auto-
nanoemulsificables (SNEDDS, por sus siglas en inglés) se definen como mezclas
de aceite, farmaco, tensoactivo y co-tensoactivo, los cuales pueden formar
nanoemulsiones al ser mezcladas en medios acuosos. En investigaciones recientes
se ha logrado incorporar insulina dentro de estos sistemas mediante la formacion
de complejos con fosfatidilcolina (PC); sin embargo, en la actualidad estos sistemas
han mostrado una buena bioaccesibilidad, pero muy poca absorcién. En el presente
trabajo, se ha propuesto la incorporacién de acidos grasos de cadena media
(AGCM) a los fosfolipidos formadores del complejo para aumentar la
biodisponibilidad oral de la insulina, puesto que los AGCM no son buenos sustratos
para las lipasas y son absorbidos mas facilmente por el epitelio intestinal. Para
lograrlo se evalu6 la formacién de SNEDDS utilizando Lauroglycol FCC como
aceite, Cremophor EL como tensoactivo y Labrafil M1944CS como co-tensoactivo
a tres distintas concentraciones. Por otra parte, se utilizé fosfolipasa A1 (PLAL) para
modificar enzimaticamente la PC, incorporando acidos grasos de cadena media
(PCM). Posteriormente se formaron complejos insulina-PC e insulina-PCM. Para
estudiar el efecto de la incorporacién de los complejos en los SNEDDS se evaluaron
dos concentraciones de complejo en la fase oleosa del sistema (2.5 y 5%) y su
bioaccesibilidad se estim6 mediante un sistema in vitro. Por dltimo, la
biodisponibilidad y la bioactividad se evaluaron en un modelo murino con diabetes

inducida. Los resultados mostraron la formacion de SNEDDS con tamafos de



particula de entre 20 a 48 nm bajo agitacion de 300 rpm en un tiempo de 3 min. Por
otro lado, se logré la incorporacion molar de un 57.4% de AGCM a la PC y se
encontré que a concentraciones de 2.5% de complejo dentro de la SNEDDS no se
alteraron las propiedades de la nanoemulsion, logrando la incorporacién del 67% de
la insulina. Los estudios de bioaccesibilidad in vitro demostraron que hasta el 35.7%
de la hormona lleg6 bioaccesible hasta las condiciones finales del intestino delgado;
y por ultimo se observé una reduccion de los niveles de glucosa de hasta el 35.6%
a las 4 h de administracion del tratamiento, alcanzando una bioaccesibilidad del

1.8% con respecto a la inyeccion subcutanea.



ABSTRACT

Bravo Alfaro, Diego Alberto. M. Sc. Unidad de Investigacion y Desarrollo en
Alimentos. April 2018. Development of a self-nanoemulsifying system
(SNEDDS) for oral administration of insulin. Advisors: Dr. Hugo Sergio Garcia
Galindo, Dr. Cynthia Cano Sarmiento, Dr. Jorge Fernando Toro Vazquez.

The current method for the administration of insulin is carried out subcutaneously,
which makes it a painful and uncomfortable method. Currently there is no effective
method for the oral administration of insulin; however, in recent years, various types
of nanostructured systems have been studied to achieve this goal. Self-
nanoemulsifying drug delivery systems (SNEDDS) are defined as mixtures of oll,
drug, surfactant and co-surfactant which can form nanoemulsions when mixed in
aqueous media. Recent studies have managed to incorporate insulin into these
systems through the formation of complexes with phosphatidylcholine (PC).
However, at present these systems have demonstrated good bioavailability, but poor
absorption. In the present work we thrived to increase the oral bioavailability of
insulin via the incorporation of medium chain fatty acids (MCFA) to the phospholipids
forming the complex, since the MCFA are not good substrates for lipases and are
more easily absorbed by the intestinal epithelium. To achieve this, the formation of
SNEDDS was evaluated using Lauroglycol FCC as an oil, Cremophor EL as a
surfactant and Labrafil M1944CS as a co-surfactant at three different concentrations.
Phospholipase Al (PLA1) was used to modify PC incorporating medium chain fatty
acids and subsequently insulin-PC complexes were formed. To study the effect of
the incorporation of the complexes on the SNEDDS, two concentrations of complex
in the oil phase of the system (2.5 and 5%) were evaluated, and their bioavailability
was estimated by an in vitro system. Finally, the bioavailability and bioactivity of the
preparations were evaluated in a murine model with chemically-induced diabetes.
The results showed the formation of SNEDDS with particle sizes between 20 to 48
nm under agitation of 300 rpm in 3 min. Furthermore, a molar incorporation of 57.4%
of MCFA to the PC was achieved and it was found that at concentrations of 2.5% of
complex within the SNEDDS the properties of the nanoemulsion were not altered.

Thus, the incorporation of 67% of insulin was achieved. In vitro bioaccessibility



studies showed that up to 35.7% of the hormone reached bioavailability until the final
conditions of the small intestine and finally a reduction of glucose levels was
observed in up to 35.6% at 4h of treatment administration, reaching a bioaccessibility

of 1.8% with respect to the subcutaneous injection.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades mas comunes y en
mayor aumento en el siglo XXI, segun estimaciones de la organizacion mundial de
la salud, alrededor del mundo hay 366 millones de personas que se ven afectadas
por este padecimiento, y solo en nuestro pais segun el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI), la cifra asciende a 9.2% de la poblaciéon adulta. La
DM se define como un conjunto de trastornos metabdlicos, cuya caracteristica
principal son los altos niveles de glucosa en sangre. Es provocada por un defecto
en la produccion de insulina y/o a la resistencia de su accion. El principal tratamiento
para esta enfermedad consiste en la aplicacion de inyecciones constantes; sin
embargo, esto resulta muy doloroso para los pacientes, pueden resultar infecciones
si no le lleva una buena asepsia y, ademas, a largo plazo se pueden desarrollar
afecciones en la piel como las lipodistrofias que disminuyen la absorcion de la
hormona. Para resolver los problemas que trae consigo el suministro de insulina
subcutanea, se han buscado otras vias de administracion, siendo la forma oral una

de las mas tentativas, por su facil provision y liberacién controlada.

En los dltimos afios los sistemas de liberacion de farmacos auto-
nanoemulsificables (SNEDDS) han despertado el interés de las industrias
farmacéuticas debido a su capacidad de formar nanoemulsiones en cuestion de
segundos y sin la aplicacion de energia. Las SNEDDS se definen como mezclas de
aceite, farmaco, tensoactivo y co-tensoactivo, los cuales forman nanoemulsiones al
entrar en contacto con el agua y en medios de agitacion suave como la
proporcionada por la motilidad del estbmago o los movimientos peristélticos del
intestino. En los dltimos afios los SNEDDS han recibido mucha atencién para su
aplicacion en la liberacion controlada de farmacos proteicos de forma oral como la
ciclosporina. Por lo anterior, se ha probado la aplicacion de SNEDDS en varios
estudios para el suministro de insulina oral. Sin embargo, hasta hoy los mejores
resultados muestran una eficiencia muy poco alentadora del 7.7% en comparacion
con el método subcutaneo. Una de las técnicas mas recientes y prometedoras

consiste en rodear de micelas inversas de fosfatidilcolina (PC) a las moléculas de



insulina, y posteriormente incorporarla como fase oleosa en SNEDDS. Sin embargo,
la PC posee acidos grasos de cadena larga, que son muy poco permeables al
epitelio intestinal y ademas son muy susceptibles a lipasas pancreaticas. Los acidos
grasos de cadena media por el contrario pueden ingresar facilmente a la mucosa

intestinal, ademas de que no son un buen sustrato de las lipasas pancreaticas.

El objetivo de este trabajo consiste en rodear a la insulina con micelas
inversas de fosfatidilcolina modificada (PCM) rica en acidos grasos de cadena
media y posteriormente aplicarla como fase oleosa en un SNEDDS, con el fin de
mejorar la biodisponibilidad del farmaco en un modelo murino de ratas Wistar con
diabetes inducida. Para esto se han planteado lo siguientes objetivos especificos:
Modificar enzimaticamente PC con acidos grasos de cadena media; formar un
complejo insulina-PCM; Caracterizar, evaluar y seleccionar un SNEDDS cargado
del complejo insulina-PCM, y, por altimo, evaluar la bioaccesibilidad en un sistema
de digestion in vitro, asi como la biodisponibilidad de la insulina cargada en el

SNEDDS en un modelo de ratas Wistar con diabetes inducida.



1 ANTECEDENTES

1.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un padecimiento que esta asociado a estilos de
vida poco saludables (obesidad y/o sobrepeso; vida sedentaria y alimentacion rica
en azucares y grasas) y a la predisposicion de factores genéticos. Desde el punto
de vista clinico es un grupo heterogéneo de procesos cuya caracteristica comun es
la hiperglucemia, como resultado de defectos de secrecion de insulina,
habitualmente por la destrucciébn de las células beta pancreaticas de origen
autoinmunitario en la DM tipo 1, o una progresiva resistencia a la accion periférica
de la insulina, con o sin déficit asociado en la secrecion, en la DM tipo 2 (Ruiz et al.,
2006). Sus efectos incluyen dafios a largo plazo, disfuncién y fallo de multiples
organos. Cuando no se trata, la DM se reconoce por el aumento cronico de la
concentracion de glucosa en sangre. Esto va acompafiado algunas veces de
sintomas de sed intensa, miccion profusa, pérdida de peso y estupor, que culminan
en coma y muerte cuando no se administra un tratamiento efectivo. Con mas
frecuencia, los sintomas observados son mucho menos graves y no despiertan
sospechas; y a veces estos sintomas nunca se presentan.

Varios procesos patogénicos estan involucrados en el desarrollo de la DM.
Estos procesos incluyen la destruccion de las células B del pancreas con una
consecuente deficiencia de la produccién de insulina, y algunas otras que resultan
en la resistencia a la accion de la insulina. Las anomalias en el metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas se deben principalmente a la accion deficiente de
la insulina sobre los tejidos, resultado de una insensibilidad o falta de insulina
(Alberti et al., 1998).

Estimaciones de la organizacion mundial de la salud indican que, a nivel
mundial, de 1995 a la fecha casi se ha triplicado el nimero de personas que viven
con diabetes. De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, China, India,
Estados Unidos, Brasil, Rusia y México son, en ese orden, las naciones con mayor

namero de pacientes diabéticos (Hernandez et al., 2013). Datos recientes estiman



gue alrededor de 366 millones de personas en el mundo han sido diagnosticadas
con diabetes (tipo 1 y tipo 2), y el nUmero de casos aumenta continuamente (Li et
al., 2014). En nuestro pais este problema muestra una dimension mas critica, toda
vez que la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE)
ubica a México en el primer lugar en la prevalencia de DM en la poblacion de entre

20y 79 afos.
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Figura 1. Prevalencia de diabetes mellitus en poblacién adulta entre 20y 79
afos de edad en los paises de la OCDE 2010. (D.R. Secretaria de Salud,
2013)

Desde 1940 en la republica mexicana la diabetes ya se encontraba dentro de
las 20 causas de mortalidad, con una tasa de 4.2 por 100,000 habitantes. Pese a
ello, se le consideraba una enfermedad poco frecuente (1% de la poblacion adulta).
Las consecuencias de la enfermedad crecieron a partir de 1970, cuando la diabetes
ocup6 el 15° lugar como causa de muerte. Diez afios después ocup6 el noveno
lugar, y para 1990 alcanzé el cuarto lugar como causa de mortalidad general. A
partir del siglo XXI, la diabetes es ya la primera causa de mortalidad en mujeres y

la segunda en hombres (Fernandez et al., 2007).



1.1.1 Diabetes tipo 1

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es conocida como DM insulino-
dependiente. Se cree que es el resultado de una compleja interaccion entre la
predisposicion genética y trastornos del sistema autoinmune (causados por una
reaccion auto-antigénica de los linfocitos T, los cuales atacan y destruyen las células
B de los islotes de Langerhans) (Yeung et al., 2010). Una vez que las células 3 son
destruidas, la capacidad de producir insulina cuando los niveles de glucosa en el
cuerpo aumentan se anula, lo que conduce a un diagndstico clinico de
hiperglucemia (Liu et al., 2015). En la DM1, la susceptibilidad genética se ha
asociado a varios genes del sistema antigeno leucocitario humano. La concordancia
entre gemelos idénticos es cercana al 50%, y la probabilidad de desarrollar DM1 en
hijos de padres con el padecimiento es de 15 a 30 veces mayor que en la poblacién
general sin DM (Ruiz et al., 2006).

Mas del 50% de los enfermos afectados con DM1 son diagnosticados durante
los primeros afios de vida. Hay una extrema varianza en la incidencia de esta
patologia en las distintas regiones del mundo que alcanza una amplitud de hasta
350 veces. Esta incidencia puede variar, por ejemplo, de 0.1/100,000 habitantes por
afio en paises asiaticos como China, a mas de 45/100,000 habitantes al afio en
paises nérdicos como Finlandia. En lineas generales, la incidencia es mayor en
poblaciones de origen europeo y caucasico, y la incidencia es baja en paises con
una proporcion elevada de grupos étnicos como China, Perd o México (Libman,
2009). Los mecanismos de estas incidencias geograficas y aumento en la tasa de
personas diagnosticadas con DM1 siguen siendo hoy en dia muy poco
comprendidos (Atkinson et al., 2014).

e Tratamiento

Hasta la fecha, no se ha encontrado un tratamiento clinico efectivo contra la
diabetes tipo 1. Las terapias actuales se basan en la administracion subcutanea de
insulina para regular los niveles de glucosa. Sin embargo, este tratamiento requiere
de multiples inyecciones al dia que resultan incomodas y dolorosas, e incluso en

algunas ocasiones puede llevar a la infeccion del sitio de puncion. Este tratamiento



a base de insulina, permite al paciente controlar sus niveles de glucosa en sangre,

a traves de la administracion diaria de la hormona (Liu et al., 2015).

1.1.2 Diabetes tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) frecuentemente llamada diabetes mellitus
no insulino-dependiente, es una enfermedad grave y costosa que afecta al 9.2% de
la poblacién de México y se espera que siga aumentando hasta un 15.2% para el
afio 2035. Estos porcentajes no toman en cuenta a los pacientes que no han sido
diagnosticados (Salinas et al., 2016); es el tipo de DM mas comun y suele
representar el 90% de los casos. Su tratamiento previene algunas de sus
complicaciones devastadoras, pero no suele restaurar los niveles de glucosa
normales. El diagndstico a menudo se retrasa hasta que las complicaciones estan
presentes. Dado que los métodos actuales de tratamiento de la DM2 siguen siendo
insuficientes, su prevencion es preferible. La hipotesis de que la diabetes tipo 2 es
prevenible esta respaldada por diversos estudios con personas con riesgo a
padecer la enfermedad que llevan una vida saludable con dieta y ejercicios (Golden
et al., 2016). La DM2 resulta de la interaccion entre la predisposicion genética y los
factores conductuales como la alimentacién y el ejercicio. A pesar de que las bases
genéticas de la DM2 siguen sin identificarse, hay una fuerte evidencia de que los
principales factores de riesgo como la obesidad, son modificables (Tuomilehto et
al., 2012).

En cuanto a la resistencia a la insulina en este tipo de diabetes, existen
multiples causas; algunas, las menos frecuentes, se deben a defectos intrinsecos
hereditarios en la funcién de las células diana, ya sean por defectos desconocidos
0 debido a mutaciones en el receptor de la insulina. Las mas frecuentes son las
causas secundarias debido a anticuerpos frente a la insulina o a su receptor (Tébar,
2009).

e Tratamiento
En personas con DM2 se recomienda la realizacion de ejercicio fisico regular

y continuado y una dieta rigurosa; sin embargo, se ha observado que un tratamiento



a base de actividad fisica y buena alimentacion no permiten en la mayoria de los

pacientes un buen control mas alla de un afio, requiriendo la ayuda de farmacos

antidiabéticos orales, que seguin su mecanismo de accién actian sobre los diversos

factores causantes de la hiperglucemia. Unos intervienen sobre el déficit de

secrecion de insulina por agotamiento de la célula pancreatica, otros actian sobre

la resistencia a la insulina, otros a la sobreproduccién hepética de glucosa y unos

mas ejercen sus efectos reduciendo la velocidad de absorcion de glucosa a nivel
intestinal (Turner, 1998).

Metformina: es el farmaco de eleccion para el inicio de la terapia
farmacologica en personas con DM2. Su principal efecto es disminuir la
produccion hepatica de glucosa con lo que disminuye la glucemia en ayunas
(Salpeter et al., 2010).

Sulfonilureas: reducen la glicemia al aumentar la secrecion de insulina
(Turner et al., 1999).

Repaglidinas: es un derivado del acido carbamoilmetilbenoil, que actla
aumentando el calcio intracelular, lo cual provoca un rapido aumento en la
secrecion de insulina por parte del pancreas (Rizzo et al., 2004).

Inhibidores de a-glucosidadas: actdan inhibiendo las «o-glucosidasas
intestinales retrasando la absorcion de glucosa procedente de los alimentos
(Lebovitz, 1997).

Insulina: No suele ser necesaria al inicio, sin embargo, puede utilizarse de
forma transitoria en aquellas personas en las que se precise una
estabilizacién inicial de la enfermedad o con pacientes con sintomatologia

importante o niveles de glucosa muy elevados.

1.1.3 Diabetes mellitus gestacional

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es definida como la intolerancia a la

glucosa que se detecta por primera vez durante el embarazo. La DMG afecta

aproximadamente al 3-5% de los embarazos, dando como resultado méas de

200,000 casos por afo (Bellamy et al., 2009). Consiste en un embarazo



diabetogénico caracterizado por la resistencia a la insulina y que tiene como
resultado un aumento en la respuesta de las células B y una consecuente
hiperinsinulemia (S.K., 2008). Esta condicion se asocia a efectos negativos en el
embarazo como macrosomia fetal, muerte fetal, alteraciones metabdlicas
neonatales; ademas se ha demostrado que los descendientes de madres con DMG
tienen un mayor riesgo de contraer obesidad y DM. De igual forma las mujeres que
han padecido el trastorno tienen mayores posibilidades de desarrollar DM posterior

al embarazo (Coustan, 2013).

1.2 Pancreas endocrino

El pancreas es un 6rgano complejo que mide alrededor de 10 cm de largo y
pesa unos 100 g; comprende dos tipos de glandulas funcionalmente distintas:
exocrinas, las principales glandulas digestivas del cuerpo (productoras de enzimas);
y las glandulas endocrinas, llamadas islotes de Langerhans, fuente de insulina y
glucagon entre otras hormonas. El pancreas endocrino consiste en cerca de un
millén de islotes de Langerhans, cada uno de los cuales es un agregado de decenas
a miles de células (Cade et al., 2017). El volumen de los islotes representa entre 1
y 1.5% de la masa total del pancreas, y pesa alrededor de 1 a 2 gramos en los
humanos adultos. Se han identificado al menos cinco tipos celulares q, 3, 6, € y pp
en los islotes. Cada uno de estos tipos celulares produce una hormona peptidica
distintiva: glucagon, insulina, somatostatina, grelina y polipéptido pancreético

respectivamente, como se muestra en la Tabla 1 (Gardner, 2012).

Tabla 1. Tipos celulares en los islotes de Langerhans del pancreas humano
adulto (Gardner, 2012)

Porcentaje aproximado

Tipo celular d . Productos secretorios
el volumen en el islote
Célula a 25% Glucagon, proglucagon
Célula 55% Insulina, péptido C, proinsulina
Célula d 10% Somatostatina
Célula € 3% Grelina
Célula PP 5% Polipéptido pancreatico




El pancreas del adulto medio contiene aproximadamente 200 unidades de
insulina (equivalentes a aproximadamente 8 mg). La secrecion diaria de insulina se
estima entre 35 y 50 Unidades Internacionales (Ul). Aunque muchos
acontecimientos fisiolégicos pueden alterar la secrecién de insulina, el factor
regulador mas importante es la concentracion de glucosa en sangre que riega el
pancreas. Cuando la glucemia excede de aproximadamente 100 mg por 100 mL, se
estimula la liberacion de insulina de las células B hacia el torrente sanguineo como
se ilustra en la Figura 2; y de igual manera, cuando la glucemia disminuye, se reduce
la secrecion de insulina. Segun el método de andlisis, el valor de la insulina en
ayunas varia entre 10y 20 uU por mL y aumenta hasta 50 a 150 pU por mL después
de una comida o una carga de glucosa. Su desintegracion biol6gica es menor de 10
min, de manera que desparece rapidamente de la circulacion por accion de higado
y rifiones, aungue el tiempo de desintegracion cambia cuando es administrada de

forma intravenosa, en un tiempo de entre 30 y 60 min (Sodeman, 1978).

Pancreas humano

Figura 2. Anatomia y fisiologia de las células B pancreaticas (Gardner, 2012)



1.3 Insulina

La insulina humana es una hormona dimérica formada por 51 aminoéacidos
distribuidos en dos cadenas (A y B), estabilizadas por dos enlaces disulfuro entre
los residuos de A7 y B7, y A20 con B19. La cadena A consta de 21 aminoacidos y
contiene un puente disulfuro interno entre A6 y All, mientras que la cadena B

contiene 30 aminoacidos (Brange et al., 1993) como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Estructura primariay secundaria de la insulina (Brange et al., 1993)

La insulina esta codificada por un solo gen del cromosoma 11, se sintetiza y secreta
en respuesta a la exposicion de las células B a la glucosa. Es formada primeramente
como una proteina preprohormona llamada preproinsulina en el reticulo
endoplasmico rugoso de las células B del pancreas. Procesos sucesivos de ruptura
transforman esta molécula en proinsulina, antes de ser transportadas al aparato de
Golgi, donde es transformada por proteasas a insulina y péptido C en una
concentracion equimolar; las estructuras de los precursores de la insulina, asi como
su transformacion se aprecian de mejor manera en la Figura 4. La insulina tiene una
vida media de 4 minutos y se degrada rapidamente en el higado y los rifiones

mediante la enzima insulinasa. Por el contrario, el péptido C tiene una vida media
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de 30 min y se secreta inalterado por los rifiones, lo que lo convierte en un

biomarcador util de secrecién de insulina endégena (Cade et al., 2017).

Preproinsulina Proinsulina nsuiina
NHZ*
Cadena A Péptido sefal
Proteolisis Brotesisis
Cadena C
| Cadena B
COOor
Péptido C

Péptido sefial

Figura 4. Sintesis de insulina (Cade et al., 2017)

La estructura de la insulina es diferente entre diversas especies animales;
por ejemplo, la estructura de la insulina porcina difiere solamente de un aminoacido
de la posicién 30 de la cadena B, mientras que la bovina difiere de 2 aminoacidos
en la posicion 8 y 10 de la cadena A. Sin embargo, en todos los vertebrados
conserva una intima similitud estructural, por lo tanto, las insulinas de procedencia
animal tienen la misma efectividad que la humana (Jiménez et al., 2002).

Bioloégicamente, la insulina es una de las hormonas anabdlicas mas
importantes, necesaria para el transporte de la glucosa y aminoacidos a través de
las membranas celulares, en la formacion de glucogeno en el musculo esquelético,
sintesis de lipidos y de acidos nucleicos, asi como de la sintesis de proteinas. Sin
embargo, su principal funcibn metabdlica consiste en aumentar la velocidad de
transporte de la glucosa hacia el interior de las células musculares y adiposas
(Mendoza et al., 2005).

1.3.1 Mecanismo de accién de la insulina

La insulina liberada por el pancreas, como respuesta al aumento en los

niveles de glucosa en sangre, es transportada en la circulacién hacia las células
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diana en donde es reconocida por la porcion extracelular del receptor insulinico
(Mendoza et al., 2005). La mayoria de las células del cuerpo tienen receptores
insulinicos especificos en la superficie celular. Dichos receptores fijan la insulina
con rapidez, con una elevada especificidad y con una afinidad lo suficientemente
alta como para unir cantidades picomolares. Los receptores insulinicos son
glucoproteinas de membrana compuestas por dos subunidades proteicas (a y B).
La subunidad o reside extracelularmente donde se fija la molécula de insulina; la
subunidad B cruza la membrana. Al unirse la insulina con la subunidad alfa, la
subunidad beta se activa y promueve una compleja cascada de fosforilaciones y
desfosforilaciones que regula una serie de reacciones celulares, entre ellas la
activacion de la fosfatidilinositol-3’-quinasa que estimula los transportadores de
glucosa de la superficie celular, crucial para la captacion de glucosa; este proceso
puede apreciarse resumidamente en la Figura 5. La activacién de las otras vias de
sefalizacion son las responsables de la induccién de sintesis de glucégeno,

proteinas, lipogénesis y regulacion de genes (Jameson, 2010).

Insulina
Glucosa

()

Sefiales transmembrana /‘ ©

Figura 5. Receptores insulinicos localizados en la membrana celular

La aceleracién del transporte de glucosa a través de la membrana celular es

eficaz, sobre todo, en el musculo esquelético y el tejido adiposo; en conjunto estos
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dos tejidos constituyen aproximadamente 65% del peso corporal total. Ademas, la
insulina acelera el transporte de glucosa en el corazén y cuando menos en algunos
organos de musculo liso, como el Utero. Por otra parte, ese efecto no tiene lugar en
las células del cerebro, los eritrocitos, la mucosa intestinal, ni en el epitelio del rifidn
(Guyton et al., 1977).

1.3.2 Efectos metabdlicos de la insulina

El efecto aislado mas importante de la insulina, es controlar la concentracion
de glucosa en sangre estimulando su transporte a través del musculo y el tejido
adiposo e inhibiendo la produccién de glucosa hepética (Lee et al., 2016). En
ausencia de insulina, el transporte de glucosa al interior de las células del cuerpo
disminuye hasta la cuarta parte del valor normal. Por otro lado, cuando se secretan
cantidades excesivas de insulina, y hay mucha glucosa disponible, el transporte de
glucosa al interior de la célula puede llegar a ser cinco veces mayor que en
condiciones normales. Aungue la insulina afecta la funcion de casi todos los tejidos
del cuerpo de manera directa o indirecta, la Tabla 2 puede proveer de un breve
resumen de los efectos de la insulina sobre los tejidos especializados en el

metabolismo energético: higado, musculo, tejido adiposo y cerebro (Gardner, 2012).
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Tabla 2. Efectos endécrinos de lainsulina (Gardner, 2012)

Tejido Efecto de la insulina
Vias catabolicas:
- Inhibe la glucogénesis
- Inhibe la conversién de acidos grasos y aminoacidos
en cetoacidos
] - Inhibe la conversion de aminoé&cidos en glucosa
Higado . .
Vias anabdlicas
- Promueve el almacenamiento de glucosa en forma de
glucégeno
- Aumenta la sintesis y el almacenamiento de lipidos y
la formacion de lipoproteinas de muy baja densidad
Sintesis de proteinas
- Aumenta el transporte de aminoacidos
- Aumenta la sintesis de proteinas ribosémicas
Musculo Sintesis de glucégeno

- Aumenta el transporte de glucosa
- Aumenta el glucogeno sintasa
- Inhibe la fosforilasa

Tejido adiposo

Almacenamiento de triglicéridos

- Lainsulina induce a la lipoproteina lipasa a hidrolizar
los triglicéridos en las lipoproteinas circulantes para
transportar acidos grasos a los adipocitos.

- El transporte de la glucosa al interior de la célula
proporciona glicerol fosfato que permite la
esterificacion de los 4cidos grasos proporcionados por
el transporte de lipoproteinas

- Lainsulina inhibe la lipasa intracelular

Cerebro

Disminucion del apetito
Aumento del gasto energético
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1.3.3 Administracién subcutanea de insulina

En general, los pacientes con DM precisan un suministro constante de
insulina para imitar un patron fisiologico lo mas cercano posible a la secrecion de
insulina en personas sanas. Sin embargo, como consecuencia de su corta vida
media en el torrente sanguineo, su baja biodisponibilidad oral y la falta de vias de
administraciéon alternativas, la insulina requiere de la aplicacién de inyecciones
diarias Unicas o multiples, para logar el efecto terapéutico deseado (Chu, 2005).
Dentro de los métodos parenterales para la entrega de drogas y medicamentos, la
administracion subcutanea es utilizada con mas frecuencia que la administracion
intramuscular (Figura 6). Esto se debe en principio a la simplicidad del método de
inyeccion, la posibilidad de inyectar volimenes mas grandes, a la mayor libertad
para elegir el sitio de puncién y a la reduccién del riesgo de dafio vascular o
neuronal. Sin embargo, este método sigue resultando incobmodo y doloroso, lo que
a menudo conduce a un incumplimiento del tratamiento por parte de los pacientes
(Yu etal., 2017).

Inyeccion de insulina (s.c.)

Tejido subcutaneo

Capilares
Figura 6 Administraciéon de insulina subcutanea (Thomas et al., 2015)

La insulina administrada exdgenamente (por via subcutanea) tiene un
mecanismo de accion similar al de la insulina enddégena. La hormona aplicada por
via subcutdnea se distribuye en el plasma libremente de forma similar a la
enddgena, a menos que el cuerpo produzca anticuerpos contra ella. La absorcion
del polipéptido después de la inyeccion subcutanea depende del sitio de aplicaciéon
y del flujo sanguineo; por ejemplo, se ha observado una mayor tasa de absorcion

en la regiébn abdominal en comparacion con la region femoral. Otros factores que
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influyen en la absorcion con la temperatura, el ejercicio, el masaje local, la
lipohipertrofia, la presion al momento de la aplicacion y el volumen inyectado

(Jayakrishnapillai et al., 2017).

1.3.4 Complicaciones en la administracion subcutanea de insulina

Como se ha mencionado anteriormente la insuficiencia de la produccion de
insulina se aborda mediante inyecciones de la hormona. Estas inyecciones son
aplicadas preferentemente por via subcutanea. Las inyecciones son aplicadas en la
mayoria de los casos por los propios pacientes sin supervision médica, se aplican
diariamente, lo que lo hace un método doloroso, que puede llevar al incumplimiento
del tratamiento por parte del paciente. El incumplimiento conduce a la falta de
seguimiento del tratamiento y esto afecta la efectividad de la terapia con insulina
(Jayakrishnapillai et al., 2017).

La administracion subcutanea de insulina también provoca otras
complicaciones, tales como el desarrollo de arterioesclerosis, hipoglucemia y otros
defectos metabdlicos adversos. Por otra parte, las inyecciones repetidas también
causan problemas en el sitio de puncion, tales como lipodistrofia y lipohipertrofia,
reduciendo la capacidad de adsorcion del farmaco. Aunado a esto, si no se lleva a
cabo una administracion séptica puede llevar a infecciones. Con el fin de ayudar a
los pacientes diabéticos a superar estos problemas relacionados con las repetidas
inyecciones, se han estudiado varias alternativas de administracion, como la
insulina inhalada, el trasplante de células B, 0 mas recientemente, la insulina oral

(Kanzarkar et al., 2015).

1.4 Administracion oral de farmacos proteicos

Las proteinas con fines terapéuticos como es el caso de algunas hormonas,
son administradas regularmente de forma subcutanea (como se vio en el punto
1.3.3) por medio de inyecciones que pueden llegar a resultar dolorosas y/o traer
consecuencias negativas como infecciones o lipodistrofias (Rao et al., 2008).

Actualmente esta es, casi exclusivamente, la ruta de proporcion de farmacos de
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origen proteico, puesto que la administracion oral de péptidos o proteinas suelen
dar lugar a una escasa biodisponibilidad debido a dos razones principales: 1) a la
baja absorcién de la proteina debido a su gran tamafio y 2) a su degradacion en las
condiciones extremas del tracto gastrointestinal (Venkata et al., 2008).

La hidrdlisis de proteinas se lleva a cabo mediante enzimas digestivas en el
estdbmago y el intestino delgado. En los seres humanos, la digestién de proteinas
comienza en el estdbmago, debido a la presencia de pepsinas gastricas que se
activan en condiciones &cidas. Estas enzimas rompen los enlaces peptidicos que
mantienen unidas a las proteinas, lo que da como resultado la formacién de una
mezcla de polipéptidos, oligopéptidos y aminoacidos. Después de abandonar el
estdbmago, los péptidos restantes de hidrolizan nuevamente, esta vez, por la accion
de enzimas pancreaticas (como la tripsina, quimotripsina, elastasa vy
carboxipeptidasas) presentes en el duodeno. Eventualmente, los aminoacidos y los
péptidos pequefios que resultan de la digestién de proteinas son absorbidos por las
células del epitelio para llegar al torrente sanguineo (Zhang et al., 2017).

La absorcion también tiene limitaciones pues los péptidos y proteinas
atraviesan con dificultad las membranas biolégicas. Su peso molecular, tamafio y
carga eléctrica, limitan la entrada por los poros de la pared intestinal. De igual
manera en los rangos fisiolégicos de pH, los péptidos y proteinas estan ionizados,
lo que impide la absorcién transcelular. Con pocas excepciones, los péptidos son
insolubles en lipidos, y su absorcién queda limitada a las circunstancias en que el
gradiente de concentracion a través de la membrana sea favorable (Grimaldi et al.,
2007).

Otra de las mas grandes dificultades para la administracion oral de péptidos
de interés farmacéutico es su alta solubilidad en agua. La mayoria de los procesos
para la nanoencapsulacion se basan en la afinidad lipéfila para poder formar
emulsiones (Pinto Reis et al., 2006).

La administracion oral, en la que el agente terapéutico es absorbido a traves
del sistema gastrointestinal, es una via deseable para la administracion de
proteinas, sin embargo, su éxito esta limitado por las barreras del sistema digestivo.

Las nanoparticulas se pueden utilizar para proteger un farmaco contra su
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degradacion en tracto intestinal. Las nanoparticulas se han utilizado como vehiculos
de farmacos orales por varias razones:

- Mejora la biodisponibilidad de farmacos

- Control de la liberacién de farmacos

- Orientacion de agentes terapéuticos a un érgano especifico

- Aumento en la estabilidad de los agentes terapéuticos

1.5 Nanosistemas basados en lipidos

En las Ultimas décadas, los nanosistemas basados en lipidos (Figura 7) han
sido estudiados como posibles nanovehiculos para la liberacién de farmacos. Esto
se debe principalmente a la mejora de las propiedades de absorcion de moléculas
lipofilicas en el intestino y a la capacidad de incrementar la estabilidad de los
medicamentos. Ademas, el caracter biocompatible de estos sistemas y el bajo costo
de las técnicas de formacion han aumentado el interés en el uso de estas

tecnologias (Karamanidou et al., 2016).

Liposomas emulsiones Nanocapsulas

Figura 7. Principales nanosistemas basados en lipidos (Santalices et al.,
2017)

e Liposomas: Los liposomas son microvesiculas esféricas que contienen una
0 varias bicapas paralelas de fosfolipidos, los cuales tienen la propiedad de
adoptar una configuracion de bicapas cuando se encuentran en medios

acuosos (Khoobehi et al., 1988). Tienen basicamente la misma estructura de
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las membranas celulares. Esta propiedad de los fosfolipidos de adoptar la
configuracion en bicapas, se debe a que son moléculas anfipaticas, es decir,
tienen un extremo polar que se orienta hacia la fase acuosa, y un extremo no

polar que se dirige hacia el interior de la bicapa (Vera, 1995).

Nanocdpsulas: Son sistemas estructurados de liberacion de farmacos.
Consisten en un centro oleoso estabilizado por surfactantes y rodeado por
una o mas capas de polimeros. Ambas partes (nlcleo y capas) desempefian
un papel importante en la formulacion, mientras que el ndcleo o centro
generalmente funciona como un reservorio del farmaco, la capa de
surfactantes y de polimeros ayudan a superar las barreras biolégicas y
controlar su nivel de liberacion. Entre la amplia variedad de lipidos, los &cidos
grasos de cadena larga, y los glicéridos de cadena media son los que
muestran mejor penetracion, por lo tanto son los mas comunmente utilizados

para producir nanocapsulas (Santalices et al., 2017; Grimaldi et al., 2007).

Nanoemulsiones: Son dispersiones de aceite y agua con un tamafo de
particula de entre 20 y 500 nm, las cuales, debido a su capacidad para
solubilizar compuestos no polares, son utilizadas como sistemas
acarreadores de compuestos activos lipofilicos. La reduccion en el tamafio
del globulo, permite que el area superficial por unidad de masa se
incremente, lo cual a su vez incrementa la capacidad del compuesto para ser
absorbido en membranas biolégicas, tales como la pared intestinal o la piel
(Koo et al., 2005).

1.6 Incorporacion de péptidos en nanosistemas para su administracion
por via oral

En la ultima década se han realizado varios intentos para encontrar métodos

para administracion oral de farmacos proteicos, que usualmente se entregan por

medio de técnicas parenterales. Como se vio en el punto anterior, los nanosistemas

son una excelente opcion como nanovehiculos de moléculas terapéuticas de baja
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biodisponibilidad oral para su liberacién en el tracto gastrointestinal, sin embargo,
una de las principales propiedades que deben tener las drogas a encapsular, es una
alta lipofilicidad, propiedad que la mayoria de los péptidos como la insulina no
posee, lo que imposibilita su encapsulacién en este tipo de sistemas. Con el fin de
mejorar su incorporaciéon a estas tecnologias, se han desarrollado estrategias
innovadoras para la formacion de nanosistemas de administracion oral de péptidos
terapéuticos.

Micelas inversas: Esta técnica implica el uso de moléculas anfifilicas capaces
de organizarse en micelas inversas, exponiendo sus cadenas hidrofébicas al
exterior y sus grupos hidrofilicos al interior de la estructura. La formacién de estas
estructuras facilita la incorporacion de moléculas hidrofilicas a fases oleosas (Luisi
et al., 1988).

Emulsiones dobles: Consiste en la formacion de una emulsion W/O en la que
el farmaco hidrofilico se confina dentro de la fase acuosa, antes de su inclusion al
sistema final (otra emulsion O/W) (Cardenas et al., 2015).

Acoplamiento de iones hidrofébicos: Mediante esta estrategia es posible
incrementar la hidrofobicidad del farmaco, mejorando asi su solubilidad en lipidos y
por lo tanto su incorporacion en sistemas nanoestructurados basados en lipidos. Se
basa en la complejacion idnica de un péptido/proteina con una molécula anfifilica
como los fosfolipidos (Cui et al., 2006; Karamanidou et al., 2015; Santalices et al.,
2017).

Micelas Y P Emulsion W
. A 12, dobl ST\ 2
inversas -~ - oble — 4%
\__AS ) =~
— A : =
:'-:‘ *«f 3‘.: =N
.'v/ \,;‘;:' . . '.' Y 4 ‘s“:
A Acoplamiento de iones "4/ N
1 ALY . og-®
i hidrofébicos
- ,
- Surfactante (= Péptido \J Agua Fase oleosa
[

Figura 8. Estrategias para mejorar la incorporacion de péptidos hidrofilicos
en nanosistemas (Santalices et al., 2017)
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1.7 Fosfolipidos

Los fosfolipidos son moléculas lipidicas anfipaticas, que se encuentran en
todas las membranas celulares de plantas y animales, disponiéndose como bicapas
lipidicas. Pertenecen al grupo de lipidos derivados del glicerol, presentando una
estructura similar a los triglicéridos. En este sentido los fosfolipidos estan formados
por una molécula de L-glicerol-3-fosfato a la que estan unidos dos acidos grasos en
las posiciones sn-1 y sn-2, estos acidos grasos pueden presentar distinto largo de
cadena hidrocarbonada, y variar en el grado de instauracién segun su procedencia.
Sin embargo, se diferencian de los triglicéridos ya que la posicién sn-3 esta ligada
a una molécula acido fosférico, en lugar de un tercer acido graso. Estos grupos
fosfato estan siempre unidos a diferentes tipos de moléculas, de esta forma, cuando
esta molécula corresponde a colina se denomina fosfatidilcolina o lecitina, cuando

se une a un aminoacido como serina, se forma fosfatidilserina (Torres et al., 2015).
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Figura 9. Estructura de un fosfolipido

Los fosfolipidos tienen gran relevancia en sistemas bioldgicos, ya que forman
parte de membranas celulares y participan en algunos pasos del metabolismo. Por
otra parte, en la industria son utilizados como emulsificantes debido a su naturaleza
anfifilica y en la industria farmacéutica se emplean como formadores de micelas; su
amplio uso se debe principalmente a su biocompatibilidad y biodegradabilidad.
Pueden administrarse por via parenteral, topica u oral, ya que presentan afinidad

por las membranas celulares sin causar efectos téxicos (Paolino et al., 2002).
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Los fosfolipidos por su caracter anfifilico, al aumentar su concentracion en
presencia de compuestos hidrofilicos tienden a auto-agruparse, eliminando el
contacto enérgicamente desfavorable entre la parte no polar y la polar; y a la vez
mantienen la parte polar en contacto con el compuesto hidrofilico. Esta auto
asociacion de las moléculas de fosfolipidos resulta en agregados moleculares de
distintos tamafios y geometrias que dependen de la estructura molecular de las
partes hidrofilica y lipofilica de la molécula de fosfolipido especifico. En presencia
de solventes organicos los fosfolipidos tienden a formar micelas inversas (Vikbjerg,
2006).

1.7.1 Modificacién enzimatica de fosfolipidos

El remplazo de los &acidos grasos presentes de forma natural en los
fosfolipidos por acidos grasos de interés, representa una alternativa para
aplicaciones especificas, ya que la extraccion y separacion de fosfolipidos con una
composicion deseada seria muy dificil, ademas de que no estarian facilmente
disponibles en la naturaleza.

La modificacion enzimatica de los fosfolipidos tiene ventajas sobre los
métodos quimicos, entre ellas: la selectividad o especificidad de las enzimas; las
condiciones de reaccion mas suaves que ayudan a mantener las propiedades de
los fosfolipidos sensibles al calor o al oxigeno; la disminucién en el uso de solventes
0 substancias toxicas, lo que facilita las etapas de purificacion y disminuye los
residuos de productos finales. Esto propone una alternativa segura para la
produccion de fosfolipidos modificados de uso alimentario, farmacéutico y
cosmético. Las enzimas que pueden ser usadas para la modificacion de fosfolipidos
las enzimas lipasas y fosfolipasas (Ochoa, 2013).

Las enzimas que emplean a los fosfolipidos como sustrato son denominadas
fosfolipasas (PL) y son llamadas de acuerdo a la accion hidrolitica en la molécula
del fosfolipido, las fosfolipasas industrialmente relevantes pertenecen a las de tipo
A (PLAl y PLA2); ademas de las fosfolipasas existen otras enzimas que pueden

emplearse para la modificacion de los fosfolipidos, éstas son las lipasas 1,3
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especificas, las cuales actdan en la posicién sn-1 de los fosfolipidos. Las lipasas
han sido méas estudiadas y desarrolladas que las fosfolipasas y han sido las mas
empleadas para la modificacion en la posicion sn-1 de los fosfolipidos. La
modificacion enzimética es quizas la aplicacion mas valiosa, donde la selectividad
de las lipasas y fosfolipasas permite la sintesis de productos altamente puros, con
una estructura especifica conteniendo grupos acilo especificos en la posicion sn-1
y sn-2 y un grupo polar en la posicion sn-3, para su uso en productos farmacéuticos,
cosmeéticos y en alimentos.

Las fosfolipasas son un grupo de enzimas con actividad fosfodiesterasa asi
como hidrolasa, que tienen como sustrato a los fosfolipidos. Se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza, desempefiando numerosas funciones las
cuales incluyen la digestion de nutrientes, la transduccion de sefiales y la formacién
de compuestos bioactivos. El termino fosfolipasa hace referencia a cinco diferentes
tipos de enzimas: fosfolipasas Al, A2, B, Cy D; abreviadas como PLAL, PLA2, PLB,
PLC y PLD, respectivamente. La clasificacion de las fosfolipasas se basa en el sitio
de accion y la reaccion que cataliza en la molécula de los fosfolipidos. Las
fosfolipasas A son acil hidrolasas clasificadas de acuerdo a su sitio de accion en la
hidrolisis del enlace éster del &cido graso unido al glicerol. La fosfolipasa A1 (PLA1)
remueve el acido graso del enlace éster en la posicion sn-1 mientras que la
fosfolipasa A2 (PLA2) en la posicidn sn-2 del fosfolipido. La accion de la PLAL1 y
PLA2 conduce a la acumulacion de acidos grasos libres y 2-acil lisofosfolipidos o 1-
acil lisofosfolipidos, respectivamente. La fosfolipasa B (PLB) puede hidrolizar ambas
posiciones del enlace éster; y las fosfolipasas C (PLC) y fosfolipasa D (PLD) son
enzimas que actuan en el enlace entre el glicerol y el fosfato, o entre el fosfato y el

grupo unido a éste (Cavazos, 2013).
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Figura 10. Sitio de accion de las fosfolipasas (Ghannoum, 2000)

1.8 Acidos grasos de cadena media

Los acidos grasos de cadena media (AGCM) contienen entre 6 y 12 atomos
de carbono, como el acido caproico (C6), el acido caprilico (C8), &cido caprico (C10)
y el acido laurico (C12). Se encuentran en algunos aceites como el coco, cuyo
contenido en AGCM supera el 50% del total de acidos grasos, y en una pequefia
porcién de otros productos naturales como la leche bovina o la leche de cabra.
Pueden producirse por hidrélisis de los aceites de coco.

Los AGCM se utilizan para mejorar la permeabilidad de tejidos de la mucosa
a farmacos hidrofobicos, pero este mecanismo de accion adn no se esclarece
completamente. Sin embargo, se han estudiado los efectos de absorcién de del
acido céprico y laurico en células epiteliales intestinales humanas, donde se mostré
gue los AGCM inducian un rapido aumento en la permeabilidad intestinal e inhibian

la activacion de fosfolipasas y de diversas quinasas (Lindmark et al., 1998).
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Figura 11. Estructura de los Acidos Grasos de Cadena Media (AGCM)

Otros estudios han comprobado de igual forma que la adsorcion de acidos
grasos de cadena media es mas rapida y eficiente que los acidos grasos de cadena
larga (AGCL). Se sabe que los acidos grasos de cadena media, estimulan menos la
secrecion de colecistoquinina, fosfolipidos biliares y colesterol que los AGCL. En
situaciones de deficiencia de lipasa pancreatica o de sales biliares, los acidos
grasos de cadena media pueden absorberse, al contrario de lo que sucede con los
AGCL. En pacientes con insuficiencia pancreatica que presentaban esteatorrea, la
presencia de grasa en heces disminuyo tras cinco dias de dieta suplementada con
aceites ricos en acidos grasos de cadena media, comparada con una dieta
suplementada con AGCL. De igual forma, la masa molar de estos acidos (AGCM)
es lo suficientemente pequefia para que sean menos insolubles, por lo que
requieren de menos sales biliares para su digestion. Por ultimo, pueden ingresar en
las células de la mucosa intestinal en forma de diacilglicéridos o0 monoacilglicéridos,
los cuales son hidrolizados en las células de la mucosa (Sayago et al., 2008).

Por lo tanto, la modificacion de fosfatidilcolina con AGCM, podria aumentar
la absorcion de complejos elaborados con insulina y PCM. Aunado a esto se ha
observado que la formacién de dichos complejos hace posible la incorporacion de
péptidos a fases oleosas, lo que permitiria su encapsulacion en nanosistemas como
las nanoemulsiones (Sripriya y Jun, 2008), lo que aumentaria aun mas la

biodisponibilidad de la hormona.
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1.9 Nanoemulsiones

Una emulsion consiste en dos liquidos inmiscibles, en donde uno de ellos es
dispersado en forma de pequefias gotas dentro del otro. En la mayoria de los
alimentos, el didmetro de las gotas de las emulsiones es de entre 1 a 100 pm.
Debido a su naturaleza las emulsiones son sistemas que tienden a separarse en las
fases que las forman a través del tiempo, como consecuencia de distintos
mecanismos como la floculacion, coalescencia. Como solucion a lo anterior, y para
cumplir las funciones de encapsulacién y liberacion de compuestos, el uso de
nanoemulsiones ha ido en aumento en la industria farmacéutica y alimentaria
(Cardoso et al., 2015).

Las nanoemulsiones tienen caracteristicas que les da propiedades mas
ventajosas en ciertas aplicaciones alimentarias y farmacéuticas a comparacion de
las emulsiones convencionales. La nanoemulsiones generalmente tienen mayor
estabilidad a la agregacion de particulas y a la separacion de fases (McClements &
Rao, 2011).

La nanoemulsiones son sistemas transparentes o translucidos, que poseen
un tamafo de particula menor a 1000 nm, a diferencia de las emulsiones que
poseen tamafios de particula mayores a 1000 nm, es decir, micrométricos, y tienen
apariencia turbia o “lechosa”. Las nanoemulsiones al igual que las emulsiones son
sistemas termodinamicamente inestables, pero cinéticamente estables, lo que le da
estabilidad fisica a largo plazo y evita fendmenos de inestabilidad, los cuales se

mencionan en la Tabla 3. (Tadros et al., 2004).
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Tabla 3. Fenémenos de inestabilidad de nanoemulsiones (Aranberri et al.,

2006)
Fendémeno de L
) - Descripcion
inestabilidad
Sedimentacion Proceso causado por accion de la
.
y gravedad que produce un
sedimentacién gradiente  vertical en la M
inversa concentracion de la fase dispersa Sedimentacion Sedimentacion
inversa
Adhesion de las particulas sin
Floculacion  fusionarse, creando agregados ('—8:' 5
de glébulos Cﬁ%
Floculacion
Fusion de los glébulos de la
Coalescencia emulsion creando particulas mas OO
grandes

Coalescencia

y Aumento de tamafio de los
Maduracion de ] ()
glébulos mas grandes a costa de O
Ostwald o)

los mas pequefios Maduracion de
Ostwald

Por su tamafio de particula nanométrico, las nanoemulsiones poseen un
fuerte movimiento browniano que evita la sedimentacion o la sedimentacion inversa
originado por las fuerzas de gravedad, proporcionando asi una alta estabilidad
cinética (Mason et al., 2006). Por otro lado, aunque la presién de Laplace (presion
interna de los glébulos) es muy grande en las nanoemulsiones, los glébulos pueden
permanecer estables contra la maduracion de Ostwald, solo si el compuesto

presente tiene poca solubilidad en la fase continua (Tadros et al., 2004).
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Las nanoemulsiones pueden homogenizar compuestos pobremente solubles
en agua, propiedad que puede ser aprovechada para incorporar ingredientes
bioactivos liposolubles, aumentar su liberaciéon y tiempo de residencia en el tracto
gastrointestinal, asi como su absorcion a través de las células intestinales y ser
capaces de atravesar los vasos capilares mas pequefios. Ademas, otras de sus
ventajas son mejorar la estabilidad de los compuestos bioactivos al brindarles
proteccion contra factores ambientales deteriorativos debido a la membrana
interfacial que los aisla de éstos; y dado que el area superficial por unidad de masa
se incrementa, permiten un mayor transporte, exposicion y penetracion del
compuesto activo y por ende, un incremento en su actividad biologica (Ochoa,
2013).

1.9.1 Tipos de nanoemulsiones

Probablemente la principal propiedad a ser determinada en una emulsién es
el tipo, es decir, si se trata de una emulsion aceite en agua (O/W) o agua en aceite
(W/O), y eventualmente la existencia de una emulsion multiple. De acuerdo a como
se encuentre localizado el agua y el aceite en el sistema disperso, existen diversos
tipos de nanoemulsiones. Al mezclar soluciones acuosas y oleosas en presencia de
emulsificantes, pueden obtenerse cuatro formas diferentes de emulsiones.

Las emulsiones simples se denominan aceite en agua (O/W) cuando las
gotas de aceite estan dispersas en una fase acuosa, una emulsion agua en aceite
(W/O) se constituye de agua como fase dispersa y aceite como fase continua, como
lo ilustra la Figura 12 (Villareal, 2004). Por su parte las emulsiones multiples estan
simbolizadas por W1/O/W2 o O1/W/O2. Si las gotas de aceite de una emulsion O/W
contienen en su interior pequefas gotas de agua, se trata de una emulsion multiple
de tipo W1/O/W2. Donde W1y W2, indican respectivamente las fases mas internas
y externas del sistema. Los subindices pueden referirse tanto a fases iguales como
diferentes (Chavez, 2015).
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Figura 12. Tipo de emulsién segun la fase

1.9.2 Formacién de nanoemulsiones

Como las nanoemulsiones son sistemas termodinamicamente inestables,
para formarlas es necesario aplicar energia. Esta se puede considerar como la
energia que se requiere para expandir la interface AAy (donde y es la tensién
interfacial y AA es el incremento del area interfacial) durante la emulsificacion. Como
y es positiva, la energia para expandir la interface es grande y positiva. Ademas,
este término es lo suficientemente grande como para ser compensado por la
entropia de la dispersion (TAS), entonces la energia libre de formacion de una
emulsion (AG) es positiva, es decir, requiere de energia para su formacion
(Cavazos, 2013).

AG=y*AA—T xAS

En consecuencia, la formacién de una emulsion es termodinamicamente
desfavorable, por lo que requieren de una fuente de energia para lograr la ruptura
de los glébulos y el incremento del area interfacial. Generalmente esta energia
proviene de dispositivos mecanicos o del potencial quimico de los componentes
(Cavazos, 2013).

A pesar de esto, las emulsiones son cinéticamente estables debido a la
presencia de una capa de surfactante adherida en la interfase O/W, que reduce la

tension interfacial.
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1.9.2.1 Formacién de nanoemulsiones por métodos de alta energia

La formacién de nanoemulsiones por métodos de alta energia se consigue
utilizando fuerzas mecanicas ya sea por medio de agitacion, alta presién o
generadores de ultrasonido. La energia proporcionada en forma de cizalla, ondas
ultrasénicas o presion, rompe las gotas de la emulsion hasta lograr tamafios
nanomeétricos (Figura 13) sin embargo, estos tipos de métodos tienen la desventaja
de generar calor extremo durante su proceso, por lo que limita su uso en moléculas

termosensibles como es el caso de moléculas proteicas (Rai et al., 2018).

En la actualidad, estos métodos son los mas utilizados para preparar
nanoemulsiones en la industria de alimentos, ya que son faciles de llevar a gran
escala y la variedad de componentes que se puede utilizar es amplia (McClements
& Rao, 2011).

Métodos de alta energia

oo
TV — oo dlfmo
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Homogenizacion por alta presion ; Oo (3]
0,00

Figura 13. Representacion esquematica de la preparacion de
nanoemulsiones mediante métodos de alta energia (Rai et al., 2018)

1.9.2.2 Formacién de nanoemulsiones por métodos de baja energia

Las nanoemulsiones comunmente son preparadas mediante métodos de alta
energia, utilizando dispositivos mecéanicos capaces de producir intensas fuerzas
disruptivas mencionados en el punto anterior. La formacion de nanoemulsiones
mediante estos métodos es bastante sencilla, ya que a mayor energia se obtenidos

menores tamafios de particula. Sin embargo, la energia requerida para obtener
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particulas a escala nanométricas en muy alta y, por lo tanto, muy costoso. Esto
especialmente considerando que solo una pequeiia cantidad (alrededor del 0.1%)
de la energia implementada, es aprovechada para la emulsificacion (Tadros et al.,
2004). Por el contrario, los métodos de nanoemulsificacion de baja energia, hacen
uso de la energia quimica interna del sistema, debido a esto cominmente son mas
eficientes desde el punto de vista energético, ya que solo requieren de agitacion
simple, de igual manera se logran obtener tamafios de particula mas pequefios en

comparacién a los métodos de alta energia (Solans y Solé, 2012).

La obtencion de nanoemulsiones con métodos de baja energia se basa en la
formacion de globulos de aceite en una mezcla de tensoactivo-aceite-agua cuando
se altera ya sea su composicion o su entorno (Tadros et al., 2004). Los dos métodos
principales utilizados con este enfoque incluyen la emulsificacién espontanea y los
métodos de inversidbn de fase. Estas técnicas suelen ser mas eficaces en la
produccién de tamafios de gota muy pequefios que los métodos de alta energia, sin
embargo, el uso de aceites y surfactantes que se pueden utilizar esta muy limitado.
Por ejemplo, los emulsificantes de origen proteico o de carbohidratos no pueden ser
utilizados, ya que no son capaces de producir nanoemulsiones sin ayuda de
energia. Por lo anterior, el uso de estas técnicas en la industria alimentaria estda muy
limitada (Pouton et al., 2008).

1.10 Emulsificacién espontanea

En este método, una emulsibn o una nanoemulsibn se forma
espontaneamente cuando dos liquidos se mezclan entre si. Los sistemas
preparados con este método en la industria farmacéutica generalmente reciben el
nombre de sistemas de liberacion de farmacos auto-nanoemulsificables (SNEDDS).
En la practica, este método puede llevarse a cabo de diferentes formas: la
composicion de las dos fases puede variar; las condiciones ambientales pueden
modificarse (temperatura, pH, fuerza ionica); y/o las condiciones de mezclado

pueden variar (velocidad de agitacion). Por ejemplo, una fase organica que consiste
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en un aceite, un agente tensoactivo hidréfilo y un agente tensoactivo hidréfobo, se
puede afiadir lentamente al agua; o viceversa, a la fase organica compuesta de los

mismos materiales se le agrega agua lentamente.

Se han propuesto diferentes mecanismos fisicoquimicos para explicar el
fendmeno de emulsificacion espontanea (Pouton et al., 2008). Consideremos una
situacion en la que dos fases se ponen en contacto entre si. Cada fase tiene distintos
componentes que son inmiscibles con la otra fase (por ejemplo, una fase contiene
aceite y la otra agua); sin embargo, una de las dos fases contiene un componente
que es parcialmente miscible con las dos fases (por ejemplo, un tensoactivo).
Cuando las dos fases se ponen en contacto, una parte del componente que es
parcialmente soluble en las dos fases, migra de su posicion original a una posicion
cercana a la otra fase. Como este componente se mueve, causa un incremento en
el area interfacial agua-aceite, en la turbulencia interfacial y forma pequefios
glébulos (Figura 14). El tamafio de las gotas producidas puede controlarse mediante

la variacion de la composicién de las dos fases iniciales, asi como las condiciones

de mezcla.
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Figura 14. Mecanismo de formacién de nanoemulsiones espontaneas
(McClements y Rao, 2011)

En estudios previos sobre nanoemulsiones formadas por emulsificacion
espontanea, solo se han utilizado tensoactivos sintéticos, puesto que actualmente
no hay estudios en los que las proteinas o polisacaridos hayan sido utilizados como
emulsionantes para este método en particular. Esto puede ser debido a las
limitaciones fisicoquimicas asociadas con el mecanismo de formacion de las gotitas.

Las interfaces cubiertas con surfactantes de origen biopolimérico tienden a
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manifestar mayores tensiones interfasiales y propiedades mas elasticas que las

formadas con moléculas surfactantes pequefias (McClements y Rao, 2011).

1.10.1Sistemas de Liberacién de Farmacos Auto-nanoemulsificables
(SNEDDS)

Los SNEDDS son definidos como mezclas isotropicas anhidras de aceite,
surfactantes, co-surfactantes y farmacos, los cuales forman nanoemulsiones al ser
sometidas a una fase acuosa y bajo agitacion suave (Shukla et al., 2016; Avachat y
Patel, 2015; Bernkop-Schntrch, 2013). Debido a estas propiedades, los SNEDDS
pueden ser capaces de formar nanoemulsiones en el tracto gastrointestinal
después de su administracion, debido a que los movimientos peristalticos
proporcionan la agitacion suficiente para la auto-nanoemulsificacion (Li et al., 2014;
Senapati et al., 2016; Wang et al., 2009; Basalious et al., 2010). Las SNEDDS
normalmente producen nanoemulsiones con un tamafio de globulo de entre 20 y
200 nm (Basalious et al., 2010).

1.10.2 Componentes generales de los SNEDDS

Para que pueda ocurrir la nanoemulsificacion espontanea, ha sido
comprobado que solo combinaciones muy especificas de los componentes que
forman el SNEDDS pueden conducir a la autoemulsificacion, por lo que es
importante mencionar que cualquier cambio en los componentes o en las
concentraciones del sistema, puede conducir a un cambio o inclusive a la
destruccion del sistema (Wakerly et al., 1986).

La fase oleosa representa uno de los componentes mas importantes en la
formulacién de los SNEDDS, ya que este determinara las cantidades de farmaco
capaz de solubilizarse en el sistema, ademas, dictara el transporte de la droga a
través del sistema intestinal, pudiendo asi aumentar o disminuir la absorcién en el

organismo (Gursoy y Benita, 2004).
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Los aceites naturales comestibles, no son utilizados con frecuencia, debido
principalmente a su escasa capacidad para disolver grandes cantidades de
farmacos liposolubles, por el contrario, los aceites vegetales modificados o
hidrolizados se utilizan mas ampliamente, ya que estos excipientes forman buenos
sistemas de auto-emulsificacion con una gran variedad de tensoactivos aprobados
para su administracién oral, exhiben mejores propiedades de solubilidad de drogas
lipofilicas y sus productos de degradacién son similares a los productos finales
naturales de la digestion intestinal (Kimura et al., 1994; Constantinides, 1995).
Surfactante: Existen varios surfactantes que pueden ser empleados para el disefio
de SNEDDS, siendo méas ampliamente utilizados los de origen no idénico con un alto
Balance Hidrofilico-Lipofilico (HLB). Los surfactantes mas comunmente usados son
los glicéridos etoxilados y el oleato de polioxietileno como el Cremophor EL y el
Tween 80 respectivamente. Otro factor importante al momento de elegir el
surfactante es la seguridad, son preferibles aquellos emulsionantes de origen
natural ya que se consideran que son mas seguros que los emulsionantes sintéticos,
sin embargo, la gran mayoria de estos posee una capacidad de auto-
nanoemulsificacion muy limitada. Por lo general, la concentracion del surfactante
debe oscilar entre 30 y 60% del peso total del SNEDDS para lograr emulsiones
estables. Determinar la concentracion del emulsificante es muy importante, puesto
gue elevadas cantidades de estos compuestos pueden causar irritacion del sistema
gastrointestinal.

El surfactante implicado en la formulacion del SNEDDS debe poseer un HLB
alto (alta hidrofilicidad) de manera que se dé una rapida formacién de gotas
nanomeétricas O/W y una rapida dispersion de estas en el sistema. Los sistemas con
mayores relaciones surfactante y co-surfactante son los que tienden a producir
SNEDDS (Gursoy et al., 2004).

El co-surfactante juega un papel importante en la emulsificacion espontanea;
tiene como funcidbn mejorar las propiedades de auto-nanoemulsificacion y
generalmente se emplean surfactantes con bajo valor HLB; también son empleados

alcoholes u otras sustancias como el glicerol.
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La mayoria de los SNEDDS disponibles en el mercado son utilizados para
acarrear farmacos poco solubles en agua; sin embargo, debido a que se ha
observado que los excipientes de naturaleza lipidica mejoran la estabilidad y la
permeabilidad de péptidos, se ha visto un gran interés en su uso para la

administracion de péptidos orales (Niu et al., 2016).

1.11 Propiedades de las nanoemulsiones

1.11.1 Potencial Z

Por su tamario, las fuerzas de union en la superficie de las nanoemulsiones
y el liquido circundante determinan parte importante de su comportamiento. Uno de
los mayores efectos de en la superficie de los globulos, son los fenbmenos
electrocinéticos. Cada globulo de nanoemulsion contiene una carga eléctrica que
suele ser de naturaleza negativa o positiva, y pueden producir fuerzas de repulsion
electrostética entre los glébulos vecinos. El potencial Zeta puede ser definido como
la medida de la carga superficial neta de la particula y su distribuciéon en la interfase,
e indica el potencial que se requiere para penetrar la capa de iones circundante en
la particula para desestabilizarla, dicho de otra forma, es la potencia electrostatica
gue existe entre la separacion de las capas que rodean al glébulo. Si la carga es
suficientemente elevada los coloides permanecen discretos, dispersos y en
suspensién. Reduciendo o eliminando estas cargas se obtiene el efecto opuesto y
los coloides se aglomeran y sedimentan (Stachurski et al., 1996). La magnitud de
estas cargas eléctricas es primordial para valorar la estabilidad de las

nanoemulsiones.

1.11.2 Tamafio y distribucion de glébulo

El tamafio de glébulo de una emulsion puede definirse como el didmetro de
los globulos de la fase dispersa; esto considerando que todos los glébulos tengan

el mismo didmetro en todo el sistema. Este valor es muy importante dado de que
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otorga muchas de las propiedades que posee el sistema; por ejemplo, su apariencia,
ya que se ha observado que cuando el diametro general de las gotas de una
emulsién es menor a los 200 nm, estas son claras y translucidas. Por otra parte,
debido a que los procesos de formacion de emulsiones son fendbmenos aleatorios,
el tamafio de la particula, esta influenciado por multiples variables y como resultado
final se obtiene una emulsidn con distintos tamafios de particula. Asi, la distribucion
del tamafio de globulos representa la fraccion de globulos que pertenecen a cada

tamafo (Marquez, 2005).

Uno de los factores que probablemente afecte en mayor medida en las
propiedades de las nanoemulsiones, es sin lugar a duda los emulsificantes o
surfactantes, ya que las propiedades resultantes de la hanoemulsion dependeran
de la naturaleza del compuesto anfifilico, asi como de su concentracién, por lo que
la eleccion del surfactante a utilizar para la estabilizacion del sistema, sera

fundamental en las propiedades de las nanoemulsiones.

1.12 Emulsificantes

En el proceso de formacion de nanoemulsiones, al igual que en las
emulsiones convencionales, es necesaria la accion de un agente emulgente para
lograr estabilizar la emulsidon por periodos de tiempos prolongados (Cardoso et al.,
2015).

Los emulsificantes, también llamados surfactantes o agentes tensoactivos,
son especies quimicas con una naturaleza polar- no polar, con tendencia a
localizarse en la interface, formando una capa monomolecular adsorbida en la
interface (entre las fases hidrofilica e hidrofébica). Esta ubicacion impide el trafico
de moléculas que van de la superficie al interior de liquido en busca de un estado

de menor energia, disminuyendo asi el fendmeno de tensién superficial.
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1.12.1 Tipos de emulsificantes

Los agentes tensoactivos se pueden clasificar en funcion de la naturaleza

idnica de la cabeza:

a)

b)

I6nicos: Se trata de los agentes tensoactivos que presenta la cabeza hidrdfila
regularmente con carga negativa ya que son muy pocos los que poseen
carga positiva. Se emplean ampliamente para el desarrollo de
nanoemulsiones de baja y alta energia. Sin embargo, poseen la desventaja
de causar irritacion en elevadas concentraciones por lo que su uso se limita
a sistemas con poco emulsificante.

Zwiteridnicos: Estos agentes tensoactivos contienen cargas opuestas en la
misma molécula. Gracias a esto, este tipo de emulsificantes pueden tener
una carga neta positiva, negativa o neutra, dependiendo del pH del medio.
Los fosfolipidos son un comun ejemplo de surfactantes Zwiteridnicos ya que
son ampliamente utilizados en la industria alimentaria, como es el caso de la
lecitina

No ionicos: Los surfactantes no idnicos, son aquellos que carecen de grupos
polares cargados en su estructura, pero poseen grupos como los etoxilatos,
gue muestran gran afinidad hacia las moléculas de agua, debido a las fuertes
interacciones dipolo-dipolo en los enlaces de hidrogeno de los grupos
etoxilados. La parte hidr6foba del agente tensoactivo generalmente es una
cadena simple de hidrocarburo o acidos grasos. Son utilizados ampliamente,
debido en gran medida a su baja toxicidad y a su capacidad de formar
nanoemulsiones tanto de alta como de baja energia. Algunos claros ejemplos
de este grupo de surfactantes son los Tweens, Spans y Cremophor
(Aranberri et al., 2006; McClements y Rao, 2011).

1.12.2 Valor HLB

Este sistema fue desarrollado por Griffin en la década de 1950, quien intento

proporcionar una respuesta a la busqueda de un agente tensoactivo ideal para la
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estabilizacién de un sistema dado (Macedo et al., 2006). La naturaleza anfifilica de
los agentes tensoactivos puede ser expresado en términos de una escala empirica
gue comunmente se denomina el balance HLB (balance hidrofilo-lipéfilo). Se han
establecido varias ecuaciones para calcular los valores de HLB y a los agentes
tensoactivos menos hidrofilos se les ha asignado los valores de HLB mas bajos. Sin
embargo, el nimero de HLB es asignado al agente tensoactivo puro y suele diferir
del comportamiento del mismo en disolucion como se muestra en la Tabla 4. El valor
HLB puede variar en funcién del tipo de electrolito, temperatura y tipo de aceite,
debido a que modifican la geometria de la capa de agentes tensoactivos en la

interface (Aranberri et al., 2006).

Tabla 4. Valores de HLB en relacion con las caracteristicas fisicas (Cavazos,

2013)
Valor HLB Dispersion en solucién acuosa Aplicacion
1-4 Nulo N
W/O emulsificante
4-6 _
Débil
6-8 .
Emulsiones O/W
8_10 7 - . .
Translucido en soluciones dispersas :
10-13 Emulsiones O/W: Agente
13-14 Soluciones transparentes solubilizante

1.13 Digestion de emulsiones

Tras su ingestion, las emulsiones entran al tracto gastrointestinal (Gl) y pasan
por una serie de diversas condiciones de las distintas etapas del sistema Gl que

alteran sus propiedades, y por lo tanto modifican su capacidad de absorcion.
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1.13.1 Boca

La primera etapa que experimenta la emulsion durante su paso a traves del
sistema Gl es la cavidad oral. La emulsion ingerida sufrira una serie de cambios
estructurales y de composicién debido en primer lugar a su dilucion con fluidos
salivales que la dispersan y/o diluyen, lo cual puede llevar a un aumento en el
tamafio promedio de particula de los sistemas, y a la distribucién bimodal de las
mismas. Esto ocasiona la floculacion de las gotas de la nanoemulsion, que puede
ser originado por la interaccién con las moléculas de mucina presentes en la saliva.
De igual forma la carga superficial de las particulas de las nanoemulsiones se ven
afectadas en esta etapa, lo anterior puede quedar esclarecido ya que la saliva
contiene iones minerales que modifican las cargas superficiales. Otro efecto al que
se le atribuye el cambio en la carga eléctrica superficial, es la presencia misma de
las moléculas de mucina, que pueden interferir en la sefial electroforética que se

utiliza para calcular el potencial Z (Chen et al., 2017).

1.13.2 Estobmago

Después de ingerir un alimento y pasar por la boca y el eséfago, ingresa a la
cavidad gastrica. Dentro del estbmago, el bolo alimenticio estd expuesto a una
variedad de condiciones fisicoquimicas que pueden alterar en gran medida sus
propiedades como: una acidez muy elevada (pH 1-3), alta fuerza i6nica (como sales
de calcio y sodio), actividad enzimatica (proteasas y lipasas). En principio la alta
acidez puede causar la degradacién quimica de muchos compuestos, por ejemplo,
la hidrolisis de surfactantes y proteinas o péptidos. Un cambio en el pHy en la fuerza
ionica también conllevan a la alteracion de las interacciones electrostaticas del
sistema. Las lipasas gastricas iniciaran la digestion de tensoactivos como
acilgliceridos y fosfolipidos pudiendo influir en el tamafio de las gotas, mientras que
las proteasas gastricas dan inicio a la digestion y fragmentacion de moléculas
proteicas. El grado y la naturaleza de estos cambios depende de la composicion de

las nanoparticulas. Por ejemplo, se ha demostrado que las nanoparticulas
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revestidas con proteinas globulares son altamente propensas a la floculacion,
mientras que las nanoparticulas a estabilizadas con moléculas lipidicas resultan ser

mas estables (McClements, 2013).

1.13.3 Intestino delgado

El quimo (bolo alimenticio) que sale del estbmago pasa a través del esfinter
pilérico, que es capaz de abrirse y cerrarse para controlar la cantidad de alimento
gue ingresa al intestino delgado. Una vez en el intestino delgado, el quimo se mezcla
con los fluidos intestinales, que poseen un caracter alcalino, ademas de contener
sales biliares, fosfolipidos, lipasas pancreaticas, bicarbonato y varias sales. Esto
induce a un aumento en el pH de la mezcla a aproximadamente 7 (pH neutro). Esta
mezcla de jugos biolégicos esta disefiada para digerir cualquier macromolécula
presente en los alimentos para ser absorbidos posteriormente por las células del
epitelio (Guyton & Hall, 2006). Por lo tanto, las proteinas son degradadas a
aminoacidos y péptidos por accion de las proteasas, los acilgliceridos liberan sus
acidos grasos debido a la presencia de lipasas, y los almidones son reducidos a
oligosacaridos y glucosa gracias a las amilasas. Un aspecto muy importante de esta
etapa es la formacion de estructuras coloidales que mejoran la absorcion de los
nutrientes digeridos. Por ejemplo, las micelas y vesiculas formadas, son capaces
de solubilizar a los acidos grasos libres, monoacilglicéridos y vitaminas liposolubles;
estas moléculas que fueron encapsuladas son transportadas hasta la mucosa
intestinal, donde son absorbidas por los enterocitos. En algunas ocasiones las
micelas formadas en la digestidn de lipidos llegan a tamafios menores a los 100 nm,

considerandose estas dimensiones como nanoparticulas (McClements, 2013).
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Figura 15. Condiciones fisiologicas y fisicoquimicas de las distintas regiones
del sistema gastrointestinal (McClements, 2013)

1.13.4 Absorcion de emulsiones

La absorcion es el proceso en el cual una sustancia se transfiere desde el
tracto gastrointestinal hacia las células del epitelio que lo recubre. Después, dichas
sustancias son transportadas al torrente sanguineo y posteriormente a los tejidos.
Las emulsiones en algunos casos consisten en compuestos bioactivos atrapados
dentro de la matriz, y hay dos aspectos a considerar al momento de la absorcion, 1)
absorcion de los compuestos bioactivos y 2) absorcion de las particulas de la
emulsion; de igual manera es importante distinguir la regién en donde ocurre la
absorcion, que generalmente ocurre en el intestino delgado. Si la emulsion original
fue completamente digerida antes de llegar al sitio de absorcién, entonces solo se
debe tomar en cuenta la capacidad de absorcién del compuesto bioactivo. Por otro
lado, si la emulsién original esta compuesta por una interface o un nucleo no
diferible, es posible que llegue intacta al sitio de absorcion, en este caso se debe

considerar tanto la absorcidén de la emulsion como del compuesto bioactivo. Estas
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particulas pueden ser absorbidas directamente en el cuerpo por algunos de los
mecanismos que se mencionaran enseguida, dependiendo de su tamaiio,
composicion y carga superficial. Es importante recalcar que los compuestos
encapsulados dentro de la emulsion pueden presentar distintos destinos como: a)
permanecer dentro de la emulsion y no ser absorbidos, b) pueden permanecer
dentro de la emulsion y ser absorbidos completamente, c) pueden salir de las
particulas e incorporarse a micelas mixtas, d) pueden liberarse de la emulsion y ser
destruidas o no absorbidas (McClements, 2013). La mucosa intestinal (capa
viscoelastica altamente compleja que recubre las células del epitelio intestinal) es
otra barrera a tomar en cuenta en la asimilacion de particulas, ya que en general
existen dos mecanismos que pueden restringir el paso de los glébulos de las
emulsiones a través de la mucosa (Ensign et al., 2012): a) el tamafio de los poros
de la mucosa, debido a que se ha observado que existen distintos tamafio dentro
de la capa de la mucosa, aunque se ha visto que en general pueden penetrar
particulas de hasta 400 nm, las particulas mas pequefias pasaran con facilidad a
través de la mucosa (Cone, 2009), b) Las interacciones moleculares son otro factor
importante para el paso de particulas a través de la mucosa, puesto que es
guimicamente muy compleja y es capaz de interactuar con las particulas a través
de una gran variedad de interacciones, por ejemplo, interacciones electrostaticas,
interacciones hidrofébicas, fuerzas de van der Waals y puentes de hidrégeno. Si
una particula es fuertemente atraida por las cargas de la mucosa entonces puede
guedar adherida a ella y ser transportada; estos procesos de mucoadhesion
aumentan el tiempo de residencia de las particulas dentro del sistema GlI, lo que

puede permitir a un mayor grado de absorcion (McClements, 2013).

Una vez que la particula ha penetrado a través de la mucosa intestinal, es
absorbida por las células del epitelio, dependiendo de su tamafio y caracteristicas
superficiales. Hay dos tipos de células donde puede ocurrir la absorcion de
particulas: los enterocitos y las células-M. Los enterocitos son el tipo de células mas
abundantes que recubren el intestino, pero no son eficientes en la absorcion de
particulas. Por otro lado las células M son mucho menos numerosas (<1% de las

células del epitelio), pero son mas eficientes en la absorcion de particulas; estas
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son responsables de absorber e identificar los antigenos ingeridos, que incluyen
macromoléculas, microorganismos y ciertos tipos de particulas, que luego envian al

sistema linfatico para inducir la respuesta inmune (Frohlich y Roblegg, 2012).

A) Mecanismo paracelular
Las nanoparticulas que son lo suficientemente pequefias pueden pasar a
través de los pequefios espacios que separan las células epiteliales; este
mecanismo ha sido sugerido para explicar el transporte de nanopatrticulas lipidicas

sélidas a través de las células del epitelio (McClements y Rao, 2011).

B) Mecanismo transcelular

Las nanoparticulas pueden ser lo suficientemente pequefias para ser
absorbidas directamente a través de las membranas de las células epiteliales por
mecanismos de transporte activos y pasivos. Normalmente ocurre por el mecanismo
de endocitosis, en donde la nanoparticula se encuentra con la membrana celular y
es envuelta con esta, luego parte de la membrana se desprende para formar una
vesicula son una nanoparticula atrapada en su interior. Este proceso puede ocurrir
en células de enterocitos, pero por lo general es mas prevalente en células-M. Se
ha estimado que los enterocitos pueden ser capaces de absorber particulas con
tamafos de 50 a 100 nm por este mecanismo, mientras que las células-M lo pueden

hacer con particulas de hasta 500 nm (McClements, 2013).
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Particulas muy grandes no
podran pasar a traves de la
mucosa intestinal

Particulas pequeias pueden
penetrar la mucosa intestinal
incrementando su tiempo de
retencion y su absorcion
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Mucosa
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Células
epiteliales

Figura 16. Mecanismos de absorcion de emulsiones a través del epitelio

intestinal
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2 JUSTIFICACION

Uno de los tratamientos para el control de la diabetes consiste en la
administracion de insulina por via subcutanea, el cual es un método doloroso e
incomodo. Actualmente no existe un método efectivo de administracion oral de
insulina debido a su baja biodisponibilidad generada por la degradacion enzimatica.
En los ultimos afios los SNEDDS han sido propuestos como una alternativa para
esta problematica, la incorporacion de insulina en este tipo de sistemas puede
llevarse a cabo mediante la formacién de complejos con fosfolipidos; sin embargo,
hasta el dia de hoy estos sistemas han mostrado una buena bioaccesibilidad, pero
muy baja absorcidén. Una alternativa propuesta para aumentar la biodisponibilidad
de estos sistemas es la incorporacion de acidos grasos de cadena media a los
fosfolipidos, puesto que estos acidos grasos no son buenos sustratos para las

lipasas y son absorbidos mas facilmente por el epitelio intestinal.
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3 HIPOTESIS

Los complejos insulinicos formados por fosfolipidos y fosfolipidos
modificados acoplados a un sistema auto-nanoemulsificable incrementaran la

biodisponibilidad, bioaccesibilidad y bioactividad oral de la insulina.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Desarrollar un sistema auto-nanoemulsificable cargado con complejos de
insulina-fosfatidilcolina y fosfatidilcolina modificada, para incrementar la

bioaccesibilidad, biodisponibilidad y bioactividad oral de la insulina.

4.2 Objetivos especificos

e Formular, desarrollar y caracterizar los SNEDDS

e Formar complejos insulinicos con fosfolipidos y fosfolipidos modificados e
incorporarlos en un SNEDDS

e Evaluar la bioaccesibilidad in vitro del complejo insulinico incorporado en un
SNEDDS

e Evaluar la biodisponibilidad y bioactividad de la insulina en un modelo murino

de ratas Wistar con diabetes inducida
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5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales y reactivos

El aceite y co-surfactante, Lauroglycol FCC vy Labrafii M1944CS,
respectivamente, fueron proporcionados por Gattefossé para la realizacién de los
SNEDDS. La fosfatidilcolina de Soya con 95% de pureza se obtuvo de Avanti Polar
Lipids (Alabaster, AL). Fosfolipasa PLA1 Lecitase® Ultra fue proporcionada sin
costo por novozozymes (Dinamarca). Acido caprilico, Cremphor EL, insulina
humana recombinante, estreptozotocina, mucina porcina, albumina bovina, pepsina
y lipasas fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Los kits para determinacion de
glucosa (Bio-insulina®) e insulina en sangre (Bio-insulina®) fueron adquiridos de
Grupo MEXLAB (México). Los solventes y reactivos grado HPLC utilizados en este

trabajo fueron adquiridos de Tegsiquim (Ciudad de México).

5.2 Obtencidn de fosfatidilcolina modificada con &cidos grasos de cadena

media a partir de fosfatidilcolina de soya mediante modificacién enzimatica

5.2.1 Inmovilizacion de enzima fosfolipasa en Duolita

Para la inmovilizacién de la enzima fosfolipasa Al, se pesaron 100 g del
concentrado enzimatico Lecitase® Ultra (1.5% de proteina) y se mezclaron con un
volumen igual de buffer Tris-HCI 0.1N (pH 8). La enzima en suspension se mezcld
con 20 g de soporte (Duolita A568) y se sometié a agitacion orbital a 300 rpm, a una
temperatura de 50 °C. Se tomaron muestras del sobrenadante (50 pL) para el
analisis de proteina. Después de 12 horas, la suspension de enzima inmovilizada
se paso por papel filtro Whatman y los sélidos se lavaron con 500 mL de buffer Tris,
se secaron en estufa de vacio a 30 °C por 12 h. La preparacion enzimatica seca se

utilizé para catalizar las reacciones de aciddlisis (Garcia et al., 2008).
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5.2.2 Cuantificacién de laretencién de enzima en Duolita

Para determinar la adsorcién de la enzima en el soporte se realizé la
cuantificacion de proteina por el método de Bradford (1976) usando un
espectrofotometro Agilent 8453 para medir la absorbancia. Se emple6 albamina de
suero bovino (BSA) como estandar para la elaboracion de la curva de calibracion.
Las muestras tomadas del sobrenadante (50 pL) del punto anterior se mezclaron
con 450 pL de buffer Tris; de esta mezcla de tomaron 100 uL y se le afladieron 3,500
uL de reactivo de Bradford, se dejaron reposar las muestras por 10 minutos y

posteriormente se leyeron en el espectrofotometro a 595 nm.

5.2.3 Sintesis de fosfatidilcolina modificada rica en AGCM a partir de
PC de soya

La sintesis de PC rica en AGCM se llevo a cabo a través de una reaccion
enzimatica de aciddlisis, utilizando fosfolipasa Al Lecitase® Ultra inmovilizada en
Duolita. Como primer paso la PC de soya se disolvio en hexano por medio de
ultrasonicacion en una relacién de 4 mL de solvente por cada gramo del fosfolipido.
Una vez disuelta la PC, la reaccion se llevo a cabo a las siguientes condiciones:
temperatura de 50 °C, concentracion de enzima inmovilizada de 10 %, relacion
molar de sustratos (PC:AGCM) 1:16 y agitacion orbital de 300 rpm (Baeza et al.,
2012).

Para la elaboracién de cinéticas, se utilizé 1 g de fosfatidilcolina de soya, la
PC y el resto de los reactivos y solventes, se colocaron en matraces Erlenmeyer
con tapa rosca de 25 mL. La reaccion se llevo a cabo en un agitador orbital Thermo
MaxQ™ 4450 operando a las revoluciones establecidas, por un periodo de 24 horas.
Se tomaron muestras de 50 pL de reacciéon a las 0, 1, 2, 4, 8, 12 y 24 horas para

determinar la incorporacion de AGCM a la PC.
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5.2.4 Determinacion de laincorporacién de los acidos grasos de
cadena media a la fosfatidilcolina

La incorporacion de AGCM a la PC de soya fue analizada mediante
cromatografia de gases (CG). Los acidos grasos esterificados fueron derivatizados
a metil esteres por metilacion alcalina. Para esto se tomaron 10 mg de la mezcla de
reaccion y se le incorpor6 una alicuota de 100 uL de acido tridecanoico metil ester
diluido en hexano (50 mg de acido tridecanoico metil ester en 10 mL de hexano) y
el solvente fue removido con nitrdgeno. A continuacion, se afadieron 2.5 mL de
metoxido de sodio 0.5 N en metanol y la reaccién se mantuvo a temperatura de 80
°C por 10 minutos. Pasado este tiempo, las muestras fueron enfriadas en un bafo
de hielo por aproximadamente 1 minuto. Con el fin de recuperar los metil esteres de
los acidos grasos se agregaron 2 mL de hexano grado HPLC y se agité para
incorporar los componentes en la fase organica. Por ultimo, se adicionaron 5 mL de
solucién de bicarbonato de calcio (9 g de NaCOs en 100 mL de agua mili-Q) y se
centrifugd a 3500 rpm por 10 min. La fase del hexano se recuper6 en viales para
cromatégrafo de gases y se mantuvieron a temperatura de congelaciéon hasta su
andlisis.

Para el andlisis y la cuantificacion los acidos grasos del fosfolipido, se inyecto
una alicuota de 1 pL en un cromatégrafo de gases Hewlett-Packard modelo 6890
equipado con un detector de ionizacion de flama y se utiliz6 una columna capilar
HP-INNOWAX de Polietilenglicol (60 mm X 0.25 mm X 0.25 mm). El método
consistié en una temperatura inicial de 190 °C por 1 minuto seguido de una rampa
de 4 °C por minuto hasta una temperatura final de 210 °C. El tiempo de corrida fue
de 30 minutos. El puerto de inyeccion se mantuvo a una temperatura de 200 °Cy el
detector a 230 °C. Se utilizé nitrégeno de alta pureza como gas acarreador a un flujo

constante de 1 mL/min (Esperon et al., 2017).

5.2.5 Determinacién del rendimiento de la reaccion de acidoélisis de PC-
modificada
Para cuantificar el rendimiento de la obtencién de PC modificada durante la

reaccion de acidolisis se empled un analisis por HPLC en fase normal; para ello se
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tomaron 2 mg de muestra de reaccién y se diluyeron con 1.5 mL de hexano grado
HPLC; una vez mezclada la muestra y el solvente se hicieron pasar por filtros de
nylon para jeringa de 0.45 um. El volumen de inyeccion fue de 15 pL y el sistema
cromatografico consistié de una bomba binaria de HPLC (Waters 1525), un inyector
automatico (Waters 717plus), un detector UV-Visible (Waters 2487) puesto a 203
nmy 205 nm y se empled una columna Econosil Silica 5U de fase normal (250 x
4.6 mm) de Alltech a 40°C para la separacion. La fase movil empleada consistio en
acetonitrilo:metanol:acido fosférico (130:5:1.5 v/v/v) con un flujo isocratico de 1

mL/min y un tiempo de corrida de 18 min (Ochoa et al., 2013).

5.2.6 Purificacion de PC-modificada por cromatografia en columna

La remocion de acidos grasos de la reaccion de aciddlisis se llevé a cabo
mediante una cromatografia en columna abierta por gravedad fase normal. Para
efectuarlo se utilizé una columna cromatografica de 560 mm de largo por 55 mm de
didmetro, empacada con 600 g de silicagel de 60-200 mesh de didmetro medio de
particula y 60 A de diametro medio de poro (Sigma Aldrich). Se utiliz6 como fase
movil cloroformo para la separaciéon de los &cidos grasos y metanol para la
disgregacion de fosfolipidos. Para el empacado de la columna, se hidrat6 el gel de
silice con la mezcla de disolventes de elusion a utilizar y se emple6 una relacién
1/100 (peso de producto/peso de gel de silice) para la separacién de compuestos
(Chéavez et al., 2017).

5.3 Elaboracion del complejo insulina-PC e insulina-PCM

Para la elaboracion del complejo insulina fosfatidilcolina e insulina-
fosfatidilcolina modificada acorde al método de Cui (2006), se utilizé insulina
humana recombinante 27 Ul/mg (Sigma Aldrich). Para realizar el complejo se tomo
en cuenta una relaciéon molar de 1:60 insulina-fosfatidilcolina respectivamente y se

le adicion6 2 mL de dimetilsulfoxido (DMSQO) con 5% de acido acético anhidro para
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hacer mas soluble el DMSO en la mezcla de insulina-PC. La mezcla se llevo a
agitacion suave hasta que se formé una mezcla clara y homogénea. Posteriormente,
para eliminar el DMSO y formar las micelas inversas alrededor de la molécula de
insulina, se liofilizé la mezcla a -40° C y a una presion de vacio de 10 Pa (Cui et al.,
2006; Li et al., 2014)

5.4 Pre-formulacion del SNEDDS

Para elegir el sistema auto-nanoemulsificable adecuado, que cumpliera con
tamafios de particula menores a 200 nm y un bajo indice de polidispersidad, se
probé con distintas formulaciones, las cuales consistieron de un disefio 32 el cual se

presenta en la Tabla 4.

Como fase oleosa se emple6 lauroglycol FCC, como surfactante Cremophor
El y como co-surfactante Labrafil M1944CS, los cuales fueron mezclados con las
concentraciones correspondientes a cada tratamiento mencionados en la Tabla 5,
se mezclaron y se sonicaron por 1 min en un bafo ultasonicador a 25°C.
Posteriormente, por cada gramo de pre-formulacién se afiadieron 100 mL de agua
destilada a 37°C con agitacion orbital de 300 rpm por 3 minutos (Karamanidou et
al., 2015). Cada tratamiento se realizé por duplicado y se caracterizaron mediante
el tamafio de globulo, potencial Z e indice de polidispersidad. Las concentraciones
de cada fase para llevar a cabo la emulsificacion espontanea se seleccionaron
acorde al tamafio de particula del rango establecido para ser consideradas

nanoemulsiones.
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Tabla 5. Disefio factorial para las formulaciones de las SNEDDS

Fase oleosa Tensoactivo Co-Tensoactivo
Tratamiento | Lauroglycol FCC Cremophor EL Labrafil M1944

(mg) (mg) (mg)
1 50
2 300 150
3 250
4 50
5 100 500 150
6 250
7 50
8 700 150
9 250
10 50
11 300 150
12 250
13 50
14 300 500 150
15 250
16 50
17 700 150
18 250
19 50
20 300 150
21 250
22 50
23 500 500 150
24 250
25 50
26 700 150
27 250

5.4.1 Caracterizaciéon de las pre-formulaciones

Después del proceso de auto-nanoemulsificacién, se caracterizaron las

muestras con el fin de estudiar la influencia de las variables sobre la emulsificacion
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espontanea y las propiedades de la nanoemulsién, tales como la carga superficial,

el tamafio de glébulo e indice de polidispersidad.

5.4.1.1 Andlisis del tamafio del glébulo y distribucion

El tamafio de glébulo y la distribucidn se realizaron mediante la técnica de
dispersion de luz dindmica utilizando un equipo Zetasizer Nano—ZS90 (Malvern
Instruments), que posee un intervalo de deteccion de 0.3 nm a 5 um. El tamafio
promedio de glébulo reportado fue proporcionado por el equipo como diametro
promedio, la distribucion del tamafio de glébulo fue determinada por el indice de
polidispersidad, el cual es una medida adimensional que describe la amplitud de la
distribucién del tamafio del glébulo; este mide la varianza de la distribucion, asi
valores de cero o cercanos a cero indicaran diametros de glébulos monodispersos
y conforme aumente la diferencia de tamafios entre globulos el valor de
polidispersidad tendera a uno, y por ultimo el percentil D90, que indica, el tamafio
de particula bajo el cual se encuentran el 90% de los glébulos de la nanoemulsion.
Para llevar a cabo las mediciones fueron tomados 100 pL de la emulsién y se

diluyeron en 900 uL de agua milli-Q y se colocaron en una celda para ser leida.

5.4.1.2 Medicion del potencial zeta

La carga superficial de los glébulos se analizé midiendo el potencial zeta de
las nanoemulsiones, utilizando el equipo Zetasizer Nano—ZS90 (Malvern
Instruments). Que se basa en la técnica de Microelectroforesis laser-doppler (Loyo,
2017). Para llevarlo a cabo, 100 pL de la emulsion se diluyeron en 900 uL de agua
milli-Q y se llevaron a una celda para ser leida a 25°C con un angulo de dispersién
de 90°C.
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5.5 Elaboracién de diagrama de fases ternario

Una vez caracterizadas todas las pre-formulaciones, todas aquellas
nanoemulsiones que obtuvieron un diametro de gota < 200 nm y contaban con una
distribucién monomodal fueron consideradas como nanoemulsiones. Los datos de
cada tratamiento y sus promedios de particula se ingresaron al programa
SigmaPlot® para graficar el area de nanoemulsificacién espontanea dentro del

diagrama de fases.

5.6 Eleccion del SNEDDS

Para elegir el SNEDDS se tomé en cuenta el tamafio de particula de las
nanoemulsiones, se eligieron aquellas que ostentaban un tamafo menor a 200 nm,

asi como una distribucion monomodal y un bajo indice de polidispersidad (<0.2).

5.7 Evaluacién de los efectos y porcentaje de incorporacion del complejo
en los SNEDDS

Con el fin de evaluar los efectos del porcentaje incorporado de complejo en
los sistemas auto-nanoemulsificables, se emplearon tres distintas concentraciones
de complejo embebido en la fase oleosa, correspondientes al 0%, 2.5% y 5%, los
cuales se incorporaron mezclando y agitando suevamente el complejo insulina-
Fosfatidilcolina en Lauroglycol FCC, por el tiempo que fuera necesario hasta lograr
la formacién de una mezcla traslucida y homogénea, esto indicaba la total disolucién
de los compuestos. Una vez mezclados se procedi6 a incorporar las cantidades de
surfactante y co-surfactante correspondiente, y formar las nanoemulsiones para
medir los cambios en su distribucion, tamafios de particula y PDI, mediante la

técnica descrita en el punto 5.3.1.1.

Una vez seleccionado el porcentaje de incorporacién del complejo, se

procedio a cuantificar el porcentaje de incorporacion, el cual se logré, preparando 2
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mL del sistema a 37°C con agitacion suave y centrifugandola a 10000 rpm por 30
min. En la fase acuosa quedo la insulina que no fue capaz de unirse al SNEDDS y
gue por lo tanto se consideré como insulina no encapsulada. La cuantificaciéon de

su concentracion se llevd a cabo mediante un kit ELISA.

5.8 Evaluacién de la bioaccesibilidad en un sistema de digestion in vitro

Con ayuda del diagrama de fases, se eligieron 3 composiciones de SNEDDS
para someterlos a las condiciones in vitro del sistema gastrointestinal. La evaluacion
in vitro se valord en tres distintas etapas que correspondian a la fase de boca,
estdbmago e intestino delgado (Loyo, 2017). Es en este ultimo, donde se lleva a cabo

la absorcién del nanosistema.

Para recrear la saliva su utilizé una mezcla de sales inorganicas y mucina
porcina (las composiciones se muestran en la Tabla 6). Una muestra de 4 mL de
SNEDDS, se mezcl6 con un volumen igual de solucion salival y se ajusté el pH a
6.8 con ayuda de una solucion de hidréxido de sodio al 0.1 M. La muestra se incub6

a 37°C durante 10 minutos con una agitacién de 100 rpm.

Tabla 6. Composicién de solucion salival simulada

Compuesto g/L

Cloruro de sodio 1.594
Nitrato de amonio 0.328
Fosfato de potasio 0.636
Cloruro de potasio 0.202
Citrato de potasio 0.308
Urea 0.198
Sal sddica de acido lactico 0.146
Mucina 0.30

La fase gastrica se simuld con una solucion que imitaba los jugos gastricos
que contenia 2 g de cloruro de sodio, 7 mL de &cido clorhidrico y 3.2 g de pepsina.

Todos los componentes se disolvieron y aforaron a 1 L de agua; el pH de esta
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solucion de ajusté a 1.2 con ayuda de &cido clorhidrico 1 M. Posteriormente, a los
4 mL de nanoemulsion mezclados con los 4 mL se solucién salival se les agregaron
8 mL de la simulacién de jugo gastico previamente mencionada. Se modificé el pH
de la muestra a 2.5, utilizando hidréxido de sodio 1 M y se mantuvo a 37 °C con 100

rpm de agitacion por 2 h.

Para preparar la muestra a las condiciones del intestino delgado, se ajusto el
pH de la muestra a 7 utilizando hidréxido de sodio 1 M y se agregaron 2.1 mL de
sales biliares (46 mg/mL) y 0.5 mL de cloruro de calcio (110 mg/mL) disueltos en
tampén fosfato pH 7; se comprobd el pH de 7 y si era necesario se ajustd con
hidroxido de sodio. Para finalizar se adicion6 1.3 mL de lipasa (15 mg/mL) disuelta
en buffer de fosfato. El pH de la muestra se controlé y se cuantificd el volumen de
NaOH 0.25 M necesarios para neutralizar los acidos grasos liberados por la

digestion (es decir, mantener un pH de 7 durante dos horas).

5.9 Evaluacién de la biodisponibilidad de la insulina de forma oral en un
modelo murino

5.9.1 Induccidn de diabetes experimental a ratas Wistar

La induccion de diabetes experimental se realizo en ratas Wistar macho, con
un peso corporal entre 150g y 250g, con un rango de edad de 7 a 8 semanas,
llevadas a un proceso de adaptacion de 7 dias en el Bioterio de experimentacion
del laboratorio de Quimica de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Veracruz, bajo

condiciones y cuidados acuerdo a la Norma Oficial Mexicana-NOM-062-ZO0-1999.

Una vez terminada la semana de adaptacion, a cada animal le fue
administrada una dosis Unica de 55 mg.Kg* de peso corporal de estreptozotocina
por via intraperitoneal, empleando un volumen de administracion de 0.5 mL/100g
de peso corporal. Las soluciones de estreptozotocina fueron preparadas
inmediatamente antes de su utilizacion, disolviendo la cantidad necesaria del

compuesto en buffer citrato de sodio 100 mM, pH 4.5.
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Con el propésito de evitar la muerte de los roedores por la hipoglicemia que
se produce durante las primeras 24 h de accion de la estreptozotocina, se
proporcioné a los animales una solucion de glucosa al 15% durante este periodo;
una vez pasado este lapso, se suspendio la entrega de la solucion del glacido y se
continué con la administracion de agua comun. Los niveles de glucosa y la
variabilidad del peso fueron evaluados 6 dias después de la induccion a cada uno

de los grupos establecidos.

5.9.2 Determinacion de los niveles de glucosa en sangre

El nivel de glucosa en sangre de los animales fue cuantificado mediante el
método enzimatico GOD-POD (Kit Bio-Glucosa MEXLAB). Se extrajeron muestras
sanguineas de 200 pL mediante la técnica de corte de cola y recibidas en
microtubos eppendorf® de 1.5 mL. Después de 20 min de reposo, las muestras ya
coaguladas fueron centrifugadas a 5500 rpm por 5 min a 10 °C para separar el
plasma del paquete globular y fueron almacenadas a 4 °C hasta su utilizacién. Una
muestra de 10 uL de plasma fueron mezclados con 1mL del reactivo GOD-POD e
incubado por 5 min a 37°C para posteriormente evaluar los niveles de glucosa
mediante espectrofotometro a 505 nm. Los resultados se obtuvieron leyendo las
absorbancias de cada muestra y multiplicandolas por un factor, el cual se estimoé
con la ayuda de un calibrador sérico (MEXLAB), con una concentracion conocida

de 194 mg/dL y aplicando la formula proporcionada por el fabricante

Concentracion calibrador
Abs.Calibrador

Factor =

Una vez conocido dicho factor, los valores de absorbancia de las muestras
fueron multiplicados por este valor. Las concentraciones de glucosa fueron

expresadas en mg/dL.
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5.9.3 Evaluacién de la biodisponibilidad oral de insulina en un modelo
murino

Para evaluar la biodisponibilidad de la insulina cargada en las SNEDDS, se
formaron 5 grupos de ratas Wistar diabéticas con 5 individuos cada uno. Las ratas
tuvieron un ayuno de una noche antes del tratamiento y durante las 8 horas que
dur6 el procedimiento, permitiendo solamente agua ad libitum. Posteriormente, al
grupo 1, no se le administré ningun tratamiento, al grupo 2, se le administro insulina
de forma tradicional, es decir, 2 UI/Kg de forma subcutanea, al grupo 3, se le
proporcionaron 50 UI/Kg de solucion de insulina, al grupo 4, se le dieron 50 Ul/Kg
de insulina en complejo con fosfatidilcolina cargada en el SNEDDS, y por ultimo al
grupo 5 se le administraron 50 Ul/kg de insulina en complejo con fosfatidilcolina
modificada cargada en SNEDDS. Una vez administrados los tratamientos se
tomaron muestras sanguineas por corte de cola en el tiempo 0 y posteriormente
cada 1, 2, 4, 6 y 8 horas, las muestras se recibié en microtubos eppendorf, y se
centrifugaron a 5500 rpm a 10 °C por 5 minutos. Por ultimo, el suero se separd y se

almacend a -20°C hasta su posterior evaluacion.

5.9.4 Medicion de la bioactividad oral de insulina en un modelo murino

Para cuantificar los niveles de glucosa se empled la metodologia descrita en
el punto 5.8.2, para las muestras de los tiempos 0, 1, 2, 4, 6 y 8 horas después del

tratamiento. Para medir la reduccion de la glucemia se empled la siguiente formula

Nivel de glucosa medido

Nivel de glucosa inicial

Los resultados se graficaron como porcentaje de glucosa medido con
respecto al tiempo.
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5.9.5 Cuantificacion de concentraciéon de insulina en sangre

Para cuantificar los niveles de insulina en plasma, se tomaron 25 pL de suero
de rata y se siguieron las indicaciones del fabricante del Kit Elisa insulin; de esta
forma se calcularan los niveles de insulina en plasma y se graficara como pg de

insulina en plasma con respecto al tiempo.

5.10 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de los disefios, fueron analizados mediante andlisis
de varianza (ANOVA) y la comparacion de medias mediante pruebas Tukey, con un
nivel de significancia de p<0.05 utilizando el software estadistico STATGRAPHICS®
Centurion XVI.

60



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Modificacion de fosfatidilcolina con acidos grasos de cadena media

6.1.1 Inmovilizacion de enzima PLA1 en Duolita

Se utilizé la resina polimérica de intercambio aniénico Duolite® A568 como
soporte para la inmovilizacion de la fosfolipasa PLA1. La adsorcion de la enzima en
el soporte se realizé midiendo el contenido de proteina antes y después de la
inmovilizacién por el método de Bradford (1976). La curva de calibracion obtenida
por el método espectrofotométrico de la albumina se ilustra en el apéndice A. Acorde
a los resultados obtenidos se logré la maxima incorporacién del 98% de la enzima
PLA:1 en Duolita a las 8 h de la reaccion y 50 °C, adsorbiendo un total de 24.5 mg
de proteina por cada gramo de soporte, a partir de una suspension inicial de 25 mg
de proteina por gramo de suspension. Garcia y colaboradores (2008) con las
mismas condiciones lograron inmovilizar a las 12 h hasta 52 mg de proteina por
gramo de soporte, con una concentracion inicial de 75 mg de proteina por gramo de

soporte, es decir un rendimiento de inmovilizacion de aproximadamente el 70%

Estos resultados son comparables con lo reportado por Garcia y
colaboradores (2008).

mg/mL

Horas
Figura 17.Cinetica de la inmovilizacion de la enzima PLA1 en Duolita
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6.1.2 Sintesis de Fosfatidilcolina modificada rica en AGCM utilizando

PLA1 inmovilizada en Duolita.

Una vez inmovilizada la fosfolipasa en el soporte se continué con la
modificacion de la composicion de acidos grasos de la fosfatidilcolina,

reemplazando &cidos grasos de cadena larga, por acidos grasos de cadena media.

6.1.2.1 Incorporacién de AGCM a PC

Para realizar la modificacion se utilizd &cido caprilico como aceite de cadena
media, y PC de soya, a la cual se le determindé su composicion molar de acidos
grasos mediante derivatizacion con metilacion alcalina con metéxido de sodio 0.5 N
y un posterior andlisis por cromatografia de gases, utilizando acido tridecanoico
(13:0) metilado como estandar interno para la cuantificacion de los acidos grasos.
Los resultados obtenidos mostraron la siguiente composicion: acido palmitico (16:0)
12.74%, acido esteérico (18:0) 3.53%, acido oleico (18:1 n-9) 9.93%, &cido
vaccénico (18:1 n-7) 1.74%, &cido linoleico (18:2 n-6) 64.81%, acido a-linolénico

(18:3 n-3) 7.25%. El cromatograma obtenido se muestra en la Figura 18.

La cinética de incorporacion de acido caprilico a la estructura de la PC se
realizd mediante aciddlisis, utilizando PLA1 inmovilizada en Duolita. Cada gramo de
PC utilizado se disolvid en 4 mL de hexano y por ultimo las condiciones que se
utilizaron corresponden a 50°C, 10% de enzima inmovilizada, agitacion orbital de
300 rpm y una relacion molar de sustratos 1:16 (PC:AGCM). Como resultado, se
obtuvo que la mayor incorporacion de acido caprilico se alcanzo a las 24 h de la
reaccion; en este tiempo se logré una incorporacion molar del 57.44%. Es
importante mencionar que el maximo porcentaje teérico de incorporacién es del
50%, debido a que la PLAL solo hidroliza o re-esterifica en la posicién sn-1 del
fosfolipido; sin embargo, durante el proceso pueden ocurrir migraciones de acilos,

donde los acidos grasos de la posicion sn-1 pasan a la posicién sn-2, y es debido a
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esto que pueden obtenerse rendimientos mayores a los tedricos. La incorporacion
alcanzada en este trabajo es mayor a la obtenida en otros trabajos, como los
reportados por Vikbjerg en 2005, donde alcanzaron un 51% de incorporacion molar
de acido caprilico en fosfatidilcolina en 70 h de reaccion. Por otra parte, Li y
colaboradores en 2014, ligaron DHA y EPA a PC por medio de una reaccion de
aciddlisis catalizada por PLA1 inmovilizada, alcanzando una maxima incorporacion
del 30.7% a las 24 h. De igual forma, Ochoa y colaboradores (2013) incorporaron
acidos grasos de cadena media obteniendo una incorporacién molar del 41% de
acidos grasos de cadena media en PC a una concentracion molar de PC y AGCM
1:16, respectivamente y una concentracion de enzima del 16 %. Sin embargo, como
se pudo observar en el presente trabajo se lograron incorporaciones del 57.4% a

las 24 h usando 10% de enzima inmovilizada.

En la Figura 19 se muestra la cinética de incorporacion del acido graso
respecto al tiempo en Mol%; en tanto la Figura 20 muestra un cromatograma
obtenido por CG de la composicién de acidos grasos de la PC posterior a su
modificacion.
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Figura 18. Cromatograma obtenido parala composicion de acidos grasos de
fosfatidilcolina sin modificar
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6.1.2.2 Rendimiento de Fosfatidilcolina modificada

En la Figura 21 se muestra la cinética obtenida de incorporacion de acidos
grasos, rendimiento de PC y PC modificada. El tiempo de maxima incorporacion de
AGCM y rendimiento de PCM se observé a las 24 h, en donde se obtuvo un 46.4%

de transformacion de PC a PCM,; la fosfatidilcolina se redujo hasta el 9.6% vy la
incorporacion de AGCM alcanzé el 57.4%.

100 4 y
n

—#— |ncorporacidn de AGCM
L - Rendimiento PCM

1\ —-¥— Rendimiento PC

!

%

Tiempo de reaccion (h)

Figura 21. Cinética de incorporacién de AGCM, rendimiento de PC y PCM en
lareaccion de acidolisis catalizada por PLA1

Los cromatogramas DE HPLC obtenidos a las 24h de reaccién y al tiempo
cero se pueden observar en la Figura 22.
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Figura 22. Cromatogramas de los productos de lareaccion de acidélisis: (A)
tiempo cero de lareaccién donde el pico (1) corresponde a AG, (2) aPCy (B)
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el tiempo alas 24 h de reaccién, donde el pico (1) corresponde a AG, (2) PC,
(3) PCMy (4) LPC

En otro trabajo Zhao y colaboladores (2014), modificaron fosfatidilcolina enriquecida
con acidos grasos poliinsaturados mediante la enzima PLAL inmovilizada, utilizando
condiciones de 55°C y 20% de enzima obtuvieron un 16.7% de transformacién de
PC enriquecida a las 24h de la reaccion. Por otro lado, Ochoa y colaboradores
(2017) modificaron PC con AGCM utilizando PLA1 inmovilizada en Duolita,
utilizando condiciones de 12% de enzima y 45°C lograron obtener hasta un 53.02%
de PCM a las 24 h de la reaccion. Por ultimo Xiy colaboladores (2016) modificaron
de igual forma PC, esta vez enriquecida con DHA mediante la enzima PLAl
inmovilizada, utilizando una relacion molar 1:10 de PC y &cidos grasos libres,
respectivamente, una presion de 12 MPa y 50°C, logrando un rendimiento maximo
de conversion del fosfolipido de 27.5%. En el presente trabajo se alcanz6 un
porcentaje de transformacién de PC enriquecida con AGCM del 46.4% valores que
son cercanos a los alcanzados por el trabajo de Ochoa y colaboradores (2017) que
al igual que en la presente investigacién, incorporaron AGCM mediante la enzima

PLA1 inmovilizada en Duolita.

6.2 Preparacion y caracterizacion de pre-formulaciones de SNEDDS

Con el propésito de estimar el efecto y las interacciones de la concentracion
de aceite, surfactante y co-surfactacte en las caracteristicas de las SNEDDS
(tamafio de glébulo, potencial Z, PDI), se prepararon distintas nanoemulsiones,
variando las concentraciones de las variables independientes, de acuerdo al
experimento planteado en la Tabla 5. La formulacion empleada se basé en la
metodologia propuesta por Karamanidou y colaboradores (2015), con algunas
modificaciones. Como fase oleosa se utiliz6 Lauroglycol FCC y se empleo
Cremophor EL y Labrafil M1944CS para cumplir las funciones de surfactante y co-
surfactante respectivamente. Una vez mezclados los componentes, segun su
tratamiento, se mezclaron con 100 mL de agua a 37°C por cada gramo de fase

oleosa presente en el SNEDDS, obteniendo tamafios nanometricos y una
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apariencia ligeramente azul y translucida. El analisis de varianza de los datos
conseguidos, para cada una de las variables de respuesta, sobre el efecto en el
tamafio de particula, PDIy potencial Z de las SNEDDS se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7. Analisis de los efectos de variables independientes sobre las
caracteristicas de las pre-formulaciones de SNEDDS

Factores pTrngg?O PDI D90 Potencial Z
F P F P F P F P
1 78.7 0.0000 18.30 0.0000 22.49 0.0000 51.3 0.0000
2 741 0.0027 31.43 0.0000 23.37 0.0000 65.51 0.0000
3 181.06 0.0000 85.92 0.0000 53.62 0.0000 0.29 0.7493

12 37.67 0.0000 17.97 0.0000 6.18 0.0012 15.19 0.0000
13 11.72 0.0000 16.88 0.0000 6.09 0.0013 6.99 0.0001
23 6.22 0.0011 9.89 0.0000 3.47 0.0207 3.57 0.0118
123 23.32 0.0000 295 0.0166 1.38 0.2479 4.49 0.0003
Variables independientes: 1, Fase oleosa (Lauroglycol FCC); 2, Surfactante (Cremophor EL); 3, co-
surfactante (Labrafil M1944CS). Valores P<0.05 prueban que estos factores tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre las variables dependientes con un 95% de nivel de confianza.

En base a lo descrito por la Tabla 7, se muestra que todas las variables, asi
como sus interacciones tuvieron un efecto estadisticamente significativo sobre el

tamafio de particula resultante de los SNEDDS.

Por lo tanto, para visualizar de mejor manera las condiciones en las cuales
se observaba la formacion de nanoemulsiones monomodales <200 nm, se
construy6 un diagrama de fases ternario, ilustrado en la Figura 23. Los puntos rojos
corresponden a las formulaciones con tamafios menores a 200 nm y con distribucion
monomodal, por otra parte, los puntos negros representan aquellas combinaciones
gue resultaron con un tamafo mayor a 200 nm y/o con distribucién multimodal. Los
nueve tratamientos que presentaron nanoemulsificacion espontanea se muestran
en la Tabla 8. En la Figura 27 se muestran tres ejemplos de formulaciones A), B) y
C), que resultaron con tamafos de particula menos a 200 nm y con comportamiento
monomodal, mientras que D), E) y F) corresponden a formulaciones con tamafios

superiores a los 200 nm y con una distribucion multimodal.
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Figura 23. Diagrama de fases ternario de la zona de nanoemulsificacién

Tabla 8. Formulaciones de SNEDDS monomodales con tamafios menores a

200nm
Lauroglycol Cremophor Labrafil Tamaﬁp
T FCC (mg) EL (mg) M1944CS promedio D90 (nm) PDI
(mg) (nm)
2 100 300 150 25.24+0.27 39.77+0.83 0.093+0.02
3 100 300 250 28.23+0.26 41.95+0.77 0.058+0.01
5 100 500 150 22.18+0.65 33.50+1.15 0.192+0.02
6 100 500 250 24.90+0.68 37.90+3.36 0.073+0.04
8 100 700 150 20.74+0.49 33.53+2.37 0.223+0.04
9 100 700 250 21.89+0.52 33.60+1.24 0.134+0.02
12 300 300 250 48.77+1.59 85.63+4.57 0.142+0.01
15 300 500 250 29.79+0.98 49.47+3.46 0.09610.01
24 500 500 250 41.31+0.35 70.15+2.40 0.164+0.02

Los valores reportados corresponden a la media + DS (n=2)

La zona de nanoemulsificacion espontanea coincide con lo reportado por

Karamanidou en 2015, donde obtuvieron formacibn de nanoemulsiones

espontaneas de hasta 30.1 nm utilizando Lauroglycol FCC como fase oleosa y
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Cremophor EL vy Labrafii M1944CS como surfactante y co-surfactante,
respectivamente. En este trabajo se pudieron obtener particulas ligeramente mas

pequefias, de hasta 21.9 nm.

Por otra parte, la Tabla 7 muestra que tanto el co-tensoactivo y el tensoactivo
tienen efecto estadisticamente significativo sobre el indice de Polidispersidad. En la
Figura 24 se muestra que en general a menores concentraciones de surfactante y
mayores de co-surfactante el PDI presentara menores valores, resultados
comparables con lo obtenido por Karamanidou y colaboradores (2015) que
observaron que ha mayores cantidades de Labrafil M1944CS en un SNEDDS, se
obtenian menores tamafnos de particula, eran menos polidispersos y con mayor
estabilidad.

En la parte a) y b) de la Figura 25 se aprecia que generalmente, al aumentar
las concentraciones de aceite en el SNEDDS, el tamafio de particula promedio
aumento, lo que coincide con lo reportado por Shakeel et al. (2016). Esto puede ser
causado debido a que a mayor concentracion de fase oleosa mayor cantidad de

surfactante es requerida para que pueda ocurrir la auto-emulsificacion.

De igual forma la fase oleosa y surfactante muestran un efecto sobre el
potencial Z de las nanoemulsiones, siendo mas electronegativas las formuladas con
100 y 500 mg de fase oleosa y las que menos cantidad de surfactante presentaban

como se puede apreciar en la Figura 26.
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Figura 24. Efecto de la fase oleosa, surfactante y co-surfactante sobre el PDI:
(a) Efecto de la fase oleosa vs surfactante, (b) efecto de la fase oleosa vs co-
surfactante, (c) efecto del surfactante vs co-surfactante
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Figura 25. Efecto de la fase oleosa, tensoactivo y co-tensoactivo sobre el
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Figura 26. Efecto de la fase oleosa, surfactante y co-surfactante sobre el

potencial Z: (a) Efecto de la fase oleosa vs surfactante, (b) efecto de la fase

oleosa vs co-surfactante, (c) efecto del surfactante vs co-surfactante
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Figura 27. Distribuciéon de tamafios de nanoemulsiones: (A) Tratamiento 3,
(B) Tratamiento 9, (C) Tratamiento 12, (D) Tratamiento 25, (E) Tratamiento 22,
(F) Tratamiento 13.

6.3 Incorporacion del complejo insulina-fosfatidilcolina en los SNEDDS

Se eligieron los sistemas 3, 9 y 12 de la Tabla 8, debido en principio a su
diferencia en el porcentaje de fase oleosa (a la cual de incorporé el complejo
insulina-fosfatidilcolina), a sus tamafios de particula 28.23, 21.89 y 48.77 nm, y a
sus bajos PDI 0.058, 0.134 y 0.142 respectivamente. Las caracteristicas de esos
sistemas pueden deberse principalmente a la alta concentracion que poseen de co-
surfactante (Labrafil M1944CS), el cual favorece la formacion de sistemas poco
polidispersos como lo indica la Figura 24 B) y C), de igual manera el surfactante
seleccionado, se caracteriza por poseer un elevado HLB, de aproximadamente 13,
lo cual es necesario para la formacién de emulsiones O/W (Karamanidou et al.,
2015). Para evaluar la influencia de la incorporacion del complejo, sobre las
caracteristicas del SNEDDS, se evaluaron 3 distintas concentraciones,
correspondientes a 0%, 2.5% y 5% de complejo en la fase oleosa del sistema

obteniendo los siguientes resultados:
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Tabla 9. Efectos de la concentracion del complejo insulina-PC y PCM sobre

el sistema 3
Complejo PC Complejo PCM

0% 2.5% 5.0% 0% 2.5% 5.0%
Tamafo (nm)  30.362 29.982 47.48 30.32 29.852 46.15°
PDI 0.048%  0.0544 0.51B 0.04A 0.05% 0.4278

D90 (nm) 44 5% 43.9¢ 328.38 44 .4~ 43.4% 3408

Distribucion Mono- Mono- Bi- Mono- Mono- Bi-
modal modal modal modal modal modal

Tabla 10. Efecto de la concentracion del complejo insulina-PC y PCM sobre

el sistema 9
Complejo PC Complejo PCM

0% 2.5% 5.0% 0% 2.5% 5.0%
Tamafo (nm)  20.462 20.562 25.77° 20.612 20.732 22.40
PDI 0.0494  0.056* 0.3448B 0.0664 0.0684 0.2388
D90 (nm) 30.7¢ 30.5¢ 493.78 30.73¢ 31.2¢ 259.58

Distribucion Mono- Mono- Bi- Mono- Mono- Bi-
modal modal modal modal modal modal

Tabla 11. Efecto de la concentracion del complejo insulina-PC y PCM sobre
el sistema 12

Complejo PC Complejo PCM
0% 2.5% 5.0% 0% 2.5% 5.0%
Tamafo (nm) 43.72 43.542 65.66° 43.652 42.612 46.15P
PDI 0.101A  0.138A 0.5248 0.114A 0.1~ 0.4278
D90 (nm) 73.6% 77.6% 513.38 70.8¢ 72.4% 500.3"
Distribucion Mono- Mono- Bi- Mono- Mono- Bi-
modal modal modal modal modal modal

Tanto la Tabla 8, como la 9 y 10 muestran resultados similares. Para los tres
sistemas evaluados, al adicionar 2.5% de complejo insulina-PC o insulina-PCM no
se produjo un cambio significativo en el tamafio promedio de particula, y se obtuvo
un efecto similar en la respuesta del PDI y las graficas de distribuciéon. Por el
contrario, al adicionar un 5% del complejo a todos los sistemas se produjo un
aumento significativo en el tamafio promedio de la nanoemulsién, como en el PDI,

D90 y en las distribuciones, pasando de sistemas monomodales a bimodales. En
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estudios realizados por Li et al. (2014) determinaron que la solubilidad de la PC en
la fase oleosa de sistemas SNEDDS es de aproximadamente 5% p/p, lo que puede
explicar por qué a esa concentracion ocurrieron fenbmenos de inestabilidad. Los

mismos autores observaron la formacion de estructuras vesiculares al incorporar el

complejo en los sistemas SNEDDS de entre 100 y 1000 nm, tamafios que coinciden

con el D90 de aquellos sistemas que les fueron incorporados un 5% de complejos.

Este fenbmeno se aprecia mas claramente en las Figuras 28, 29 y 30.

Intensidad (Porcentaje)

Figura 28. Distribuciéon de tamafios de particula de las distintas

concentraciones de complejo en el sistema 3: complejo con PC a) y

complejo con PCM b)
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Figura 29. Distribucién de tamafios de particula de las distintas
concentraciones de complejo en el sistema 9: complejo con PC a) y
complejo con PCM b)
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Figura 30. Distribucion de tamafios de particula de las distintas
concentraciones de complejo en el sistema 12: complejo con PC a) y
complejo con PCM b)
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En otro estudio realizado por Karamanidou et al. (2015) lograron la
incorporacion de hasta un 1.13% en peso de un complejo de insulina-

fosfatidilglicerol a un SNEDDS sin cambios aparentes en el tamafio de particula,
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logrando alcanzar tamafios promedio de glébulos de entre 29.8 y 44.2 nm, tamafios

gue coinciden con los obtenidos en el presente trabajo.

6.3.1 Porcentaje de encapsulacion de insulina

La determinacion se realizé acorde a lo descrito en la seccion 5.6. Los
SNEDDS evaluados correspondieron a los sistemas 3, 9y 12 de la Tabla 5 con un
2.5% de complejo insulina-PC e insulina-PCM. Los porcentajes de encapsulaciéon
fluctuaron entre un 67.7% para el sistema 3 con complejo insulina-PCM a un 50.8%
en el sistema 12 con complejo insulina-PC como puede apreciarse en la Figura 31.
Cabe resaltar que los SNEDDS mencionados fueron los Gnicos que mostraron
diferencias estadisticamente significativas, ya que en todos los demas SNEDDS no
se observo una diferencia con respecto a estos (p<0.05). Por lo tanto, el SNEDDS
gue mayor incorporacion alcanzé fue el sistema 3. Esto puede ser atribuido a que
fue el sistema con mayor porcentaje de co-surfactante (Labrafil M1944CS), el cual
posee un HLB de 4, por lo que la cola hidr6foba pudo interactuar de mejor manera

con las colas igualmente hidrofobas de la PC (Yoo, 2006).

% de encapsulacion de insulina en SNEDDS
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Figura 31. Porcentajes de encapsulacién de insulinalogrados en los T3, T9y
T9 con complejos de PCy PCM
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Tabla 12. Resultados obtenidos para la encapsulacién de insulina en

nanosistemas en otros trabajos publicados

Tamano % de
Nanosistema  Composicion de PDI encapsula Referencia
glébulo -cion
Lauroglycol,
Cremophor Karamanid
SNEDDS EL, Labrafi 29':;2'3 70.89+2  ouetal.,
M1944CS 2015
Miglyol 812N,
Capmul MCM, Li et al
SNEDDS Cremophor 34.7 nm 0.18 71.5 v
RH40 2014
Miglyol 812N,
Tween 80,
Cremophor 0.08- Lietal.,
SNEDDS RHA40, 35-50 nm 013 40-78 2016
Capmul MCM
Miglyol 840,
Sakloetsak
SNEDDS gl_re(r;nl‘i’cpehrglr Sor;rlfo <0.5 80.3 un et al.,
DMSO 2013
Microparticulas Quitosano 1.2-4.7 53 8 Wong et
poliméricas pum ' al., 2018
Quitosano y
’ alginato de Prusty y
Nanoparticulas sodio 551.7 nm 52.5 Sahu, 2013
AOQOT, aceite
de soja .
. . ’ 324.4-345 0.006- Mutaliyeva
Emulsiéon doble goqrzgoxs;rﬂgha am 0.02 65.6-77.5 etal. 2017
PC, 125.6-148 0.22- He et al
Liposomas colesterol, r.1m 0'27 29.8-36.1 2017 N
esteramida '
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Otros trabajos han logrado de igual forma encapsular insulina dentro de
SNEDDS, ejemplos de ellos son los presentados en la Tabla 12, en donde se puede
apreciar que los porcentajes de incorporacion de insulina en sistemas
nanoestructurados son comparables con los obtenidos en el presente trabajo,
confirmando asi, que el complejo de insulina con fosfolipidos fue capaz solubilizar

la insulina dentro de la fase oleosa del SNEDDS.

6.4 Bioaccesibilidad en un sistema de digestién in vitro

Los tratamientos 3, 9y 12 de la Tabla 5 cargados del complejo insulina-PC e
insulina-PCM que anteriormente se utilizaron para evaluar el porcentaje de
encapsulacion fueron sometidos a condiciones de sistema in vitro. El tratamiento 3
mantuvo un tamafo de particula inicial promedio de 30 nm, mientras que el 9y 12

se mantuvieron en 22.5 y 43.6 nm, respectivamente.

Al ser sometidas a las condiciones in vitro de la etapa de la boca se observo
un ligero aumento en el tamafio promedio de las particulas y de igual forma se
tornaron mas polidispersas. Los resultados observados fueron similares para los 6
distintos sistemas y se aprecia de mejor manera en las Figura 31, 32 y 33. Se
observo la aparicion de particulas de hasta un par de micréometros. Estos pueden
ser atribuidos a la interaccion de los glébulos de la emulsion con las moléculas de
mucina, la cual es una glicoproteina que ya ha sido reportada como promotora de
agregados en emulsiones (Vingerhoeds et al., 2005; Shao et al., 2017). La presencia
de sales también puede llegar a afectar en la floculacion de las emulsiones en la
boca, pero no en igual medida que con las interacciones de la mucina (Jain y Anal,
2018). Estos fendmenos citados pueden explicar la aparicion de particulas de mayor

tamafio en la fase de simulacion in vitro en la etapa de la boca.

Una vez terminada la fase simulada de la boca se prosigui6 con la fase del
estomago en donde se pretendi6 evaluar los efectos del cambio abrupto del pHy la
presencia de enzimas digestivas como la pepsina, asi como a la fuerza i6nica

proporcionada por las sales inorganicas presentes (Yangy McClements, 2013). Se
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observo que las condiciones del estbmago simulado no influyeron en el cambio de
tamafio de particula, ya que los sistemas mantuvieron el tamafio de particula
proveniente de la boca (Figura 32 y 34), a excepcion del sistema 9, en donde si
ocurrié un cambio significativo en el tamafio de las particulas (Figura 33), fenomeno
gue puede ser atribuido aun a la presencia de restos de mucina parcialmente
hidrolizada por las enzimas proteoliticas presentes en el estbmago, ya que se ha
observado que en algunos casos, esta proteina puede continuar influyendo hasta
las condiciones del estémago (Jain y Anal, 2018), sin embargo, a pesar de que en
los sistemas 3 y 12 no se presentaron cambios significativos respecto a la fase de
la boca, en los tres sistemas, se continuaba observando la presencia de particulas
de hasta un par de micrémetros a los cuales como se menciono anteriormente se le

puede seguir atribuyendo a las floculaciones producidas por la mucina.

En cuanto a la fase del intestino delgado, como lo muestra las Figuras 31, 32
y 33 algunos tratamientos no tuvieron un aumento estadisticamente significativo en
el tamafio de particula con respecto a la fase de estomacal e inclusive disminuyeron
en algunos casos, pero si fue la fase (intestino delgado) en donde mayor indice de
polidispersidad tuvieron las emulsiones de todos los tratamientos evaluados (Tabla
13, 14y 15), ya que se observaron distintas particulas de entre 200 y 5000 nm. Esto
puede deberse a que los jugos intestinales simulados contenian sales biliares
capaces de interactuar con las emulsiones y formar agregados o micelas mixtas
(McClements, 2013). Por otro lado, la tendencia de mantener los tamafios promedio
de particula en la fase intestinal de los SNEDDS fue algo que no se esperaba, ya
gue en diversos estudios de emulsiones in vitro se ha visto un notable aumento en
el tamafio promedio de particula (Loyo, 2017; Salvia-trujillo et al., 2013; Yang y
McClements, 2013), sin embargo, se ha demostrado que en ciertos sistemas auto-
nanoemulsificables los tensoactivos no idnicos presentan muy pobre actividad ante
las lipasas pancreaticas debido a su naturaleza sintética y no iénica, pudiendo inhibir
inclusive la digestion de estos sistemas a muy bajas concentraciones (Fernandez et
al., 2008;Christiansen et al., 2010), como es el caso del Cremophor EL y el Labrafil
M1944CS, por lo que este tipo de sistemas se ve muy poco afectado por estas

enzimas. Este fendmeno puede explicar por qué no se observaron cambios
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significativos en los tamafios de las gotas de las SNEDDS en la fase intestinal del

sistema in vitro simulado.
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Figura 32. Influencia de las etapas del sistema in vitro sobre el tamafio
promedio de particula del SNEDDS del T3.

Tabla 13. Influencia de las etapas del sistema in vitro sobre el PDI del

SNEDDS del T3

PDI Inicial Boca Estdbmago Intestino
T3 PC 0.922 0.17abc 0.22abc 0.31°
T3 PCM 0.112 0.28bc 0.29¢ 0.30¢

81



Tamafio promedio (nm)
N w w
© N (&)

N
(o))

N
w

20

Inicial

Tamafio promedio

Boca

Estdmago

Fase del sistema

ET9PC mT9 PCM

Intestino

Figura 33. Influencia de las etapas del sistema in vitro sobre el tamafio

promedio de particula del SNEDDS del T9.

Tabla 14. Influencia de las etapas del sistema in vitro sobre el PDI del
SNEDDS del T9

PDI Inicio Boca Estémago Intestino
T9 PC 0.0572 0.36¢ 0.51° 0.42¢
T9 PCM 0.0522 0.28° 0.38¢ 0.43¢
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Figura 34. Influencia de las etapas del sistema in vitro sobre el tamafio
promedio de particula del SNEDDS del T12

Tabla 15. Influencia de las etapas del sistema in vitro sobre el PDI del
SNEDDS del T12

PDI Inicio Boca Estémago Intestino
T12 PC 0.112 0.31¢ 0.31¢ 0.31¢
T12 PCM 0.0942 0.18° 0.25¢ 0.35¢
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Figura 35. Distribucion de tamafios de particula del sistema 3 al ser sometido
a las condiciones in vitro: (a) SNEDDS inicial, (b) fase de boca, (c) fase de
estomago, (d) fase de intestino
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6.4.1 Porcentaje de bioaccesibilidad en sistema in vitro

La bioaccesibilidad de la insulina de los sistemas se evalué mediante pruebas
ELISA al finalizar las 4 h de transcurso del sistema in vitro, es decir al concluir la
fase las condiciones del intestino delgado establecidas en el punto 5.8. Al tomar
muestras de 1mL de los tres sistemas, se observo la formacion de dos fases, un
sedimento blanco correspondiente a los restos de sales biliares y enzimas, y un
sobrenadante traslucido correspondiente a la fase micelar; esta Ultima fue la que se
utilizo para la evaluacion de bioaccesibilidad en pruebas ELISA. Una vez obtenidos
los resultados se encontré la mayor bioaccesibilidad en el sistema 3 con complejo
de PC-Insulina con 35.7%; por su parte, los sistemas 9y 12 con complejo de PC-
Insulina resultaron con una bioaccesibilidad del 21.8% y 20.8%, respectivamente,
siendo los Unicos estadisticamente significativos con respecto al sistema 1 con
complejo de PC. Por su parte los SNEDDS cargados con complejo insulina-PCM no
presentaron diferencia significativa entre si, lo que puede significar que la
composicion del fosfolipido no influye en las propiedades de encapsulacién de la

hormona . Lo anterior puede apreciarse de mejor manera en la Figura 36.
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Figura 36. Bioaccesibilidad in vitro final de los diferentes tratamientos

En otros trabajos realizados anteriormente por Erel et al. (2016) lograron una
liberaciobn en condiciones in vitro de hasta 48.1% de insulina a partir de una
microemulsion estabilizada con lecitina y tween 80 como surfactantes y etanol como
co-surfactante. De igual forma, Sakloetsakun et al. (2013) reportaron una liberacion
de insulina en un sistema basado en SNEDDS y quitosano del 77% a las 4 h, es
decir que el 23% de la insulina restante continuaba encapsulada e intacta dentro del
sistema. En contraparte, observaron una bioaccesibilidad de una solucién de
insulina libre, del 6% comprobando la eficiencia de proteccion de la hormona por
parte del SNEDDS. Garcia et al. (2003) observaron que, al encapsular insulina en
un sistema de doble emulsibn W/O/W estabilizada con lecitina, ocurria una
liberacion repentina del 45% de la insulina en la primera hora y posteriormente se
reducia esta liberacién y se estabilizaba en un 50%. Este fendmeno fue atribuido a
una posible reabsorcion de la insulina dentro del sistema. En el presente trabajo se
demostré que hasta un 35.7% de la insulina se mantenia dentro del SNEDDS
después de 4 h en condiciones in vitro, demostrando asi, que el sistema es capaz

de proteger a la hormona dimérica de las condiciones gastrointestinales simuladas.

6.5 Evaluacion de la biodisponibilidad y bioactividad en un modelo
murino

Para la determinacién de la biodisponibilidad y bioactividad de la insulina
encapsulada en los SNEDDS en el modelo murino de ratas Wistar, se opt6 por la
destruccion de las células B del pancreas de los animales para evitar la produccion
de insulina, y de esta manera impedir que interfiriera en los resultados obtenidos.
Para llevarlo a cabo se emplearon dosis de 55 mg-kg~! acorde a la metodologia

descrita en el Punto 5.8.1.
6.5.1 Induccion de diabetes experimental
Una vez implementadas las dosis, se tomaron muestras sanguineas de los

animales cada 3 dias y fueron evaluados los niveles de glucosa como se menciona
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en el punto 5.8.2. Al cabo de 6 dias después de la dosis de estreptozotocina se
observé que todos los animales desarrollaron hiperglucemia y una ligera
disminucion en su peso corporal en comparacion con los animales testigo. Los
valores de glucosa postprandial en sangre de los animales diabéticos resultaron en
aproximadamente 416 mg-dL™! a los 6 dias de la inyeccién, confirmando la
induccion de diabetes, la cual se considera cuando los niveles de glucosa son
superiores a los 200 mg - dL~! (Mora et al., 2009), mientras que en los testigos sanos
se mantuvo en aproximadamente 131 mg - dL™1. Los resultados pueden apreciarse

de mejor manera en la Figura 37.
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Figura 37. Niveles de glucosa postprandial de ratas Wistar 6 dias posteriores

a la dosificacion de estreptozotocina.

6.5.2 Evaluacioén de la bioactividad en un modelo murino

Los efectos sobre la bioactividad de las dosificaciones orales de los
complejos insulina-PC incorporados en los SNEDDS se evaluaron en base al efecto

de la reduccion de los niveles de glucosa en sangre. Para ello se eligi6 el T3, puesto
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gue fue el que mayor porcentaje de encapsulacion de insulina presenté, asi como
una mayor bioaccesibilidad que los tratamientos 9 y 12. Una vez seleccionado el
tratamiento a evaluar en el modelo in vivo, se administr6 una dosis Unica de
SNEDDS cargados de complejo insulina-PC de 50 Ul/kg de la hormona a ratas
Wistar macho de 8 semanas de edad con diabetes inducida por estreptozotocina.
Los animales se dividieron en 5 grupos correspondientes a: grupo 1) testigos, grupo
2) administracion de 2 Ul/kg de insulina por método subcutaneo, grupo 3) 50 Ul/kg
de insulina oral en solucién acuosa, grupo 4) 50 Ul/kg de insulina oral encapsulada
en SNEDDS cargado de complejo con fosfolipidos modificados y grupo 5) 50 Ul/kg
de insulina oral encapsulada en SNEDDS cargado de complejo con fosfolipidos. Los
niveles de glucosa se evaluaron al tiempo 0 y posteriormentealal, 2,4, 6y 8 horas
después de la administracion. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura
37, donde puede observarse que el tratamiento con insulina subcutanea fue el que
presenté mayor disminucion sobre el porcentaje de niveles de glucosa en sangre
presento, con 77.1% de reduccién a la hora posterior de la inyeccion, mientras que
los tratamientos con complejos insulinicos con fosfolipidos y fosfolipidos
modificados con SNEDDS presentaron descensos en los niveles de glucosa de
aproximadamente 35.6% y 36.1% respectivamente a las 4 horas de administracion
de los tratamientos. Por otro lado, las ratas a las que se les administro una solucion
acuosa de insulina de forma oral, los niveles de glucosa solo disminuyeron un
14.1%, aunque este porcentaje de reduccién no presento diferencia significativa con
el grupo testigo enfermo (p<0.05). Como lo muestra la Figura 38, a la hora de
administrar insulina de forma subcutanea hay un decremento rapido y repentino en
los niveles de glucosa, lo que puede llevar a episodios de hipoglicemia (valores de
glucosa en sangre inferiores a 70 mg/dL) en los pacientes que se les administra
insulina por este método; estudios reportados por Mezquita et al. (2013), estiman
gue en el 10% de las ocasiones, los pacientes con DM1 pueden llegar a presentar
glucemia con niveles de glucosa menores a 50 mg/dl, lo que equivale a que en
promedio estos pacientes sufren 2 episodios de hipoglucemia sintomatica por
semana y uno de hipoglucemia grave por afio. Ademas, calcularon que uno de cada

25 pacientes con DM1 morird por una hipoglucemia iatrogénica. En cuanto a los
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tratamientos con SNEDDS (con complejo insulina-PC y PCm) mostrados en la
Figura 38 produjeron un decremento en los niveles de glucosa menos repentinos,
mas controlados y por mayor tiempo en comparacion con el método subcutaneo, lo
gue podria ayudar a reducir los casos de pacientes con hipoglucemia debido a la

administracién exogena de insulina.
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Figura 38. Efecto hipoglucémico de la administracion subcutanea de insulina
(sc), insulina oral en solucién acuosa (Libre), insulina oral en complejo con
PC modificaday SNEDDS (SNEDDS CIPCm) e insulina oral en complejo con

PC y SNEDDS (SNEDDS CIPC). Los resultados se expresan como promedio *

DS, n=5

Tabla 16. Efecto hipoglucémico de la administracién oral de los distintos
tratamientos

Tratamiento Dosis %Reduccién NGS T(h)
[ Testigo 0Ul-kg™! - -
Insulina en solucién 50UI - kg™t 14.1 4+ 3.5°¢ 4
Insulina s.c. 2UI kg™t 77.1 + 6% 1
CIPM SNEDDS 50UI - kg™t 36.1 +12.2° 4
CIP SNEDDS 50UI - kg™t 35.6 + 13.17 4

Los resultados se expresan como promedio + DS (n=5). Valores con letras diferentes presentan
diferencia significativa (p<0.05).
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En otros estudios realizados por Li et al. (2014) obtuvieron una reduccion en
los niveles de glucosa de hasta un 38% a las 3h de administrar una dosis de 50
Ul/kg de capsulas con recubrimientos entéricos rellenas de un SNEDDS (compuesto
de Capmul® como fase oleosa, y Cremophor® RH40 y etanol como tensoactivo y co-
tensoactivo respectivamente) cargado con 10% de complejo insulina-fosfatidilcolina.
En otro trabajo Zhang et al. (2012) lograron una disminucion de un 70.8% en los
niveles de glucosa a las 2 h de administrar una dosis de 300 Ul/kg de insulina en un
complejo con fosfolipidos e incorporado en un SNEDDS compuesto de oleato de
etilo como fase oleosa y Cremophor EL y alcohol como tensoactivo y co-tensoactivo
respectivamente. Por su parte Cui et al. (2006) realizaron un estudio en donde se
administraron 20 Ul/kg de complejo insulina-PC encapsulado en nanoparticulas
compuestas de cloruro de metileno y alcohol polivinilico. Estos autores encontraron
una reduccién en los niveles de glucosa de 57.4% a las 8 h de iniciado el
tratamiento. Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que la
administracion de insulina en complejo con fosfolipidos e incorporada en SNEDDS
por via oral, tiene un mayor efecto en la bioactividad de la hormona con respecto a
la insulina libre suministrada por via oral, lo que concuerda con los reportes
previamente publicados. En lo que concierne a la formacién de complejos de
insulina con fosfolipidos modificados con AGCM e incorporados en SNEDDS, en
promedio se observé un ligero aumento en la maxima reduccién de los niveles de
glucosa; sin embargo, dicha disminucion no fue suficiente para representar una
diferencia estadisticamente significativa con respecto al complejo elaborado con
fosfolipidos sin modificar. Esto puede deberse a que el principal factor para la
absorcion de los sistemas nanoestructurados es la superficie de la SNEDDS y no el

complejo en si, el cual esta embebido dentro del sistema auto-nanoemulsificable.

6.5.3 Evaluacién de la biodisponibilidad en un modelo murino

Para la evaluacion de la biodisponibilidad, muestras de suero sanguineo

fueron recolectadas en los tiempos 0, 1, 2, 4, 6 y 8 horas posteriores a la
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administracién de los tratamientos, las cuales se sometieron a pruebas ELISA para
la cuantificacién de niveles de insulina en sangre. De acuerdo a los estudios de
bioactividad de los tratamientos presentados en la Figura 39, se obtuvo que el
método subcutaneo fue el que mayor reducciéon en los niveles de glucosa
presentaba a la hora de administrada la dosis, lo cual concuerda con lo detectado
en la concentracion de insulina en sangre, donde se alcanzaron niveles de hasta
161.5 uUI/mL de la hormona. De manera similar, el grupo tratado con SNEDDS
(mas complejo de insulina-PC) alcanz6 el mayor efecto hipoglucemiante alas 4 h'y
la mayor concentracion de la hormona (27.7 uUI/kg) en el mismo tiempo después
de la dosificacién, mientras que el grupo tratado con SNEDDS (més complejo de
insulina-PCm) logré las mayores concentraciones (24.5 uUl/kg) a las 6 h de
administradas las dosis. Por su parte, la insulina administrada en una solucién
acuosa de forma oral solamente obtuvo una méxima concentracion a las 2 h de 5.52
uUl/mL.

En cuanto a porcentajes de bioaccesibilidad de los tratamientos, los SNEDDS
con complejos tanto de PC como de PCm mostraron una diferencia significativa
respecto al grupo testigo y al grupo con insulina oral en solucién acuosa, mostrando
los primeros mencionados una %BA del 1.81% y 1.77% respectivamente. Sin
embargo, entre ambos grupos no se encontré una diferencia estadistica
significativa. De esta forma, se pudo comprobar que los SNEDDS en combinacion
con complejos de insulina-PC y PCm tienen un marcado efecto en comparacion con

la insulina administrada oralmente en solucioén acuosa.
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Figura 39. Niveles de insulina en sangre posteriores a la aplicaciéon de
insulina sc (1.5Ul/kg), administracion oral de solucion de insulina (50 Ul/kg),
SNEDDS con complejo PC (50 Ul/kg) y SNEDDS con complejo PCM(50 UI/kQ).

Los puntos representan el promedio £ DS (n=5).

Tabla 17. Parametros farmacocinéticas después de las dosis de los
diferentes tratamientos

Tratamiento Dosis (Ul *kg™)  Cpax(UI -mL™1) T(h) %BD

] Testigo 0 - -
Insulina libre 50 5.52 4+ 3.19¢ 2 0.14¢
Insulina s.c. 2 161.6 + 24.8¢ 1 100¢

CIPM SNEDDS 50 24.5+ 8.2P 6 1.77°
CIP SNEDDS 50 27.7+12.1° 4 1.81%

Donde: Cmax es la concentracion maxima alcanzada y %BD es el porcentaje de biodisponibilidad
obtenido. Los resultados se expresan como promedios + DS (n=5). Valores con letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0.05).

A continuacién, se presenta la Tabla 18, en donde se reportan otras

publicaciones previas a este trabajo
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Tabla 18. Resultados obtenidos de biodisponibilidad en otros trabajos

publicados y en el presente trabajo

. Tamafio
Nanosistema Tlpo_de de Dosis %BD Referencia
materiales .
particula
Cloruro de
metileno y Cui et al
nanoparticulas alcohol 200 nm 20 Ul/kg 7.7% 2006 N
polivinilico
Oleato de
etilo,
SNEDDS Cremophor  30.1nm 300 Ulkg 7.15% 2hangetal,
2012
EL y etanol
Capmul,
Cremophor Li et al
SNEDDS RH40y 34.7 nm 50 Ul/kg 0.43% "
2014
Etanol
Cremophor
EL, Labrafil
M1944, 0 Menzel et
SNEDDS Capmul y 45.87 nm 150 g 9% al. 2018
propilenglicol
Poliacrilamida
: y carboximetil  150-200 0 Yin et al.,
Hidrogel quitosano am 40 Ul/kg 4.1% 2008
PC,
Lauroglycol
SNEDDS FCC, 303nm 50Ulkg 1.81%  Este trabajo
Cremophor
EL, Labrafil
M1944

Los resultados mostrados en este y otros trabajos ya reportados en literatura

sustentan que el encapsulamiento de insulina en sistemas nanoestructurados como

los SNEDDS, aumentan la biodisponibilidad oral de la insulina en comparacién con

la hormona administrada oralmente de forma libre.
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7 CONCLUSIONES

e Se formaron sistemas auto-nanoemulsificables con tamafios de entre 20.7 -
48.8 nm con comportamiento monomodal y bajo agitacion en un tiempo de
3min.

e Se consiguidé una incorporacion de insulina del 67% dentro del SNEDDS con
un 2.5% de complejo en la fase oleosa, comprobando asi, que la formacion
del complejo insulina-fosfatidilcolina es capaz solubilizar la hormona en
medios lipofilicos.

e Se demostré que el complejo insulina-PC embebido dentro del SNEDDS
protegié a la hormona de la degradacién enzimatica en un modelo in vitro,
logrando que un 35.7% de la insulina llegara intacta hasta las condiciones
del intestino delgado. Mientras que los SNEDDS lograron mantener hasta
dicha fase tamafios promedio de particula menores a los 40 nm,
demostrando que los tensoactivos utilizados poseian baja actividad contra
las lipasas intestinales.

e En un modelo murino con diabetes inducida se observé un efecto
hipoglucémico favorable al administrar complejos de insulina encapsulados
en el SNEDDS, reduciendo los niveles de glucemia hasta en un 35.6% a las
4h del tratamiento.

e En el ensayo de biodisponibilidad, los SNEDDS con complejos insulina
fosfatidilcolina alcanzaron una biodisponibilidad del 1.8% con respecto al
método subcutdneo y no se observo diferencia significativa entre los

SNEDDS con complejo insulina-PC e insulina-PCM.
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Apéndice

Apéndice A

Curva de calibraciéon obtenida para la cuantificacion de proteina por el

Absorbancia
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