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RESUMEN

Mufioz Correa, Maria Olga Fabiola. M. en C. Unidad de Investigacion y
Desarrollo en Alimentos. Abril de 2019. Desarrollo y evaluacién in vitro de un
sistema autonanoemulsificable (SNEDDS) incorporado con polisacaridos
mucoadhesivos para la administracion de insulina por via oral.

Asesores Dr. Hugo Sergio Garcia Galindo, Dra. Rebeca Garcia Varela, Dra.
Cynthia Cano Sarmiento.

La diabetes mellitus Tipo 1 es una enfermedad provocada por desoérdenes en la produccion
y utilizacion de la hormona insulina, siendo el principal tratamiento la administracion de la
hormona mediante inyeccion subcutanea, método que genera problemas como producir
hiperinsulinemia o hipoglicemia, ademés de ser doloroso e incomodo. El principal problema
de la via de administracién oral est4 asociado con la degradacion de la insulina en el tracto
gastrointestinal. Los sistemas autonanoemulsificables (SNEDDS) han mostrado efectividad
en la administracién de diferentes farmacos por via oral; entre ellos proteinas como la
insulina. Un SNEDDS es la mezcla de una fase oleosa, un surfactante, un co-surfactante y
el farmaco, que forma una nanoemulsién aceite en agua (O/W) cuando se agrega a la fase
acuosa aplicando agitacion. Sin embargo, la biodisponibilidad de estos sistemas continta
siendo baja comparada con el método subcutaneo. Dentro de las opciones para aumentar
la eficiencia de los SNEDDS se contempla la incorporacion de la insulina en micelas de
fosfolipidos como la fosfatidilcolina, y la agregacion de polisacaridos mucoadhesivos para
evitar la degradacion por las enzimas estomacales y ampliar el tiempo de residencia del
farmaco en el organismo, aumentando su absorcién. El objetivo de este proyecto fue
desarrollar y evaluar un sistema autonanoemulsificable con insulina contenida en un
complejo de fosfatidilcolina modificada y con un recubrimiento exterior de los
mucoadhesivos alginato de sodio y goma guar. Para cumplir con el objetivo, se sigui6 la
siguiente metodologia: 1) Modificacion enzimética de la fosfatidilcolina con acidos grasos
de cadena media (AGCM), empleando la enzima PLA1; 2) Formacién de un complejo
insulina-fosfatidilcolina; 3) Preparacion de los SNEDDS utilizando Cremophor como
surfactante, Labrafil M1944CS como co-surfactante y lauroglicol FCC como fase oleosa; y
adicionalmente alginato de sodio 0 goma guar como mucoadhesivos, caracterizandolos por
tamafio de particula e indice de polidispersidad; 4) Evaluar la bioaccesibilidad de las
diferentes nanoemulsiones en un sistema de simulacion digestiva in vitro, 5) Evaluar la
citotoxicidad y la permeabilidad en linea celular Caco-2; 6) Induccion de diabetes
experimental y cuantificacion de biodisponibilidad en un modelo murino. Se logré una

incorporacién molar del 49.69 % de &cido octanoico (C8:0) en la fosfatidilcolina y esta fue



viable para realizar un complejo con la insulina. Se observé que la incorporacion de un 2.5
% de complejo al SNEDDS no modific6 sus caracteristicas como comportamiento
monomodal y tamafio de particula. Los sistemas SNEDDS con mucoadhesivos lograron
tamafios de particula de 53.1 a 83.2 nm. En el simulador digestivo in vitro se obtuvo un
aumento de bioaccesibilidad del 13 % en los tratamientos que incluian los mucoadhesivos.
La viabilidad celular disminuy6 en ambas lineas celulares hasta el 10 % con respecto al
control. El coeficiente de permeabilidad aparente (Papp) fue calculado en 0.903x10° cm/s.
En el modelo murino con diabetes inducida se obtuvo una biodisponibilidad de 2.25 % y

reduccion de niveles de glucosa entre 42.83 % y 61.63 % de los niveles iniciales.



ABSTRACT

Mufioz Correa, Maria Olga Fabiola. M. en C. Unidad de Investigacion y
Desarrollo en Alimentos. Abril de 2019. Development and in vitro evaluation of
an  autonomic-emulsifiable system (SNEDDS) incorporated with
mucoadhesive polysaccharides for the oral administration of insulin.
Advidsors: Dr. Hugo Sergio Garcia Galindo, Dra. Rebeca Garcia Varela, Dra.
Cynthia Cano Sarmiento.

Type 1 diabetes mellitus is a disease that caused by disorders in the production and
use of the hormone insulin, the main treatment being the administration of the
hormone by subcutaneous injection,method that generates problems such as
producing hyperinsulinemia or hypoglycemia, as well as being painful and
uncomfortable.The main problem of the oral administration route is associated with
the degradation of insulin in the gastrointestinal tract. The self-nanoemulsifying drug
delivery system (SNEDDS) have shown effectiveness in the administration of
different drugs orally; among them are proteins such as insulin. A SNEDDS is the
mixture of an oil phase, a surfactant, a co-surfactant and the drug, which forms an
oil-in-water (O / W) nanoemulsion when added to the aqueous phase by applying
agitation. However, the bioavailability of these systems remains low compared to the
subcutaneous method. Among the options to increase the efficiency of SNEDDS is
the incorporation of insulin in phospholipid micelles such as phosphatidylcholine,
and the aggregation of mucoadhesive polysaccharides to prevent degradation by
stomach enzymes and extend the residence time of the drug in the organism,
increasing its absorption. The objective of this project was to develop and evaluate
an self-nanoemulsifying system with insulin contained in a modified
phosphatidylcholine complex and with an outer coating of the mucoadhesives
sodium alginate and guar gum. To meet the objective, the following methodology
was carried out: 1) Enzymatic modification of phosphatidylcholine with medium chain
fatty acids (MCFA), using the enzyme PLAL; 2) Formation of an insulin-
phosphatidylcholine complex; 3) Preparation of the SNEDDS using Cremophor as
surfactant, Labrafil M1944CS as co-surfactant and lauroglycol FCC as oil phase;
and in addition sodium alginate or guar gum as mucoadhesives, characterizing them

by particle size and polydispersity index; 4) Evaluate the bioavailability of the

iv



different nanoemulsions in a digestive simulation system in vitro, 5) Evaluate the
cytotoxicity and permeability in Caco-2 cell line; 6) Induction of experimental
diabetes and quantification of bioavailability in a murine model. A molar incorporation
of 49.69% of octanoic acid (C8: 0) in phosphatidylcholine was achieved and this was
viable to make a complex with insulin. It was observed that the incorporation of a
2.5% complex to the SNEDDS did not modify its characteristics as monomodal
behavior and particle size. The SNEDDS systems with mucoadhesives achieved
particle sizes of 53.1 to 83.2 nm. In the in vitro digestive simulator, an increase in
bioavailability of 13% was obtained in the treatments that included the
mucoadhesives. The cell viability decreased in both cell lines up to 10% with respect
to the control. The coefficient of apparent permeability (Papp) was calculated at
0.903x10-6 cm / s. In the murine model with induced diabetes, a bioavailability of
2.25% and reduction of glucose levels between 42.83% and 61.63% of the initial

levels were obtained.
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INTRODUCCION

La Diabetes mellitus es una enfermedad cronico degenerativa cuyo principal
tratamiento consta de la aplicacion de la hormona insulina exdégena. La forma de
administracion mas comun es mediante inyecciones subcutaneas e intravenosas;
sin embargo, estos son métodos que pueden generar complicaciones debido a los
largos periodos en los que se aplican las inyecciones. Entre las afecciones mas
comunes se encuentran la lipodistrofia que ocasiona una disminucion en la
absorcion del compuesto y posibles infecciones por punciones. Una alternativa a
esta estrategia de tratamiento, que resulta ser no invasiva, es la administracion por
via oral; sin embargo, debido a la naturaleza del tracto digestivo esta via de
administracion tiene la problematica de la baja biodisponibilidad por degradacién
hidrolitica. Actualmente los sistemas autonoemulsificables de liberacion de
farmacos (SNEDDS) han mostrado un prometedor potencial en la administracién de
diferentes sustancias activas. Una nanoemulsion es un sistema compuesto de una
fase continua y una dispersa, ademas de un surfactante o emulsificante que ayuda
a estabilizar el sistema, como los fosfolipidos. La implementacion de fosfolipidos
modificados enzimaticamente con &cidos grasos de cadena media en
nanoemulsiones ha mostrado un aumento en la resistencia ante la degradacién
enzimatica en condiciones similares a las del estomago. En diferentes sistemas de
administracion de farmacos se han incorporado mucoadhesivos; estos compuestos
interactian con la membrana de la mucosa intestinal, lo que produce un aumento
en el tiempo de interaccion del farmaco con el organismo. Entre las aplicaciones
mas recientes de los mucoadhesivos se encuentran su implementacion en
nanoemulsiones, pues también fungen como emulsificantes. El objetivo de este
proyecto fue desarrollar un sistema autonanoemulsificable para la administracién de
insulina por via oral. Se implement6 el uso de polisacaridos como mucoadhesivos
para aumentar la absorcion en el intestino y la resistencia ante la degradacion
estomacal. Para cumplir con dicho objetivo se siguié la siguiente metodologia: 1)
Modificacion enzimatica de la fosfatidilcolina con acidos grasos de cadena media;
2) Formacion de un complejo insulina-fosfatidilcolina; 3) Formacion de SNEDDS y

su caracterizacion al medir tamafo de particula, indice de polidispersidad y



potencial Z; 4) Evaluaciébn en un sistema in vitro de simulacién digestiva; 5)
Evaluacion de citotoxicidad y permeabilidad en la linea celular Caco-2 de cancer de

colon; y 6) Evaluacion del sistema en un modelo murino con Diabetes inducida.



1. ANTECEDENTES

1.1 Diabetes mellitus
El término Diabetes mellitus (DM), es utilizado para nombrar un desorden
multifactorial metabdlico con mdltiples origenes, caracterizada por hiperglicemia
cronica, asi como el ineficiente metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas
como resultado de defectos en la secrecion de la hormona insulina secretada por el
pancreas. La DM produce dafios a largo plazo, disfuncion y falla de varios érganos.
De la misma manera, se pueden desarrollar diferentes signos como poliuria,
polidipsia, polifagia, pérdida de vision y pérdida de peso, entre otros sintomas. En
casos severos se presenta la ceto-acidosis, coma diabético, amputacion de
extremidades y hasta la muerte si no se recibe tratamiento (Alberti y Zimmet, 1998).
Algunos pacientes carecen de la manifestacion de signos y sintomas durante las
etapas tempranas de la patologia, por lo que la patologia puede ser diagnosticada

hasta que se encuentra en un estado avanzado.

En México, desde 1940, la DM se ha colocado como una de las principales causas
de muerte; en la década de 1990°s la prevalencia de fue de entre el 8% y 9 % de la
poblacion, estimandose que para el afio 2025 se podria alcanzar el 12.3% (Olaiz-
Fernandez et al., 2007).

La clasificacion de la enfermedad se basa en los resultados de glucosa en plasma
después de la prueba de tolerancia oral. De acuerdo a los valores de glucosa en
plasma, se establecen valores normales, limite y de DM; el valor normal para esta
prueba es 140 mg/dL de glucosa en plasma, pasadas 2 horas de ingerir 75 g de
glucosa; valores de 200 mg/dL y superiores indican presencia de diabetes (Seino et
al., 2010). La DM se clasifica generalmente de la siguiente forma: Tipo 1, Tipo 2y
Diabetes Gestacional (Kerner y Brickel, 2014).

1.1.1 DM tipo 1

DM tipo 1 (DMT1), también conocida como insulino-dependiente o infantil, se
produce por la destruccion de las células-B de los islotes de Langerhans en el
pancreas; dicha destruccion se puede deber a una respuesta autoinmune o de
origen desconocido (Alberti y Zimmet, 1998). La destruccion de las células- se
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refleja en la falta de produccion de insulina, por lo tanto, los pacientes dependen del

suministro externo de insulina para poder metabolizar los carbohidratos ingeridos.

La DMT1 puede ser diagnosticada a cualquier edad, pero es una de las
enfermedades cronicas mas comunes entre infantes, con una mayoria de
diagndsticos entre los 5y 7 afios 6 cercanos a la pubertad. Esta patologia presenta
mayor incidencia entre hombres que en mujeres, en muchos casos se presenta un
diagnostico erréneo de la DMT2, por lo que se presume que la incidencia de la
DMT1 puede estar subestimada (Seino et al., 2010).

La DMT1 tiene origen en un desorden poligénico, con cerca de 40 loci (Atkinson et
al., 2014), por lo que familiares de estos pacientes tienen un mayor riesgo de
padecerla; el 90% de los casos se presentan en familias sin DMT1 en su historial

médico.

Como fue mencionado previamente, el principal tratamiento para la DMTL1 es la
administracion de insulina exdégena, comunmente por via subcutanea. Otras
alternativas de tratamiento incluyen las bombas de insulina, dispositivos que
suministran continuamente la hormona al organismo, y trasplante de pancreas (Liu
et al., 2015), siendo este ultimo poco utilizado por los requerimientos médicos y

posibles complicaciones post-operatorias.

1.1.2 DM tipo 2

La DM tipo 2 (DMT2) es el tipo de DM con mayor incidencia; se produce por defectos
en la produccion de insulina y/o la resistencia a la misma, defectos en la estructura
conformacional de la insulina y la disminucion en la cantidad de receptores de la
insulina o su afinidad por la hormona (Mendoza et al.,, 2005). La DMT2 esta
frecuentemente asociada con otras enfermedades que forman parte del sindrome
metabdlico, y que incluyen obesidad, afecciones cardiovasculares como
hipertension, niveles altos de triglicéridos y colesterol, entre otros (Kerner y Brickel,
2014; Seino et al.,, 2010). Se considera que la DMT2 y las enfermedades

relacionadas pueden ser prevenidas al llevar una alimentacion adecuada y



realizacion de actividades fisicas. Este tipo de diabetes es mas comun en personas
adultas y de edades avanzadas con malos habitos alimenticios y vida sedentaria. El
diagnéstico de la enfermedad ocurre generalmente cuando se presenta una
complicacion asociada a un estado avanzado de hiperglucemia (Diabetes
Prevention Program Research Group, Ujhelyi; Kerner y Bruckel, 2014). Algunos
estudios han revelado que en los casos de personas obesas la cantidad de
receptores de insulina se encuentran disminuidos, ademas de un aumento en la
produccién de citoquinas pro-inflamatorias que pueden bloquear la cascada de
sefalizacion de la insulina. Como respuesta el organismo incrementa la secrecion
de insulina, esto aunado a la disminucién de receptores de insulina genera

hiperinsulinemia en la mayoria de los pacientes con DMT2 (Mendoza et al., 2005).

De acuerdo con resultados presentados por la Encuesta Nacional de Salud del afio
2000 (Olaiz-Fernandez et al., 2007), en México se encontrd un incremento en el
diagnésticos de la DMT2 ligado con el aumento de edad, una mayor incidencia en
el sexo femenino y personas con antecedentes familiares de DM. Durante el afio
2000 el 7.5% de la poblaciébn mayor de 20 afios tenia un diagnostico de DMT2; para
el afio 2012 dicha cantidad aument6 al 9.17% de la poblacion adulta, lo que ha
llevado a considerar a la DMT2 como una epidemia que trae consigo otras
enfermedades de alto riesgo, originando ademés un aumento en los gastos de salud
publica para la atencion de los pacientes. Los costos de atencion a personas con
esta patologia varian de los $700 a los $5,200 ddlares anuales considerando los

costos de laboratorio y medicacion (Hernandez-Avila et al., 2013; Wan et al., 2018)

El tratamiento para esta enfermedad varia, dependiendo el estado de desarrollo en
gue se diagnéstica, al no ser un tipo de DM dependiente de la insulina, la
administracion de la misma se contempla como un tratamiento posterior a la
utilizacion de otros medicamentos, entre los que se encuentran: metformina para
disminuir la producciéon hepética de glucosa, estimuladores de insulina
(sulfonilureas y glinidas), e inhibidores de alfa-glucosidasas que retrasan la

absorcion de glucosa (Alberti y Zimmet, 1998).



1.1.3 DM gestacional

La DM gestacional (DMG) se refiere a hiperglicemia producida por la intolerancia a
carbohidratos durante el embarazo (Alberti y Zimmet, 1998). Se considera a la DMG
a los casos identificados durante el periodo gestacional, sin importar que la
intolerancia persista después del embarazo. Mujeres diagnosticadas con DM tipo 1
0 2 previo al embarazo no entran dentro de este grupo. La DMG afecta a alrededor
del 7% de las mujeres embarazadas, lo equivalente a aproximadamente 200,000

casos por afo (Kernery Bruckel, 2014).

Los valores normales de concentracion de glucosa postpandrial suelen ser mas
elevados durante el primer y la mitad del segundo trimestre de embarazo tanto en
mujeres sanas como en mujeres con DMG. De acuerdo a pruebas establecidas por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los valores de glucosa en plasma de la
prueba de tolerancia oral a la glucosa deben ser mayores a 126 mg/dL para la
prueba rapida, y 140 mg/dL en la prueba pasadas 2 horas, para poder diagnosticar
DMG. Sin embargo, existen diferentes criterios para la prueba de tolerancia oral de

glucosa.

La DMG se caracteriza por la resistencia a la insulina, lo que produce la
hiperinsulinemia; dicha resistencia se inicia en el segundo trimestre y permanece
hasta el final del embarazo. La sensibilidad a la insulina se ve reducida hasta en un
80%, esto es debido a las hormonas secretadas por la placenta: progesterona,
cortisol, prolactina y hormona de crecimiento. La resistencia a la insulina durante la
gestacion es importante para garantizar que el feto tenga un buen suministro de
glucosa, cambiando el metabolismo de la madre para que utilice lipidos en lugar de
carbohidratos (Setji et al., 2005). Esta resistencia a insulina, normal durante el

embarazo, se ve potenciada en mujeres con DMG.

El tratamiento para pacientes con DMG incluye el control médico de la dieta, en este
tratamiento se adecua la alimentacion para la madre y el feto, considerando las
calorias necesarias para el peso de la madre y para mantener valores normales de
glucosa, evitando la cetosis. En casos donde el control de la alimentacidén no logra

mantener los niveles de glucosa cerca a los valores normales o se observa un
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crecimiento excesivo del feto, se emplea la terapia de insulina, con insulina humana
0 un analogo de rapida accion. El tratamiento con insulina mostré ser seguro tanto
para la madre como para el feto, pues en diversos estudios no se encontraron trazas
de insulina en la placenta (Jovanovic et al., 1999), las dosis a suministrarse se

deben ajustar cuidadosamente a los requerimientos de cada paciente.

Ademas de los cuidados que la madre debe llevar durante la gestacién, es necesario
que se realice un control médico después del parto, por el alto riesgo de padecer
DMT2 en un futuro.



1.2 Insulina

La insulina humana es una proteina de peso molecular de 5.8 kDa, formada por 51
aminoacidos, distribuidos en dos cadenas de polipéptidos, las cadenas Ay B. Las
cadenas estan unidas por dos enlaces tipo puente disulfuro, como se muestra en la
Figura 1. La cadena A tiene 21 aminoacidos y la B 30, los residuos marcados en
color negro indican los aminocidos que deben mantenerse invariables para
asegurar la estructura de la molécula (Brange y Langkjcer, 1993; Sarmento et al.,
2006).

Figura 1. Estructura de la insulina humana (Brange y Langkjoer, 1993).

La estructura de la insulina es variable de especie a especie, en farmacéutica se
utilizan las variantes mas parecidas a la estructura de la insulina humana, como la
insulina bovina, que en la cadena A contiene alanina en la posicion 8 y valina en la
posicion 8; la cadena B tiene alanina en la posicion 30; la insulina porcina sélo tiene

la variacion del aminoacido en la cadena A, posicion 8.



1.2.1 Sintesis de insulina

El pancreas es el 6rgano donde se lleva a cabo la sintesis de la insulina; los islotes
de Langerhans pancreaticos son el sitio especifico donde ocurre dicha sintesis. En
los islotes se encuentran cuatro tipos de células que se encargan de secretar
diferentes hormonas; las células B secretan insulina, las células a secretan
glucagoén, las células 6 somatostatina y las células F sintetizan el polipéptido

pancreatico (Brunton, 2012; De Luis y Romero, 2013).

El precursor de la insulina es una cadena de 110 aminoacidos Illamada
preproinsulina. La preproinsulina pasa al reticulo endoplasmico rugoso, donde el
péptido sefial, constituido por 24 amino&cidos, se desdobla para formar preinsulina.
En la molécula de preinsulina se forman los enlaces disulfuro que otorgan la
estructura conformacional fundamental. La preinsulina consta de 86 aminoacidos,
como se muestra en la Figura 2, la preinsulina humana es modificada a insulina en
el aparato Golgi, donde por medio de protedlisis se elimina la seccion del péptido
conector, sitios de ruptura se muestran en la mencionada Figura 2, al cortar el
péptido conector se forman las dos cadenas de péptidos, A y B. Las enzimas que
se encargan del corte del péptido conector son endoproteasas, PC2 y PC3 (Brunton,
2012).
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Figura 2 Estructura de preinsulina (Brunton 2012).

La estructura cristalina de la insulina muestra que las dos cadenas de aminoacidos
tienen varias regiones alfa-hélice. Las cadenas A y B aisladas son inactivas, la
insulina puede estar en forma de monomero, dimero o hexadmero cuando se
encuentra en solucién. En el pancreas, la insulina se almacena en forma de
hexameros, mismos que son coordinados por dos moléculas de zinc. EIl monémero

de insulina es la forma activa (Brunton, 2012).

La sintesis y secrecidn de insulina es regulada por la interrelacion de los
nutrimentos, hormonas  gastrointestinales, hormonas pancredticas vy
neurotranmisores del sistema autonomo (Brunton, 2012). El consumo o presencia
de glucosa, aminoacidos, acidos grasos y cuerpos cetonicos favorecen la secrecion
de insulina. La glucosa es el principal estimulo para la secreciéon de insulina en

humanos, la liberacion de insulina se ve estimulada por gastrina y secretina.

La secrecion de la insulina promovida por glucosa presenta dos fases, en la primera
se alcanza un maximo después de 2 minutos de la ingesta y es de corta duracion,

la segunda fase es de inicio tardio, que tiene una duracion prolongada y variable.
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1.2.2 Accion de lainsulina

La insulina es liberada desde las células-B a la sangre; en ayuno los niveles de
insulina en sangre son de 0.5 ng/mL en la distribucién periférica 'y de 2 a 4 ng/mL
en vena porta. Al ingerir alimentos, las concentraciones de insulina aumentan
rapidamente en la vena porta y en paralelo se aumenta en circulacion periférica. La

vida media de la insulina en plasma es de 5-6 minutos (Brunton, 2012).

La insulina desencadena una serie de reacciones a nivel celular: controla la
captacion, utilizacién y almacenamiento intracelular de glucosa, aminoacidos y
acidos grasos; bloquea procesos catabdlicos como la desintegracién de glucégeno,
grasa y proteina. La principal accion de la insulina es el transporte de glucosa hacia
tejidos, la glucosa entra a las células por difusion facilitada, mediante
transportadores, se consideran cinco, de GLUT1 a GLUT5. Estos transportadores
son glucoproteinas de membrana integrales; cada uno posee dominios a que
abarcan la membrana. La accion de la insulina es estimular el transporte de glucosa
al favorecer la translocacion dependiente de energia de las vesiculas que contienen
los transportadores GLUT1 y GLUT4 hacia la membrana, como se observa en la
Figura 3. La membrana celular tiene receptores para la insulina, que median

reacciones de fosforilacion al unirse la insulina al receptor (Brunton, 2012).
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Figura 3 Cadena de reacciones producidas por la interaccion de la insulina con su
receptor (Brunton, 2012).

1.2.3 Lainsulina como farmaco

Como fue previamente establecido, la insulina es el agente terapéutico principal en
el tratamiento de DMT1, y uno de los mas usados en casos de DMT2 y DMG.
Histéricamente se han utilizado diferentes tipos de insulina para el tratamiento de la
diabetes como insulina bovina y porcina, y recientemente humana, gracias al
desarrollo de técnicas de ADN recombinante se han logrado sintetizar analogos de
insulina humana en sistemas bacterianos (Brunton, 2012; Mayer et al., 2007).
Actualmente, se utiliza insulina humana y sus analogos, pero cada tipo de insulina
tiene su perfil de accion. En la Tabla 1 se muestran algunos de los tipos mas
comunes de insulina y su perfil; en el caso de la insulina Glargina y Determir no se

cuenta con un tiempo maximo de accion, ya que son insulinas de larga duracion.
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Tabla 1 Farmacocinética de diferentes tipos de insulina de uso clinico (De Luis y
Romero, 2013).

Tipo de insulina  Inicio de accion  Accién maxima Duracion de la

(h) accion (h)
Humana regular 30-60 min 2-4 5-7
Lispro 5-15 min 1-2 2-4
Aspartica 10-20 min 1-3 3-5
Glulisina 5-15 min 1-2 4-6
Glargina 1-2h - 24
Detemir 1-2 h - 16-24

Los analogos de insulina (lispro, aspartica, glulisina), poseen modificaciones en
algunos aminoacidos, lo que cambia su estructura y produce una vida media mas
larga, a la vez que imita el perfil de accién de la insulina endégena y reduce el riesgo

de picos postprandiales de glucemia y posibles hipoglucemias nocturnas.

La dosis de insulina que se debe administrar cada paciente es ajustada a los
requerimientos individuales y al tipo de insulina que se vaya a administrar. En todos
los casos trata de simularse el proceso normal de secrecion de insulina que se

estimula con la ingesta de alimentos.

1.2.4 Problemas de la administracion de insulina

La insulina exégena suele administrarse principalmente por via subcutanea, para
alcanzar condiciones cercanas a los valores de normales de glucosa, y por ende es
necesaria la administracion de multiples dosis. En la absorcion de la insulina influyen
diversos factores, entre los que destacan el sitio de inyeccion, ya que esto determina

el flujo sanguineo subcutaneo, y por ende la distribucion del farmaco.

Los sitios de inyeccidn son en tejidos subcutdneos de abdomen, muslo, gliteos o

brazo; la absorcién mas rapida ocurre en abdomen. Es necesario hacer una rotacion
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de los sitios de inyeccion pues repeticiones en el mismo sitio producen lipohipertrofia

o lipoatrofia.

La lipohipertrofia (aumento de los depdsitos de grasa subcutanea) y la lipoatrofia
(atrofia de la grasa subcutanea), son reacciones asociadas a las altas
concentraciones de insulina en los sitios de inyeccion (Brunton, 2012). Ambos
problemas se ven aumentados si las inyecciones son repetidas en los mismos
lugares y causan una absorcion irregular de la insulina, pues disminuye la
biodisponibilidad de la misma, lo que a su vez ocasiona valores inadecuados de

glucosa en sangre.

La lipoatrofia es mas comun en personas jovenes, ocurre comunmente entre los 6-
24 meses de tratamiento con inyecciones subcutaneas. Este problema ocurre en el
25-55% de los pacientes que utilizan insulinas sin purificar y en menos del 10% que
utilizan insulina de alta pureza (Richardson & Kerr, 2003). La recomendacion
general para el tratamiento de esta atrofia es dejar de utilizar el area para las
inyecciones; sin embargo, los pacientes eventualmente vuelven a utilizar dichas
areas pasado un tiempo recuperacion insuficiente. Dicho proceso produce una

recaida y la necesidad de inyectar en otras areas cercanas.

La lipohipertorfia es el problema de piel asociado al tratamiento de insulina mas
comun, con una incidencia del 30% en pacientes con DMT1 (Richardson y Kerr,
2003). En este caso las células son atrofiadas por la acumulacion de grasa, proceso
que es inducido por el efecto lipogénico de la insulina. Con el desarrollo de la
hipertrofia decrece la irrigacién sanguinea de la zona y disminuye la absorcién de la

insulina.

Otros problemas asociados a las inyecciones de insulina son alergias a los
componentes y estabilizantes de las soluciones, principalmente el Zinc, reacciones
idiosincraticas en la piel produciendo comezdén, enrojecimiento y pigmentaciéon de

las zonas afectadas (Richardson y Kerr, 2003).

Para la correcta aplicacion de las inyecciones subcutaneas de insulina es necesario

contar con conocimientos y practicas adecuadas, evitando la aparicion de
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infecciones en la piel o sistémicas y la pérdida de la actividad de la insulina. Aunado
a esto, la mayoria de los pacientes desarrollan ansiedad ante las punciones
(Zambanini et al., 1999). Adicionalmente, las inyecciones de insulina producen
hipoglucemias e hiperinsulinemia; estos problemas se han visto disminuidos con la
utilizacion de los analogos de insulina; sin embargo, su costo los vuelve poco
accesibles para la mayoria de los pacientes. La hiperinsulinemia conduce a un
aumento en la captacion de glucosa, en la sintesis de glucogeno, acidos grasos y
triglicéridos y se asocia con el desarrollo de arterosclerosis, cancer y desordenes
metabolicos (Kanzarkar et al., 2015).

Debido a los problemas asociados a la administracién subcutanea de insulina se
han estudiado otras posibles vias de administracion y otros métodos menos

invasivos y de facil utilizacion para pacientes.
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1.3 Encapsulacién de farmacos proteicos

En el mercado farmacéutico mundial, el 10% de farmacos son de origen proteico,
con ganancias estimadas en aproximadamente $40 billones de ddlares por afio
(Bruno et al.,, 2014). El principal método de administracion es la inyeccion
subcutinea, que tiene como principal desventaja la necesidad de conocimientos y
practicas adecuadas para su aplicacién, implica un gasto econémico por la compra
de jeringas, algodon e hisopos. Esta estrategia genera una gran cantidad de
desechos, ademas de producir problemas de piel en el caso de enfermedades
cronicas por las repetidas inyecciones en las mismas zonas; es un meétodo invasivo

y poco comodo para el paciente.

La administracién de este farmaco por vias alternas tiene diferentes problemas,
principalmente su baja biodisponibilidad. La administracion por via oral de insulina
solo ha logrado >10% de biodisponibilidad (Gongalves et al., 2016).

Se han estudiado diferentes estrategias mediante la encapsulacion para aumentar
la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los farmacos proteicos. La encapsulacion
es el proceso de atrapamiento de una molécula bioactiva en una matriz protectora.
En el caso de los farmacos de origen proteico, se han estudiado diferentes sistemas
de encapsulacién que permitan al péptido o proteina superar las diferentes posibles
degradaciones que ocurren en el tracto digestivo. Los principales sistemas son los

siguientes:

e Liposomas: Vesiculas artificiales que consisten en una o mas bicapas
lipidicas de fosfolipidos que rodean un volumen acuoso y cuya estructura se

asemeja a las membranas celulares (Chen et al., 2011).

¢ Nanoparticulas: Son sistemas formados por compuestos gelificables vy
coloidales, degradables o no, generalmente de polimeros naturales,
sintéticos o semi-sintéticos, que contienen una sustancia activa. Existen dos
subtipos de estos sistemas: nanoesferas, en donde la sustancia activa es

adsorbida en la superficie, o disuelta en el interior de la particula; v,
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nanocapsulas, que son vesiculas en donde el compuesto activo esta en el

ndcleo, rodeado por una capa de polimero protector (Choonara et al., 2014)

Nanoemulsiones: Son dispersiones de aceite y agua con un tamafio de
particula de entre 20 y 500 nm, por la posibilidad de solubilizar compuestos
lipofilicos e hidrofilicos es posible su utilizacion para una amplia gama de
farmacos (Muheem et al., 2016).

Complejos: Estos consiguen la interaccion directa entre las cargas del
compuesto bioactivo y la matriz protectora, logrando la formacién de
interacciones no covalentes. Generalmente se utilizan surfactantes para la
formacién de complejos (Li et al., 2011). En la Figura 4 se puede observar la
formacién de un complejo surfactante-péptido y la solubilizacién del mismo

en un lipido.

] wW/0o/W
S -
N = Emiulsién Surfactante
&e -
' % doble =

O Peptido
éﬁl{f@.@ _JAgua

v gl § Lipide

Complejo (zfﬂmﬁ

Figura 4 llustracion de dos sistemas para la encapsulacion de péptidos de interés

farmacéutico (Li et al., 2011).
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1.4 Complejos encapsulantes de proteinas

Entre las diferentes opciones para encapsular una proteina se encuentra la
formacion de complejos de proteinas hidrofilicas, como la insulina, utilizando una
molécula anfifilica, permitiendo la interaccion de cargas entre la proteina y la
molécula encapsulante. Se ha estudiado la interaccion entre proteinas idnicas y las
cargas idnicas opuestas de la cabeza polar de acidos grasos, agentes surfactantes
0 polimeros hidrofébicos (Sun et al.,, 2011). Los complejos tienen la ventaja de
cambiar la solubilidad de las proteinas, haciéndolas mas lipofilicas cuando el

complejo se realiza con fosfolipidos.

Diferentes estudios han realizado complejos con quitosano, desoxicolato de sodio,
estearato, dodecilsulfato de sodio, oleato de sodio y principalmente con fosfolipidos,
ente los que destacan la fosfatidilcolina de soya (Griesser et al., 2017; Kuche et al.,
2019; Sun et al., 2011; Zhou et al., 2012).

La utilizacién de fosfolipidos para la formacion de complejos presenta diversas
ventajas, ya que los complejos formados pueden ser administrados por via oral,
teniendo un mecanismo de absorcion similar al de los nutrientes que ingresan al
tracto gastrico, son biodegradables y no toxicos (Kuche et al., 2019). El mecanismo
en el que actuan los fosfolipidos para formar complejos y encapsular proteinas se
basa en las interacciones de las partes polares del fosfolipido con enlaces
peptidicos y aminoacidos, formando puentes de hidrégeno, y la parte hidrofébica de

la molécula se encuentra hacia afuera (Zhou et al., 2012).

Cabe senalar que los complejos formados entre proteinas y fosfolipidos pueden ser
agregados a diversos sistemas de administracion de farmacos, como las
nanoemulsiones, micelas o0 nanoparticulas, esto debido a la capacidad
emulsificante que presentan los fosfolipidos, por lo que a continuacion se hablara

un poco mas estas moléculas.
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1.4.1 Fosfolipidos nativos y modificados

Como se mencioné anteriormente, los fosfolipidos tienen la capacidad de
encapsular proteinas y formar complejos utilizables para la administracion via oral
de la proteina encapsulada. Los fosfolipidos son moléculas de naturaleza lipidica
que contienen fosforo, estan presentes en todas las membranas celulares formando
la bicapa. Estructuralmente son derivados del glicerol, al igual que los triglicéridos.
Existen dos tipos de fosfolipidos: los esfingolipidos que tienen en el esqueleto de
glicerol, esfingosina, un acido graso y el grupo polar de fosfato; y, los
glicerofosfolipidos, que estan formados por una molécula de glicerol a la que estan
unidos dos acidos grasos en las posiciones sn-1y sn-2. Dichos acidos pueden variar
en la longitud de la cadena carbonada y en la insaturacién. En la posicion sn-3 del
fosfolipido esta unida una molécula de acido fosforico, que da un caracter polar a
esta seccion del fosfolipido. El 4cido fosférico a su vez se enlaza a diferentes tipos
de moléculas, como la colina o la serina; estos ultimos grupos dan el nombre al

fosfolipido: fosfatidilcolina y fosfatidilserina (Li et al., 2014).
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Figura 5 Estructura del fosfolipido fosfatidilcolina. La estructura bésica de un fosfolipido tiene una
parte polar y otra no polar, conferidas por el grupo fosfato y las cadenas de acidos grasos,
respectivamente (Li et al., 2014)
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Dentro de las propiedades de los fosfolipidos se encuentra su naturaleza anfifilica,
gue les permite actuar como emulsificantes, al tener una parte polar y una no polar,
pueden interactuar para formar micelas en sistemas de agua/aceite, arreglandose
de la forma mas favorable de acuerdo a su polaridad. El caracter anfifilico de los
fosfolipidos se puede describir en relacién a su valor HLB (valor de balance
hidrofilico-lipofilico), lo que indica su capacidad como emulsificante (van Hoogevest,
2017).

Los fosfolipidos tienen diferentes areas de aplicacion, actualmente se investiga su
potencial como acarreadores en sistemas farmacéuticos, por ello es importante
contar con fosfolipidos con las caracteristicas especificas para dicha aplicacién. La
extraccion especifica de un tipo de fosfolipido resulta compleja; por ello, una
alternativa para la obtencién de fosfolipidos especificos es su modificacion.

Los fosfolipidos se pueden modificar por via quimica y/o enzimatica, siendo el
método enzimético el mas eficiente por su especificidad; las enzimas que pueden

ser usadas para la modificacién de fosfolipidos las enzimas lipasas y fosfolipasas.

Las reacciones para la modificacion de fosfolipidos incluyen la hidrélisis,
transesterificacion y transfosfatilacion, siendo las enzimas lipasas y fosfolipasas las
mas estudiadas. Las fosfolipasas tienen un papel muy importante en la regulacién
celular e hidrolisis de fosfolipidos en diferentes enlaces ester, como se muestra en
la Figura 6. La fosfolipasa Al (PLAL), hidroliza los enlaces ester de la posicion sn-
1, la fosfolipasa A2 (PLA2) hidroliza los enlaces en la posicion sn-2, Fosfolipasa B
(PLB) que actia en los enlaces que la A1y A2, fosfolipasa C (PLC) hidroliza los
enlaces fosfodiester de la estructura del glicerol, y la fosfolipasa D hidroliza los

enlaces entre el fosfato y los grupos polares (Hama et al., 2015).
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Figura 6 Enlaces en los que acttan las diferentes fosfolipasas (Aloulou et al., 2012).

La transesterificacion o aciddlisis, es el reemplazo de los &cidos grasos originales
con &cidos grasos externos. Generalmente se seleccionan acidos grasos que sean
dificiles de encontrar de forma natural en los fosfolipidos, como acidos grasos de
cadena media saturados. La reaccion de aciddlisis es realizada por las enzimas
PLAL, PLA2 Yy lipasas.

1.4.2 Modificacion de fosfolipidos con Acidos grasos de cadena media

Los acidos grasos de cadena media (AGCM) son cadenas alifaticas de 6-10
carbonos, en los aceites comestibles estan presentes el acido caproico (6:0),
caprilico (8:0) y caprico (10:0). Los MCFA representan del 7.3 al 15 % de los acidos
grasos en aceites como el de coco, palma, mantequilla, leche y queso. Los acidos
grasos de cadena media han sido estudiados para ser implementados en la

alimentacion humana y para ayudar en el tratamiento de algunos trastornos, pues
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los AGCM son absorbidos de forma directa del higado y son utilizados como fuente

de energia sin necesidad del intermediario carnitina para el ingreso a la mitocondria.

Diversos estudios han demostrado que los AGCM tienen efectos benéficos en el
tratamiento del Sindrome Metabdlico, principalmente se ha observado que aumenta
el gasto energético postprandial después del consumo de AGCM comparado con el
consumo de &cidos grasos de cadena larga. También se ha observado una
disminucién en el porcentaje de grasa y peso corporal después de dietas de 12
semanas en las que se consumian cantidades de 10 g de AGCM. Estudios sobre el
efecto de AGCM en ratas y humanos con DM se observdO que los sujetos
experimentales que tenian una dieta con AGCM ademas de la menor acumulacién
de grasa, tenian mejor tolerancia a la glucosa, de igual forma se observo protecciéon
contra la lipotoxicidad y puede reducir la resistencia a la insulina en ratas con DM2

(Nagao y Yanagita, 2010).

En aplicaciones farmacéuticas, se ha estudiado el efecto de los AGCM como
agentes que mejoran la permeabilidad de farmacos hidrofilicos a través las
membranas. Se ha estudiado el efecto de estos acidos grasos en el transporte a
través del intestino, utilizando modelos in vivo e in vitro con células Caco-2
(Lindmark et al., 1998), en pruebas de permeabilidad con monocapas de Caco-2 los
AGCM indujeron un rapido incremento de la permeabilidad epitelial para el paso de

moléculas hidrofilicas marcadas.

En el presente trabajo los acidos grasos de cadena media se utilizardn para
modificar fosfatidilcolina de soya y con la molécula modificada se formara un

complejo con la proteina insulina.

1.5 Nanoemulsiones
Una emulsién consiste en una mezcla de dos liquidos inmiscibles, generalmente
aceite y agua, donde uno de los liquidos dispersos forma gotas en el otro liquido
(McClements & Rao, 2011). El sistema en el que las gotas de aceite se dispersan
en agua se denominan aceite en agua (O/W), los sistemas en los que gotas de agua
se dispersan en aceite se llaman agua en aceite (W/O). Debido a la naturaleza

inmiscible de sus componentes, las emulsiones tienden a separarse en las fases
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que las forman, como efecto de distintos mecanismos como la floculacion,
coalescencia o maduracion de Ostwald. En la Figura 7 se pueden ver los diferentes

mecanismos de separacion de una nanoemulsion.

En las nanoemulsiones los tamafos de glébulo estan en un rango de 20 a 200 nm
(Cavazos-Garduiio et al., 2015). Las nanoemulsiones han servido como sistemas
de liberacion en diferentes formulaciones; por ejemplo, espumas, cremas, liquidos
y aerosoles; asi como en diversos otros productos y para numerosas aplicaciones

industriales y farmacéuticas.

Los sistemas de nanoemulsiones son termodindmicamente inestables, pero
cinéticamente estables. La estabilidad cinética puede ser mejorada al controlar la
composicién, el tamafio de particula o incorporando estabilizadores como
emulsificantes, modificadores de textura o retardantes de maduracion (McClements,
2011). Esto hace que la composicidn tipica de las nanoemulsiones incluya, ademas

del aceite y agua, un emulsificante.

El tamafio de particula es una de las principales propiedades a determinar al
caracterizar una nanoemulsion, el tamafo de particula influye en otras
caracteristicas como la apariencia de la nanoemulsion, la estabilidad y la absorcion,
diametros menores a 200nm son claras y translucidas. En una nanoemulsion los
tamafos de particula no siempre son uniformes, por lo que los resultados pueden
representarse como una campana de distribucion del tamafio, para nanoemulsiones
estables es recomendable distribuciones monomodales o solo una campana.
(McClements, 2011).
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Figura 7. Mecanismos fisicoquimicos de ruptura de una nanoemulsion.

1.5.1 Preparacion de las nanoemulsiones

Existen dos métodos principales para la preparacion de nanoemulsiones; métodos
de alta y de baja energia. Los métodos de alta energia utilizan equipos mecanicos
capaces de generar una disruptura intensa con lo que se forman pequefias gotas,
mientras que los métodos de baja energia se basan en la alteracion de la
composicion y las condiciones ambientales para la formacion de las particulas de la

nanoemulsion.

1.6.1.1 Métodos de alta energia

Los métodos de alta energia utilizan homogenizadores, equipos capaces de generar
intensas energias disruptivas que pueden entremezclar las fases acuosa y oleosa
hasta formar pequefias gotas. Algunos de estos son el homogenizador de valvula
de alta presion, el microfluidizador y el sonicador. Este es el método mas usado
para la preparacion de nanoemulsiones a escala industrial, por la versatilidad de sus

aplicaciones, al permitir formar emulsiones con diferentes materiales y puede
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estandarizarse para garantizar tamafios de particula homogéneos (McClements,

2011)

1.6.1.2 Métodos de baja energia

Los métodos de baja energia se basan en la formacion espontanea de pequefias
gotas de aceite dentro de los sistemas mixtos aceite-agua-emulsificante, cuando la
solucion o las condiciones ambientales estan alteradas; por ejemplo, la inversion de

fases y los métodos de emulsificacion espontanea.

1.6.1.2.1 Emulsificacion espontanea

La emulsificacién espontanea o autoemulsificacion es un método de baja energia
que emplea la liberacion de energia quimica por un proceso de dilucién en fase
continua. Primeramente todos los componentes compatibles con agua como
solvente, surfactante o cosurfactante, se mezclas para agregar la fase organica, los
componentes oleosos; la dilucibn y cambio en alguna de las condiciones
ambientales, generalmente la aplicacion de agitacién suave, produce la formacion
de pequefias gotas, aumento del area interfacial y la formacion de un sistema

metaestable; en la Figura 8 se observa el proceso de autoemulsificacion.

Formacién de gotas
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surfactante a la fase
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Figura 8 Proceso de emulsificacion espontanea (McClements, 2011).
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1.6SNEDDS
Los sistemas preparados utilizando métodos de baja energia o emulsificacion
espontanea y que se utilizan en aplicaciones farmacéuticas se denominan sistemas
auto-emulsificables de liberacion de farmacos (SEDDS) o sistemas auto-
nanoemulsificables de liberacion de farmacos (SNEDDS). Un SNEDDS es la mezcla
de la fase oleosa, surfactante, co-surfactante y compuesto farmacéutico, que forma
rapidamente una nanoemulsion O/W cuando se agrega a la fase acuosa, aplicando

agitacion. El tamafio de globulo esta entre 50 y 300 nm (McClements y Rao, 2011).

Los sistemas SNEDDS pueden formarse en el tracto gastrointestinal, pues las
condiciones acuosas y movimientos del aparato digestivo proporcionan la fase
acuosa y agitacién necesaria para la auto-emulsificacion. Los otros componentes
del sistema incluyen a la fase oleosa, surfactantes, cosurfactantes y compuesto

bioactivo.

La fase oleosa del SNEDDS puede ser acilgliceroles, acidos grasos, incluso el
mismo farmaco puede ser tomado como la fase lipofilica. Los surfactantes
recomendables son los de origen no iénico con un alto valor del HLB, como los
glicéridos etoxilados o polietoxilados como Tween 80 o Cremophor EL. Por lo
general, la concentracion del tensoactivo debe oscilar entre el 30 y 60% del peso
total del SNEDDS para poder lograr emulsiones estables. El co-surfactante tiene
como funcion mejorar las propiedades de auto-nanoemulsificacion y generalmente
se emplean surfactantes con bajo valor del HLB; también son empleados alcoholes

u otras sustancias como el glicerol (Wang et al., 2009).

Los sistemas SNEDDS han sido utilizados para la administracién de farmacos con
baja solubilidad en agua, como los antiinflamatorios no esteroideos. De igual forma,
la administracion de proteinas de interés farmacéutico es un reto, debido a su
cualidad hidrofilica, por lo que un SNEDDS preparado con un complejo de
fosfolipido-péptido puede ser una alternativa para la administracién de este tipo de
farmacos (Karamanidou et al., 2015). La versatilidad de los sistemas SNEDDS

permiten su aplicacion para la administracion de una gran variedad de compuestos
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activos, tanto hidrofilicos como lipofilicos, siendo sistemas con un gran potencial en

la industria farmacéutica.

1.6.1 Surfactantes

Son moléculas que reduce la tension superficial entre la fase dispersa y la continua,
mejorando la estabilidad de la emulsion y brindan proteccidén contra la agregacion
de las gotas. También son llamados emulsificantes o tensoactivos. En los métodos
de baja energia, como la emulsificacion espontanea, el surfactante facilita la

formacién de las pequefas gotas (Gupta et al., 2016).

Surfactantes idnicos: Son compuestos cargados, la mayoria negativamente. Estos
surfactantes pueden ser usados la preparacién de nanoemulsiones de baja y alta
energia, pero deben limitarse a aplicaciones donde se requiera poca cantidad de
compuesto, pues en grandes niveles causan irritacion. Algunos de estos
compuestos son alginato ladrico, DATEM, CITREM, lecitina y &cidos grasos
(McClements, 2011).

Surfactantes no idnicos: Estos compuestos carecen de carga, se utilizan por su baja
toxicidad e irritabilidad; ademés es aplicable en los dos métodos de formacion de
nanoemulsiones, algunos ejemplos son: sorbitan monooleato, eter de polioxietileno,

Tween y Spans (McClements y Rao, 2011).

Surfactantes zwitterionicos: Poseen dos cargas opuestas, pueden tener una carga
neta negativa, neutra o positiva dependiendo del pH de la solucién en la que se
encuentren, los fosfolipidos son uno de los mas comunes surfactantes
zwitterionicos; en este grupo también se encuentran las proteinas (McClements y
Rao, 2011).

1.6.2. Valor HLB

El balance hidrofilo-lipéfilo (HLB) es una escala desarrollada por Griffin, para
determinar cudl surfactante es el adecuado para la preparacion de una emulsion
estable. El valor HLB es un numero que indica la afinidad relativa del surfactante
por la fase oleosa 0 acuosa; una molécula con un valor HLB alto tiene una alta

cantidad de grupos hidrofilicos (Sarker, 2005).
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En la Tabla 2 se pueden observar rangos de valores HLB, caracteristicas y
aplicaciones de los mismos. Con estos datos se puede seleccionar un surfactante

con base al tipo de emulsion que se desea obtener o las caracteristicas deseadas.

Tabla 2 Caracteristicas y aplicaciones para valores de HLB.

Valor HLB Dispersion en solucién acuosa Aplicacién
1-4 Nulo W/O
4-6 _ emulsificante
Débil :
6-8 Emulsiones
8-10 o . . O/W
Translucido en soluciones dispersas :
10-13 Emulsiones
13-14 Soluciones transparentes O/W: Agente
solubilizante

Fuente: Cavazos 2013.

El surfactante utilizado para la formulacién del SNEDDS debe poseer un HLB mayor
a 12 (alta hidrofilicidad), esto permitira que rapidamente se formen grandes gotas
de aceite en la dispersion acuosa. El co-surfactante mejora las propiedades de auto-
nanoemulsificacién, ayudando a que las gotas reduzcan el tamafo, los co-
surfactantes generalmente utilizados tienen un bajo valor HLB (1-6) (Shukla et al.,
2016).

Los estudios sobre sistemas SNEDDS han estado enfocdndose en mejorar la
absorcion del compuesto farmacoldgico, por lo que ademas de mejorar las
relaciones entre los componentes, se estudia la incorporacion de SNEDDS en
capsulas y en otros sistemas que permitan aumentar la biodisponibilidad y
bioaccesibilidad del medicamento, una de estas estrategias es aumentar el tiempo

de permanencia de la nanoemulsion en el organismo.
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1.7 Mucoadhesion
La mucoadhesioén es la interaccion entre la superficie de la mucosa gastrointestinal
con un compuesto. Este proceso puede aumentar el tiempo de residencia de un
farmaco en el sitio de absorcién y incrementando la absorcién al sistema circulatorio
(Makhlof et al., 2011).

Existen diversos polimeros que poseen propiedades mucoadhesivas, entre ellos los
polisacaridos, que son preferidos por ser seguros para el consumo humano, y se
han utilizado previamente como excipientes farmacéuticos. Algunos polisacaridos
mucohadeshivos son el quitosano, el alginato de sodio, las ciclodextrinas, el

dextrano, la pectina, la goma xantana, la goma guar y la goma arabiga.

Los compuestos mucoadhesivos pueden formar enlaces con la mucina presente en
la membrana epitelial del intestino. Los enlaces pueden ser distintos, dependiendo
de la estructura del mucoadhesivo, generando principalmente puentes de hidrégeno
e interacciones de Van der Walls. Es importante remarcar que los mucoadhesivos
tienen diferente fuerza de adhesion de acuerdo a la carga que poseen.
Generalmente se considera a los polimeros anidnicos mas activos, y por ende

tienen una mayor capacidad adhesiva.

La capacidad de los mucoadhesivos para aumentar el tiempo de contacto con las
células encargadas de absorber los nutrientes y farmacos permite que la utilizacién
de este tipo de compuestos para aumentar la absorcion de compuestos
encapsulados en nanoemulsiones, formando una capa protectora del

mucoadhesivo sobre las particulas oleosas de las hanoemulsiones.

1.7.1 Alginato

El alginato es aplicado en biomedicina por su biocompatibilidad, biodegrdabilidad y
mucoadhesividad. Estructuralmente es un co-polimero conformado por bloques de
acido B-D-manurdénico (M) y acido a-L-glucuronico (G); la secuencia de los bloques
GM puede ser separada por un bloque G o estar alternados. Los bloques M son

flexibles, los G son inflexibles y los bloques MG tienen una flexibilidad intermedia.
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El polisacarido es extraido de algas pardas y es usualmente modificado para formar
sales de amonio, potasio, sodio y calcio; dichas sales son solubles en agua. Las
sales de alginato, como el alginato de sodio, forman geles cuando se mezclan con
una solucién de calcio, pues crean enlaces entre los bloques G de diferentes
regiones del polimero (T@nnesen y Karlsen, 2002; Nur y Vasiljevic, 2017).

El alginato se ha aplicado para encapsular diferentes compuestos de interés e
incluso se ha utilizado para la encapsulacion de bacterias probiodticas y enzimas,

tanto para consumo humano como para aplicaciones industriales.

1.7.2 Goma guar

Es un polimero de D-galactosa y D-manosa extraido de Cyamopsis tetragonolobus.
La manosa forma una cadena lineal unida por enlaces (1-4), a la que se unen
residuos de galactosa por enlaces 1-6. Al hidratarse la goma guar forma coloides
viscosos (Sinha y Kumria, 2001; Thombare et al., 2016).

La goma guar ha sido utilizada como agente retardante en tabletas, en especial se
ha utilizado en medicamentos para el colon, por su resistencia a las enzimas y
condiciones gastricas, siendo susceptible a las bacterias del intestino grueso,
haciendo que el farmaco sea liberado en el sitio que se espera. Actualmente se
investiga la aplicaciéon de la goma guar para el desarrollo de sistemas que permitan
la administracion de proteinas por via oral (Prabaharan, 2011), lo que permitiria
producir métodos no invasivos para mas farmacos, en especial para el tratamiento

de enfermedades crénicas.
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1.8 Sintesis de antecedentes
La diabetes mellitus es una enfermedad cronica, el principal tratamiento es la
administracion subcutanea de insulina, una hormona producida por el pancreas que
regula la utilizacion de glucosa por las células. Dado que la administracion de la
insulina es un método invasivo, incomodo y que puede producir problemas en la piel
si no se realiza adecuadamente, se ha investigado la posible administracion por vias
alternativas, como la via oral. La via oral representa un reto, pues las proteinas son
degradadas en las diferentes etapas del sistema gastrointestinal. Para poder
administrar proteinas por via oral la estrategia mas adecuada es encapsular la
proteina en alguna matriz que la proteja de las enzimas gastricas, del pH del
estbmago y se pueda absorber en el intestino. Una de las formas para encapsular
la proteina es formar un complejo con alguna molécula anfifilica, siendo los

fosfolipidos los més utilizados y versatiles.

Las proteinas encapsuladas en complejos de fosfolipidos pueden ser incorporadas
en sistemas autonanoemulsificable para la administracion de farmacos, (SNEDDS),
estos sistemas son nanoemulsiones conformadas por un surfactante, co-
surfactante, fase oleosa y farmaco, que al estar en contacto con agua y agitacion
suave forman una nanoemulsién con tamafios menores a los 200 nm. Estos
sistemas son estudiados para la administracion de diferentes compuestos, entre los
que se encuentra la insulina, al estar la proteina en un complejo con fosfolipidos es
lipofilica y se puede incorporar facilmente en la fase oleosa del sistema. Aunque
estos sistemas permiten que un alto porcentaje de la proteina llegue al intestino
para ser absorbida, no se ha logrado llegar a los niveles sanguineos de insulina que
sean similares a los de la inyeccion subcutanea. La absorcion de insulina contenida
en un sistema SNEDDS puede ser aumentada al utilizar un recubrimiento para las
particulas oleosas, con mucoadhesivos que ayuden a aumentar el tiempo de
contacto del SNEDDS con las células intestinales y con ello se aumente la absorcion

de insulina.
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2. JUSTIFICACION

La administracién de insulina por via subcutdnea representa un reto para los
pacientes, que requieren conocimientos y practicas adecuadas para la correcta
aplicacion de las inyecciones. La aplicacion continua de inyecciones subcutaneas
provoca lipodistrofias, y una eventual reduccién en la absorcién de la insulina. La
administracion oral de insulina representa un método no invasivo y de facil uso por
el paciente y representa menos riegos, asi como biodisponibilidad similar a las
inyecciones subcutaneas. Los sistemas SNEDDS formulados a partir de complejos
de insulina-fosfolipidos modificados, y con un recubrimiento externo de
mucoadhevisos son una alternativa a la administracion oral de insulina que permitira

mantener la bioactividad de la proteina de forma similar a la inyeccion de insulina.

32



3. HIPOTESIS

La incorporacion de polisacaridos como mucoadhesivos a SNEDDS de complejo
insulina-fosfolipido aumentaran la biodisponibilidad de la insulina, administrada por

via oral, en modelos in vitro, e in vivo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de polisacéaridos en la biodisponibilidad de insulina incorporada en
SNEDDS.

4.2 Objetivos especificos

+ Desarrollar un sistema SNEDDS formando un complejo de insulina con

fosfolipidos modificados.
* Incorporar el sistema SNEDDS en una red de polisacaridos.
« Evaluar la bioaccesibilidad de la insulina en un sistema in vitro.

« Estudiar la posible citotoxicidad del sistema SNEDDS vy la permeabilidad de

la insulina en células Caco-2.

* Realizar un estudio farmacocinético del sistema en un modelo murino.
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5. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos a utilizar en este trabajo experimental fueron grado analitico o HPLC.
La fosfatidilcolina de Soya con 95% de pureza fue marca Avanti Polar Lipids
(Alabaster, AL). La fosfolipasa PLAL Lecitase® Ultra de NOVO (Salem, VA). Acido
caprilico Cremphor EL, Goma Guar, Alginato de sodio, dimetil sulfoxido, mucina,
albumina bovina, pepsina y lipasa fueron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). El
Lauroglycol FCC y Labrafil M1944CS fueron de la marca Gattefossé. El reactivo

para la prueba MTS, CellTiter96 fue de la marca Promega.

5.1 Modificacion enziméatica de fosfatidilcolina de soya con acidos grasos de

cadena media.

5.2.1 Inmovilizacién de enzima PLA1 en Duolita

La inmovilizacion de la enzima PLA1 se realiz6 de acuerdo al método establecido
por Garcia et al. (2008). Brevemente, se pesaron 100 g del concentrado enzimatico
Lecitase® Ultra (1.5% de proteina) y se mezcl6é con un volumen en relaciéon 1:1 de
buffer Tris-HCI 0.1N (pH 8). La enzima en suspension se mezclé con 20 g de soporte
(Duolita A568) y se someti6 a agitacion orbital a 300 rpm y 50°C. Pasadas 12 horas,
la suspension de enzima inmovilizada se pasoé 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 y se tomaron muestras de 50 uL para la determinacion de proteina libre.

5.1.1 Cuantificacion de la retencion de PLAL en duolita

La determinacion de la adsorcion de la PLAL en la duolita se realiz6 mediante la
cuantificacion de proteina por el método espectrofotométrico de Bradford,
empleando albumina de suero bovino (BSA) como estandar para la curva de
calibracion. Las muestras tomadas de 50 pL durante el proceso de inmovilizacion

se mezclaron con 450 pL de buffer Tris; de esta mezcla de tomaron 100 yL y se le
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afadieron 3,500 pL de reactivo de Bradford, se dejé reposar por 10 minutos y
posteriormente se ley6 la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de

onda de 595 nm.(Baeza-Jiménez et al., 2012; Esperon et al., 2017)

5.1.2 Sintesis de fosfatidilcolina modificada (PCM) rica en AGCM a partir de
fosfatidilcolina de soya

La sintesis de PCM se llevo a cabo mediante la reaccion enzimatica de acidalisis,
en la que se utilizé la PLA1 inmovilizada. Se siguieron las condiciones de Bravo
(2018), la fosfatidilcolina de soya se disolvi6 en hexano por medio de
ultrasonicacion, en una relacion 1:4 de fosfatidilcolina y solvente. Una vez disuelta
se llevd a reaccion con 10% de enzima inmovilizada, una relacion molar 1:16 de
sustratos (PC:AGCM), 300 rpm y 50°C.

Para elaborar cinéticas de reaccion, se tomaron muestras de 50 L a los tiempos O,
1, 2, 4, 8, 12 y 24 horas de la reaccién, para determinar la incorporacion de los
AGCM a la fosfatidilcolina.

5.1.3 Determinacion de laincorporacion de AGCM a la fosfatidilcolina

La incorporacion de AGCM a la fosfatidilcolina de soya se analiz6 mediante
cromatografia de gases (CG). Los acidos grasos esterificados se derivatizaron a
metil esteres por metilacién alcalina; para ello se tomaron 15 mg de la mezcla de
reaccion y se le incorporo 100 uL de acido tridecanoico-metil-ester diluido en hexano
(50 mg de acido tridecanoico-metil-ester en 10 mL de hexano); posteriormente, el
solvente se removio con nitrégeno. Se afadieron 2.5 mL de metoxido de sodio 0.5
N en metanol y la reaccion se mantuvo a 80 °C por 10 minutos; después las
muestras se enfriaron en un bafo de hielo por 1 minuto. Se adicionaron 2 mL de
hexano grado HPLC y se agit6 para incorporar los componentes en la fase organica.
Se agregaron 5 mL de solucion de bicarbonato de calcio (9 g de NaCOsen 100 mL
de agua mili-Q) y se centrifugé a 3500 rpm por 10 min. La fase del hexano se

recupero en viales para cromatografo de gases. (Ochoa et al., 2013)
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Para el andlisis se inyectd 1 yL en un cromatdgrafo 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 m X 0.25 mm X 0.25 mm). El
programa de calentamiento de la columna se realizd con una temperatura inicial de
190°C por 1 minuto, seguido de una rampa de 4 °C por minuto hasta 210 °C. El
tiempo de corrida de 30 minutos. El puerto de inyeccién se mantuvo a 200 °C vy el
detector a 230 °C. Se utilizé nitrégeno de alta pureza como gas acarreador a un flujo
constante de 1 mL/min. Los cromatogramas obtenidos se analizaron para
determinar la presencia de los acidos grasos de cadena media incorporados
(Esperon et al., 2017).

5.1.4 Determinacion del rendimiento de la reaccion de acidadlisis

El rendimiento de la reaccion de aciddlisis se determindé mediante el uso de HPLC
fase normal, para lo que 2 mg de las muestras de reaccién se diluyeron con 1.5 mL
de hexano grado HPLC, la mezcla se paso por filtros de nylon para jeringa de 0.45
um. Se inyectaron 15 pL al equipo que tienen una bomba binaria Waters 1525, un
inyector automatico Waters 717plus y un detector UV-Visible (Waters 2487) a 203
nmy 215 nm, la columna fue Econosil Silica 5U de fase normal (250 x 4.6 mm) de
Alltech, ajustada a 40°C. La fase moévil empleada fue acetonitrilo: metanol: acido
fosforico (130:5:1.5 v/v/v) con un flujo isocréatico de 1 mL/min y un tiempo de corrida
de 18 min.(Ochoa et al., 2013)

5.1.5 Purificacion de PCM por cromatografia en columna

Para purificar la PCM se utilizd6 cromatografia en una columna de 560 mm de largo
por 55 mm de didmetro, empacada con 600 g de silica gel de 60-200 mesh de
diametro medio de particula y 60 A de diametro medio de poro (Sigma Aldrich). La
fase movil fue cloroformo para la separacion de los acidos grasos y metanol para la
de fosfolipidos (Bravo, 2018).
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5.3 Elaboracion del complejo insulina-PC e insulina-PCM
La formacion de complejos de insulina con fosfolipido normal y modificado se realizo
siguiendo el método de Zhou et al. (2012), utilizando insulina humana en polvo con
27 Ul/mg. Para realizar el complejo se tomo una relacion molar de 1:8 insulina-
fosfolipido (modificado y sin modificar); cada componente se colocé en un matraz
redondo y se disolvidé en un solvente. Para la insulina fueron 10 mL de metanol
acidificado con 0.1% de acido trifluoroacetico; y para la PC y la PCM se utilizé éter

etilico en una relacién 9:1.

Una vez disueltos independientemente, se mezclaron en un matraz de rotavapor,
donde se elimin6 con vacio todo el solvente presente. ElI complejo fue
completamente evaporado con nitrégeno, para eliminar residuos de solventes y se
dej6 en vacio por 12 horas. Posteriormente se recolectdé y guardd en un frasco

ambar y en refrigeracion, hasta agregarse a la fase oleosa de la nanoemulsion.

5.2 Formulacién de los SNEDDS

De inicio, se realizé una pre-formulacion de SNEDDS considerando lo reportado por
Bravo (2018), para reproducir las formulaciones con mejores comportamientos y
seleccionarlas para su posterior aplicacion, las pre-formulaciones se muestran en la
Tabla 3. En estas SNEDDS la fase oleosa fue lauroglycol FCC, el surfactante fue
Cremophor EL y el co-surfactante Labrafil M1944CS, y estuvieron libres de insulina,
ya que fueron para determinar comportamientos. A las formulaciones seleccionadas

se les adicionaron de 2.5 a 10 mg del complejo insulina-fosfatidilcolina.

En las SNEDDS finales, la fase oleosa se form6 al mezclar el complejo insulina-
fosfatidilcolina a lauroglycol FCC vy los tensoactivos y co-tensoactivos mencionados
anteriormente. Se mezclaron las distintas fases a 500 rpm a temperatura ambiente
por 15 minutos. La mezcla final se disperso en buffer de fosfato 0.1 M, pH 6.8, a 50
rpm, con lo que se formo el sistema SNEDDS. Este sistema se caracterizé al medir

tamafio de particula, y se realizé un diagrama de fases ternario con el software
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SigmaPlot, para determinar las formulaciones en la zona de emulsificacion

espontanea.

Tabla 3 Formulaciones para la preparacion de SNEDDS

Formulacion Fase oleosa Surfactante Co-surfactante

Lauroglycol Cremophor EL Labrafil M1944
FCC (mg) (mg) (mg)

1 100 300 150

2 100 300 250

3 100 500 150

4 100 500 250

5 100 700 150

6 100 700 250

7 300 300 250

8 300 500 250

9 500 500 250

10 500 700 50

11 500 700 150

12 500 700 250

5.4 Incorporacion de mucoadhesivos

Los polisacaridos mucoadhesivos se disolvieron en buffer de fosfato de pH7. La
relacion final del sistema fue 1:1 de solucion de polisacaridos y SNEDDS. Se
mezclaron las soluciones a 500 rpm y temperatura ambiente por 30 minutos;
finalmente se ajustdé el pH a 3 para promover la absorcidon de los polimeros
mucoadhesivos. Para esta etapa experimental se llevé a cabo un disefio 23, del cual
los factores y niveles se muestran en la Tabla 4, mientras que en la Tabla 5 se

muestran los tratamientos desarrollados.
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Tabla 4 Factores y niveles del disefio experimental para la incorporacién de

polisacaridos a SNEDDS.

Factores Niveles

. Modificado (M)
Fosfolipido ; »
Sin modificar (S)
_ 0%
Alginato
0.05%
0%
Goma guar
1%

Tabla 5 Tratamientos del disefio experimental

Tratamiento Fosfofolipido

Alginato

1 0% 0%
2 0% 1%
3 0.05% 0%
4 0.05% 1%
5 0% 0%
6 0% 1%
7 0.05% 0%
8 0.05% 1%
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5.5 Caracterizacién de las SNEDDS

5.5.1Tamafio y distribucion de tamafo de particula.

El tamafio de globulo y la distribucidon se determin6 mediante la técnica de
dispersion de luz dinamica utilizando un equipo Zetasizer Nano—ZS90 (Malvern
Instruments), con un intervalo de deteccion de 0.3 nm a 5 um, acorde a la norma
ISO 13321:1996. Se tomaron 50 pL de la emulsion y se diluyeron en 1 mL de agua
milli-Q y se colocaron en una celda para ser leido el tamafio del glébulo. Se midié
el tamafo y dispersidad de los glébulos de los sistemas, antes y después de la

incorporacion de los polisacaridos

5.5.2 Medicion del potencial zeta

La carga superficial de los glébulos se analiz6 midiendo el potencial Zeta de las
nanoemulsiones, utilizando el equipo Zetasizer Nano—ZS90 (Malvern Instruments).
Para llevarlo a cabo 40 pL del SNEDDS se diluyeron en 1 mL de agua milli-Q y se
llevaron a una celda. Se midi6 el potencial de los sistemas antes y después de la

incorporacion de los polisacaridos.

5.6 Bioaccesibilidad in vitro

Se estudi6 el efecto de las condiciones gastointestinales sobre los sistemas
SNEDDS. Para ello los sistemas se introdujeron en un sistema de simulaciéon
gastrico in vitro en las condiciones establecidas por Sarkar et al. (2009) y
McClements y Li (2010). El sistema que consiste de dos reactores: en el primero se
simulan las condiciones de boca y estbmago y en el segundo las del intestino
delgado; una bomba de infusién para agregar las soluciones simuladoras de fluidos
gastricos, parrillas de agitacion para proporcionar la temperatura y movimientos
peristalticos. En la Figura 9 se puede observar el proceso general que se llevo a
cabo para el andlisis, el tiempo de retencion en cada etapa y las condiciones. La
composicién de las soluciones simuladoras de los fluidos gastrointestinales se

muestra en la Tabla 6. Al finalizar cada etapa se tomd una muestra y se analiz6 el
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tamafo de particula; al finalizar la simulacion del intestino delgado se midio la

cantidad disponible de insulina en la solucion, para estimar el valor de

bioaccesibilidad. La insulina se midié6 mediante la prueba ELISA para insulina.

6 ml Solucion saliva.
6.8 pH

5 min., 100 rpm

12 ml jugo gastrico
Jugos gastricos [Pumm el . E—
2 h, 100 rpm

6 ml de bilis, 12 ml de sol. Jugo
Jugo duodenal duodenal 2 h, 100 rpm

Prueba ELISA para insulina.

Figura 9 Secuencia y condiciones de la evaluacion in vitro.
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Tabla 6 Composicion de las soluciones simuladoras de fluidos géstricos ((Sarkar

et al., 2009)

Saliva g/L Estomago g/L Intestino g/L
Cloruro de NaCl 1594 | Clouro | oo | 2 Sales 46
sodio dq sodio biliares
Nitrato de NH4NOs 0.328 Acido Hoo | 7 | Clorurode |~ 110
amonio clorhidrico calcio
Fosfatode | 06, | 0636 | Pepsina 3 | Clourode |\ | 5
potasio sodio
Cloruro_ de KCI 0.202 Lipasa 15
potasio
Cirato de |\ - 11 .0:H:0 | 0.308
potasio
Urea H2NCONH: 0.198
Sal sédica
de &cido C3HsOs3Na 0.146
lactico
Mucina 0.3

5.7 Citotoxicidad en células Caco-2

Para la prueba de citotoxicidad se sigui6 la metodologia expuesta por Garcia-Varela

et al. (2016). Brevemente, se utilizé el reactivo MTS, una sal de tetrazolio que se

reduce en presencia de metasulfato de fenazina. La prueba se realiz6 en placas de

96 pocillos. Los sistemas SNEDDS en diferentes concentraciones se pusieron en

contacto directo con las células Caco-2 cultivadas previamente y se incubaron por

48 horas. La absorbancia se midié a 490 nm, 1 hora después de agregar el reactivo

MTS. Se determind el porcentaje de viabilidad celular.

5.8 Prueba de permeabilidad en células Caco-2

La prueba se llevo a cabo segun la técnica Zhang et al. (2012), utilizando células

Caco-2. El establecimiento de la monocapa celular en la membrana porosa de las
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placas Transwell se realizé en las condiciones indicadas por van Breemen y Li
(2005). Una vez establecida la monocapa que simula la monocapa intestinal
humana, se pusieron en contacto con el SNEDDS en el compartimento superior de
la placa que se muestra en la Figura 10. Las placas se mantuvieron en agitacion y
se tomaron muestras del permeado que se encontraba en el compartimento inferior
para realizar una cinética de permeabilidad durante 6 horas. Al material que pasoé
por la membrana se les analizdé con ensayo ELISA para determinar la cantidad de

insulina que logro atravesar las células.

Inserto

Compartimento superior

Hmm“.q m Membrana poroso

Compartimento inferior

Figura 10. Esquema de las partes de la placa Transwell para pruebas de permeabilidad
(Corning™).

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

murino

Las ratas Wistar macho con una edad de 11 semanas se obtuvieron del bioterio de
La Universidad Cristébal Colén Campus Calasanz en cajas de prolipropileno y se
transportaron hasta el bioterio de experimentacion del Laboratorio de Quimica de
Alimentos del Instituto Tecnoldgico de Veracruz. Durante su estancia los roedores
se mantuvieron bajo las condiciones sefaladas por la Norma Oficial Mexicana-
NOM-062-Z00-1999; cada roedor estuvo en una jaula individual, la alimentacion
fue con alimento peletizado de la marca Teklad Global Rodent Diets y agua ad
libitum; la temperatura del bioterio se mantuvo en 25+1°C y se proporcionaron ciclos
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de luz y oscuridad de 12 horas. Diariamente se revisO que las condiciones
ambientales se mantuvieran y se realiz6 la limpieza de las jaulas. El periodo de
adaptacion al bioterio fue de 7 dias desde la llegada de los roedores. Se monitore6

el peso de los roedores al final del periodo de adaptacion.

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

necesaria del compuesto en amortiguador citrato de sodio 100 mM, pH 4.5.

Para evitar la muerte de los roedores por hipoglicemia, producto de la accion de la
estreptozotocina, se proporcioné agua con un 15% de glucosa por 24 horas;
después de este tiempo se reanudd la alimentacibn normal. Se monitore6 la
variacion de niveles de glucosa y peso antes y 6 dias después de la induccion de
diabetes.

El nivel de glucosa en sangre de los animales se cuantificO mediante el método
enzimatico GOD-POD (Kit Bio-Glucosa MEXLAB). Las muestras sanguineas de 200
ML se extrajeron mediante la técnica de corte de cola y recolectaron en microtubos
eppendorf de 1.5 mL. Después de 20 min de reposo, las muestras ya coaguladas
se centrifugaron a 5500 rpm por 5 min a 10 °C para separar el plasma del paquete
globular y se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacién. Una muestra de 10 yL de
plasma se mezclé con 1mL del reactivo GOD-POD e incub6 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 del kit de determinacion; los valores se expresaron en
mg/dL.

Para evaluar la biodisponibilidad de la insulina cargada en las SNEDDS, se
formaron 7 grupos de ratas Wistar diabéticas con 3 individuos cada uno. Las ratas
tuvieron un ayuno de 12 horas antes del tratamiento y durante las 8 h que duro el
procedimiento, permitiendo solamente agua ad libitum. Posteriormente, al grupo 1,

no se le administr6 ningun tratamiento, al grupo 2 se le administré insulina
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subcutanea a una concentracion de 2 Ul/kg, al grupo 3 se le administré insulina libre
a concentracion de 50 Ul/kg. Los tratamientos SNEDDS desarrollados fueron
preparados a una concentracion de 50UIl/kg de insulina, y se administraron los
tratamientos T2, T3, T6 y T7 en un volumen de 2.5 mL utilizando una cénula.
Después de la administracion de los tratamientos se tomaron muestras de sangre
desde el tiempo O, 1, 2, 4, 6 8 h después de la administracion del tratamiento. Las
muestras se almacenaron a -20°C hasta su posterior evaluacion con un kit ELISA

para insulina (Mexlab) y determinacion de glucosa.

Una vez calculados los valores de glucosa e insulina se determiné el porcentaje

disminucién de glucosa mediante la siguiente ecuacion:

Nivel de glucosa medido

%Nivel de glucosa = ( ) x 100

Nivel de glucosa inicial

Donde el nivel de glucosa inicial es el determinado al tiempo 0 y nivel de
glucosa medido es la cantidad determinada al tiempo al que se quiera determinar el
nivel de reduccion. El porcentaje de biodisponibilidad de la insulina se calcul6 con

la siguiente ecuacion:

%BD — (AUCoral)(DOSiSs.c) % 100
(AUCS.C)(DOSiSoral)

Donde:
AUCoral es el area bajo la curva de insulina del tratamiento a evaluar
AUCs.c. es el area bajo la curva de la cantidad de insulina subcutanea
Dosisoral dosis de insulina oral administrada, 50 Ul/kg

Dosiss.c dosis de insulina subcutanea administrada 2 Ul/kg
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6. RESULTADOS

6.1 Modificacién enzimatica de la fosfatidilcolina de soya con

acidos grasos de cadena media.

6.1.1 Inmovilizacién de PLA1

El soporte utilizado para la inmovilizacién de la enzima fue Duolite A568, una resina
polimérica de intercambio anionico. Se realiz6 una cinética de 12 horas y se calcul6
la adsorcion de la enzima en el soporte por el método de Bradford (1976). Se tomd
una muestra del sobrenadante en diferentes tiempos de la cinética, y se midi6 la
cantidad de proteina que no fue retenida. La cinética se muestra en la Figura 11.
Previamente se obtuvo una curva de calibracion con albumina, que se encuentra
anexa. La maxima incorporacion se logro a las 8 horas y fue del 95.4%, absorbiendo
40 mg/mL de PLAL, ya que se parti6 de esa concentracion inicial. Trabajos
anteriores muestran incorporaciones similares, como Garcia et al. (2008), quienes
alcanzaron la inmovilizacion del 70% de PLAL de una suspension con concentracion
de 75 mg/mL. De igual forma Ochoa et al. (2013) lograron inmovilizar el 61% y 46
mg/mL. Las diferencias en el porcentaje de inmovilizacion se deben mayormente a

la concentracion inicial de enzima.

100

80

60 / --¢-- % enzima

X inmovilizada

—@— % enzima libre

o
O ¢<

2 4 6 8 10 12
Tiempo de reaccion (h)

Figura 11 Cinética de inmovilizacién de enzima PLAL en Duolita A568
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6.1.2 Sintesis de fosfatidilcolina modificada (PCM) rica en AGCM a partir de
fosfatidilcolina de soya

La enzima inmovilizada se utilizé en la reaccion de modificacion de fosfatidilcolina
de soya (PC), previamente fue secada. La reaccion se llevé a cabo de acuerdo a lo
mencionado en la seccion de Materiales y Métodos. Cada gramo de PC utilizada se
disolvié en 4 mL de hexano, &cido caprilico en relacién molar 1:16 respecto a la PC,
temperatura de 50°C, 10% de enzima inmovilizada y agitacion orbital de 300 rpm.
Se realiz6 una caracterizacion de la PC para determinar los acidos grasos
presentes. Los resultados obtenidos mostraron la siguiente composicion: acido
palmitico (C16:0) 12.89%, acido estearico (C18:0) 3.02%, acido oleico (C18:1 n-9)
9.07%, acido vaccénico (C18:1 n-7) 1.69%, acido linoleico (C18:2 n-6) 66.51%,
acido a-linolénico (C18:3 n-3) 6.83%.

pA - ;
180 |
|
1

160 - |

——23645 'O

140 - | |
120 ||

100 - |

10.866

i
~

80— | 3

——15.856

D

o
21.334
22288

5 10 (SR O 20 e 25 ___min

Figura 12 Perfil de acidos grasos esterificados de PC: 1)13 estandar interno, 2)16:0, 3) 18:0,
4)18:1 n-9, 5)18:1 n-7, 6)18:2 n-6, 7) 18:3 n-3.

6.1.3 Determinacion de la incorporacién de AGCM a la fosfatidilcolina

Se tomaron muestras de la reaccion de modificacion en los tiempos 0, 4, 12, 24y
48 horas. Las muestras se derivatizaron a metilesteres para inyectarlas al

cromatografo de gases, de acuerdo a la metodologia marcada anteriormente. En la
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Figura 14 se muestra el perfil de &cidos grasos de la PCM: el pico 1 es el
correspondiente al acido graso de cadena media incorporado. EI mayor porcentaje
de incorporacion de AGCM se logré a las 24 horas, como se muestra en la Figura
13, siendo del 49.69 % en relacibn molar. Este rendimiento es mayor a los
reportados por Vikbjerg et al.,, (2006) de 27.3-37%, quienes realizaron el
enriquecimiento con el mismo acido graso que en este trabajo, pero utilizaron la
enzima PLA2. Trabajos en los que se utilizé la enzima PLA1 como Ochoa et al.
(2013) y Garcia et al. (2008) muestran resultados de incorporacion entre 37-41% en
relacion molar. La diferencia entre los resultados bibliograficos y los obtenidos se
deben a la utilizacion de un medio con solvente, ya que en presencia del hexano
puede ocurrir un fendbmeno de migracibn de grupos acilos, que permite la
incorporacion del &cido graso en las posiciones sn-1 y sn-2 de la molécula de PC.
Esto coincide con lo reportado por Bravo (2018), quien obtuvo un rendimiento del
57.44%, ya que las condiciones de reaccién fueron iguales. También es importante
sefalar que en el presente trabajo se utilizO una menor cantidad de enzima y el
mismo tiempo de reaccién que en el trabajo de Ochoa, donde se utilizé 16% de

enzima y se obtuvo una incorporacién menor.

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura 13 Porcentaje molar de incorporacion de AGCM en PC
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Figura 14 Perfil de acidos grasos esterificados de PCM: 1) C8:0, 2) C13:0 estandar interno, 3)
C16:0, 4) C18:0, 5) C18:2 n-6, 6) C18:3 n-3.

6.1.4 Determinacion del rendimiento de la reaccion de acidolisis

El rendimiento de modificacion de PC a PCM se determind por HPLC de acuerdo al
apartado de Materiales y Métodos; la maxima modificacion se obtuvo a las 24 h, con
47.7%; esto se puede observar en la Figura 15. Se realizd una curva de calibracion
de PC para las determinaciones de rendimiento, en las Figura 16 yFigura 17 se
muestran los cromatogramas de HPLC del tiempo inicial y final de la reaccién, donde
se observa la formacion de PCM y de lisofosfatidilcolina. El rendimiento de la
reaccion fue mayor a los reportados por Ochoa, Garcia y Vikbjerg, pero es menor al
reportado por Bravo, lo cual puede deberse a la edad de la enzima utilizada y la
posicion en la que se inmovilizo, ya que aunque se inmovilizé una mayor cantidad
de enzima, los sitios activos podrian no estar disponibles para realizar la reaccion,

explicando de esta forma que el rendimiento no sea el mismo (Hama et al., 2015).
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Figura 15 Rendimiento de la cinética de modificacion de PC
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Figura 16 Cromatograma inicial de la cinética de reaccion de aciddlisis, 1) AGCM, 2) PC
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Figura 17 Cromatograma inicial de la cinética de reaccién de aciddlisis, 1) AGCM, 2) PC, 3) PCM,
4) Lisofosfatidilcolina

6.1.5 Purificacion de PCM por cromatografia en columna
Se obtuvieron 14 g de PCM y 45.4 g de &cidos grasos después de la evaporacion

del solvente con rotavapor, recuperando un 80% de la PCM.

6.3 Complejo insulina-fosfolipido

Se prepar6é un complejo de PC y PCM. Después de la eliminacion de solvente y
secado se obtuvo el complejo, con un 90% de atrapamiento de insulina. Este valor
difiere del obtenido por Zhou et al. (2012), debido al tipo de fosfolipido utilizado, ya
gue en el presente estudio se utiliza un fosfolipido modificado enzimaticamente, lo
que podria generar inestabilidad al tener de acidos grasos de diferentes tamafios, o
requerir condiciones diferentes de solubilidad (Hama et al., 2015) .
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6.2 Formulacion de SNEDDS
Siguiendo las formulaciones descritas por Bravo (2018) para la preparacion de
SNEDDS, se procedi6 a probar las que produjeron tamarfios de particula menores 'y
comportamiento monomodal. Se probaron 12 sistemas: los factores como la
estabilidad, la capacidad de solubilizacién de los surfactantes en agua para una
auto nanoemulsificacion eficiente, una relacion surfactante/co-surfactante se
consideraron en la formulacion y seleccién de los SNEDDS. Para ello se obtuvo el

diagrama de fases ternarias que se muestra en la

Figura 18. El diagrama de fases ternarias se relacioné con la distribucion del tamafio
de particula y la emulsificacion espontdanea de los sistemas formulados. Se
observaron sistemas que formaban nanoemulsiones espontaneas monomodales, y
sistemas con dificultad de solubilizacion que formaban nanoemulsiones
multimodales. Los sistemas que presentaron una mayor cantidad de surfactante en
la relacidbn entre surfactante/co-surfactante, fueron los que tuvieron una
autonanoemulsificacion mas rapida. La cantidad de fase oleosa no tuvo influencia
en la formacién de la nanoemulsion. Esto es coincidente con lo reportado por Tran
etal.,, (2016) y por Kassem etal.,, (2016), donde se observdé que la relacién
surfactante/co-surfactante influye directamente en la formacion de la nanoemulsién
y en el tamafio de particula, el aumento en el co-surfactante disminuye la
emulsificacion. Al igual que en los estudios mencionados, en el presente no se

observé influencia directa de la fase oleosa en la emulsificacion.
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Los SNEDDS en el area de nanoemulsiones multimodales se descartaron porque

esta distribucion puede producir coalescencia y baja estabilidad en la nanoemulsion

Cremophor EL

0

0
Labrafil M1944 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 Lauroglycol FCC

Figura 18 Diagrama de fases ternaria. Los puntos indican zonas de emulsificaciéon espontanea con
comportamientos monomodales. Las cruces indican areas donde no se produjo la emulsificacion
espontanea.

El tamafio de particula, D90 y PDI de 9 sistemas monomodales seleccionados del
diagrama de fases ternarias, se muestran en la Tabla 7. Estos datos coinciden con
los reportados por Bravo-Alfaro (2018). Aquellos tratamientos con los mejores
resultados fueron seleccionados para agregar el recubrimiento mucoadhesivo. Para
la siguiente etapa del estudio, se seleccionaron los sistemas 2, 6 y 9, debido a su
tamafio de particula y valores de PDI mas pequefios (Ochoa et al.,, 2016) y
diferentes composiciones, que nos permitieron observar su comportamiento en la
incorporacion de mucoadhesivos. La distribucion de tamafo de particula

monomodal de estos sistemas se muestra en la Figura 19.
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Tabla 7 Tamafios de particula de pre-formulaciones de SNEDDS

Sistema Tamafo promedio (hnm) D90 (nm)
1 23.53 £0.922 27.36 £ 0.392 0.17 + 0.05¢
2 27.90 + 1.07° 33.95+1.98P 0.08 + 0.01¢
3 22.43 £ 0.612 25.11 £ 0.272 0.23 £ 0.02°
4 21.59 + 0.862 26.03 +0.9424 | 0.12 +0.03¢
5 21.85 +£1.022 24.1 + 043¢ 0.37 £ 0.032
6 18.56 + 0.51¢ 22.43 +0.87°¢ | 0.10 £ 0.01¢
7 43.71 £ 1.524 50.53 +3.17¢ @ 0.13 +0.01“
8 26.97 + 1.72° 31.43 +2.68P 0.17 £ 0.03¢
9 33.66 +£1.37¢ 39.68 +2.76" | 0.11 +0.02%

Valores reportados de media + desviacion estandar (n=6). Letras diferentes indican diferencia
significativa (p<0.05). El valor D90 significa que el 90% de las particulas tiene un tamafio inferior a
dicho valor. El indice de Polidispersidad (PDI) es el coeficiente entre la desviacion estandar del
tamafio de particula y el tamafio promedio.
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Figura 19 Comportamiento monomodal del sistemas seleccionados; a) sistema 2, b) sistema 6 y c)
sistema 9.

6.4 Incorporacién del complejo insulina-fosfolipido en SNEDDS
Para determinar la capacidad de solubilidad del complejo en la fase oleosa (Labarafil
M1944 CS), se probaron porcentajes de 2.5, 5y 10% de complejo. Esta prueba se
realizé en el sistema 2, a diferencia de lo reportado por Bravo (2018), se tiene una
solubilidad hasta el 10%, aunque el tamafio de particula aumento con el porcentaje
de complejo incorporado, se obtuvieron tamafios por debajo de 100 nm vy
comportamientos monomodales. Dicha diferencia se puede atribuir al método con
el gue se prepard el complejo, pues en el trabajo de Bravo el complejo se hizo
mediante liofilizacion, teniendo que utilizar varios ciclos de congelado para lograr el
complejo final, con lo que se pudo generar un complejo de mayor tamafo. En la
Figura 21 se observa el efecto en el tamafio de particula y su distribucion en cada
porcentaje de complejo. A pesar de que el tamafio de particula no difiere

significativamente, en el porcentaje mas alto se observd sedimentacion (Figura 20)
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y la campana de distribucion con menor repetitividad. Se decidio utilizar 2.5% de

complejo, por haber generado el menor tamafio de particula.

Figura 20 Sistema con a) 2.5 % de complejo y b) 10% de complejo. Se observa
el sedimento en la concentracion mas alta de complejo.
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Figura 21. Efecto del porcentaje de complejo en la fase oleosa sobre el tamafio de particula,
a) tamafio previo a la adicién del complejo, b) 2.5% de complejo PCM c) 5% de complejo
PCM d ) 10% de complejo PCM.
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6.5 Incorporacion de mucoadhesivos en sistemas SNEDDS

De acuerdo a lo mostrado en la seccion de materiales y métodos, se estudiaron
diferentes tratamientos. Se puede observar un aumento en el tamafio en
comparacion con los sistemas libres que se muestran en la Tabla 8; este aumento
se atribuye al recubrimiento generado cuando se agregaron mucoadhesivos a la
superficie de las particulas de aceite de nanoemulsion; consistente con los datos
reportados por Choi et al. (2011). El sistema 6 (S6) no mostr6 un aumento
considerable en el tamafio promedio o D90, lo que significa que este sistema no
logro la incorporacion de polisacaridos, posiblemente debido a su composicion, que
contiene una alta cantidad de Cremophor EL, que genera diferentes interacciones
o repulsiones entre el carboxilo. Grupos en los polisacaridos y en la superficie de
las particulas. Los datos corresponden al informe de Guzey y McClements (2006).
Por este motivo se descartd el S6. El sistema 9 (S9) también se descarté porque

produjo tamafos de particulas y valores D90 de alrededor de 100 nm.

El sistema 2 (S2) se empleé para realizar pruebas digestivas agregando el complejo
de PC y PCM. Se eligi6 este sistema porque requeria la relacion mas baja de
surfactante y co-surfactante y tenia un valor bajo de PDI, lo que aseguraba tamafios
de particulas menos dispersos. Los tratamientos 4 y 8 fueron rechazados porque
produjeron distribuciones de tamafo bimodal, en las que el segundo pico (2000 nm)

representaba el 3% de las particulas.
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Tabla 8 Caracterizacidn de sistemas con polisacaridos

Tratamiento Tamafio promedio D90 (nm)
(nm)
S2T1 27.90 + 1.07% 33.95 +1.982 0.08 £ 0.012
S2T2 80.70 £ 0.36° 83.2 +1.822 0.10 £ 0.012
S2 T3 57.10 + 2.31¢ 67.06 £ 2.722 0.16 + 0.02°
S2T4 47.50 £ 0.19¢ 99.7 + 2.092 0.20 + 0.01°
S2T5 28.97+0.2119 27.36 £ 0.252 0.16 + 0.06°
S2T5 82.96+0.35°¢ 82.77+ 2.742 0.17 £ 0.04°
S2T7 58.78+0.88 4 67.06 £ 2.722 0.18 + 0.05°
S2T8 49.08+4.19°¢ 53.1 + 2.0802 0.24 +0.06"
S6T1 18.56 + 0.51" 2243 +£0.872 0.10 £ 0.012
S6T2 31.80 + 5.32f 246 +1.712 0.49 £ 0.015¢
S6 T3 21.54 +0.219 25.7 £ 0.262 0.15 + 0.01°
S6T4 23.04 +0.139 26.33 £0.122 0.22 +£0.01°
S6T5 18.40 £ 0.58 N 22.8 + 0.862 0.11 +0.082
S6T6 33.47 +4.387 23.07 £ 2.692 0.54 +0.024
S6T7 27.57 +2.13 25.1 +2.162 0.25 +0.05°
S6 T8 27.43+1.31% 41.33 £ 1.522 0.16 + 0.03"
S9T1 33.66 + 1.37" 39.68 + 2.762 0.11 + 0.022
S9T2 117.93 £ 1.212 3271 + 2759.82° | 0.26 + 0.02°
S9T3 97.64 + 5.04° 155 + 39.052 0.23 +£0.01°
S9T4 103.23 £ 1.47° 100.66 + 5.862 0.23+0.01°
S9 T5 34.79+0.36" 38.46 £ 3.082 0.31 £0.01°¢
SO T6 122.23+2.702 2973.33 £129.4° | 0.22 +0.05?
SO T7 101.7 £4.01° 210.33 +£83.06% 0.25 +0.05"
S9T8 121.95+3.012 298.33 £22.8982 | 0.33 +0.07¢

3 sistemas SNEDDS fueron utilizados para representar el tamafio de particula.

Promedio de los valores + SD (n=6). Letras diferentes significan diferencia
significativa (p<0.05).
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Se decidio utilizar el sistema 2 (S2) para realizar las pruebas de digestibilidad,
agregando el complejo de PC y PCM. Los tratamientos 4 y 8 mostrados en la Tabla
8 se descartaron por presentar comportamientos bimodales. En la Figura 22, el
segundo pico representa un 3% de las mediciones y los tamafios en este pico ronda
los 2000 nm.
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Figura 22. Comportamiento bimodal de los tratamiento a) T4y b) T8.
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6.6 Evaluacion de bioaccesibilidad en el sistema digestivo in vitro
Los tratamientos, excluyendo 4 y 8, fueron sometidos a las condiciones descritas en
la metodologia. En todos los tratamientos se observo un cambio en el tamafio de
particula después de pasar a través de cada fase gastrica. En la etapa de boca, se
observaron particulas de tamafio micrométrico. Se ha sugerido que estas particulas
son agregados que se forman por la interaccion con la mucina que esta presente en
esta fase, siendo posible que la mucina se adhiera a la superficie de las particulas
de la nanoemulsion (Zhang et al., 2017; Zhang et al., 2015). En la etapa de
estdmago, el tamafio de particula también aumentd, aunque este aumento no fue
significativo, y también se observaron agregados. En este caso, se ha propone un
aumento del tamafio de particula debido a la interaccion con las enzimas y sales
presentes; algunas particulas pueden verse afectadas por las condiciones
ambientales, producir la ruptura y liberar la insulina, que se hidroliza por la pepsina
y se desnaturaliza por el pH bajo. EI mayor aumento de tamafio se produjo en la
etapa del intestino delgado, donde se alcanzaron tamafios de hasta 1500 nm. Este
aumento se ha asociado con la actividad de las enzimas, el valor del pH y el
movimiento peristaltico que tienen un efecto en los mucoadhesivos, haciendo que
la red estructurada que forman se pierda y se desencadene la liberacion de
particulas oleosas(Zhao et al., 2010). Ademas, el pH basico causaria la disociacion
del complejo insulina-PC (Li et al., 2011; McClements, 2015; Zhang et al., 2017). En
los tratamientos que no incluyeron mucoadhesivos T1 y T5 mostrados en la Tabla
9, el tamafio de particula aumento6 a 66-230 nm en la etapa de intestino delgado. La
Figura 23 muestra el cambio en la distribucion del tamafio de particula en un sistema

con alginato de sodio.

Tabla 9 Cambio de tamafio de particula en cada fase del simulador gastrico in vitro

PDI Inicial (nm) Boca (nm) Estémago (nm) Intestino (nm)

T1 33.95+1.982 | 44.60+1.91° | 59.23+1.51° 66.86 + 0.87¢

T2 55.83 +2.74% | 56.03 +2.40% | 58.70 +5.632 | 1846.6 + 13.12°
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T3 49.58 £ 0.692 | 52.8 + 3.042 101.16 £ 4.7% | 1506.6 + 23.65°

T5 48.96 + 0.832 | 54.99 + 1.642 75.1+2.15% 231.66 + 0.24°

T6 50.53 +4.498 | 57.46 + 3.402 58.33 + 3.22 1483.33 + 68.3°

T7 46.35 £ 0.612 | 51.25 £ 0.342 56.3 £ 3.22 807.73 £ 49.5P

Al final de cada etapa se calcul6 la cantidad de insulina presente y el porcentaje de

bioaccesibilidad. Los resultados se muestran en la Figura 24. La bioaccesibilidad se

ve mayormente disminuida entre la fase de boca y estbmago, y este

comportamiento se observa en todos los tratamientos.
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Figura 23 Cambio de la distribucién de tamafio de particula del T3 en sistema géstrico in vitro
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Figura 24 Bioaccesibilidad de los Tratamientos durante las fases del sistema gastrico in vitro. a) sistemas libres
de mucoadhesivos T1y T5. b) Sistemas con goma guar, T2 y T6. c) Sistemas con alginato de sodio T3y T7.

El porcentaje de bioaccesibilidad calculado con la muestra tomada al final de la fase
del intestino delgado se muestra en la Figura 25, donde se puede observar una
diferencia significativa que puede ser causada por el mucoadhesivo, con mayor
biodisponibilidad en los tratamientos que usaron cualquiera de los mucoadhesivos.
Los valores obtenidos fueron entre 40-46.3% con respecto a la cantidad de insulina
presente en la fase inicial. Este valor fue mas alto que el reportado por Sakloetsakun
et al. (2013), quienes encontraron que después de 4 horas solo quedaba el 10-8%
de la insulina. Esto significa que el sistema desarrollado aumento la proteccion de
la insulina ante las condiciones gastricas y sugiere la posibilidad de usar estos

sistemas como estrategias confiables de administracion de insulina por via oral.
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Figura 25 Bioaccesibilidad final de los 6 tratamientos probados al finalizar la etapa de intestino
delgado del simulador gastrico in vitro

En un escenario in vivo, las particulas de nanoemulsion y sus productos de digestion
pueden ser absorbidos una vez en el tracto gastrointestinal; por lo tanto, no se han
completado los puntos exactos de absorcion. Diferentes autores han planteado la
hipotesis de que la absorcion se lleva a cabo por las células epiteliales y las células
M y son altamente dependientes del tamafio de las particulas. Ademas, las
nanoparticulas podrian ser del tamafio apropiado para pasar entre uniones de
células epiteliales apretadas o absorbidas por el transporte pasivo o activo de la

membrana celular (McClements y Rao, 2011).

6.7 Prueba de citotoxicidad en células Caco-2

Las muestras T1, T2 y T3 contienen el complejo insulina-Pc nativa, mientras que en
las muestras T5, T6 y T7 el complejo contiene PC modificada. Los tratamientos T1,
y T5 no contienen recubrimiento, los T2 y T6 contienen goma guar como

mucoadhesivo y los T3 y T7 contienen alginato de sodio.
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Los tratamientos fueron desarrollados a partir de SNEDDS, por lo que se probo la
citotoxicidad de la mezcla de surfactantes y fase oleosa. Los compuestos han sido
probados anteriormente de forma individual, y en mezclas diferentes a las
desarrolladas en este trabajo. El Lauroglycol FCC no mostré toxicidad en células
Caco-2 al ser puesto a una concentracion del 0.001%, mediante el método MTT
(Ujhelyi et al., 2012). Un sistema desarrollado con Lauroglycol FCC y Labrafil M1944
produjo una disminucién en la viabilidad celular de hasta el 20% en células
endoteliales de aorta bovina (BAEC), utilizando concentraciones de 25 y 50 uM
(Amri et al., 2014). EI Cremophor EL ha sido mas estudiado debido a su amplio uso
en la farmacéutica, principalmente en composiciones para solubilizar compuestos
anticancerigenos, y ha mostrado una citotoxicidad del 40% al estar de forma
individual y hasta el 10% al estar combinado con acidos grasos de cadena media
(Bu et al., 2016; Gelderblom et al., 2001). Los resultados obtenidos al evaluar los
surfactantes de este trabajo se observan en la Figura 26. Las concentraciones de
prueba 1, 5y 10 pg/mL del SNEDDS mostraron citotoxicidad en las dos lineas
celulares; la menor viabilidad se produjo a la concentracibn mas alta, lo que se
relaciona con el trabajo de Bu, donde se observa el mismo efecto, pero a diferencia
del trabajo antes mencionado, el tiempo de incubacién con el SNEDDS fue mayor,
logrando una mayor interaccion entre los componentes y las células. En el SNEDDS
desarrollado el componente principal es Cremophor, por lo que es posible atribuir la
citotoxicidad a este compuesto. Uno de los mecanismos posibles para generar el
dafio celular es la interaccién de los surfactantes, en especial el Cremophor, con los
fosfolipidos de la membrana, que puede acarrear a una disrupcion de la misma,
llevando a una reduccion en actividad metabdlica y posteriormente a la muerte
celular (McClements, 2011).
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Figura 26. Viabilidad celular de SNEDDS compuesta por Labrafil, Lauroglycol y
Cremophor EL, cada concentracion y lineas celulares. (n=9)

La viabilidad celular en este estudio resulto inferior a la reportada por Sakloetsakun
etal., (2013), estudio en el que se reporta una viabilidad celular del 80-90 % después
de un periodo de incubacion de 3 a 6 horas. Considerando el tiempo de incubacién,
en el presente estudio fue de 48 horas, lo que pudo permitir mayor contacto entre la
nanoemulsion y las células. De igual forma, diferentes investigadores han reportado
que los compuestos presentes en un sistema SNEDDS como surfactantes y co-
surfactantes pueden actuar como agentes desestabilizantes de la membrana celular
(Balakumar et al., 2013: Li et al., 2014), pudiendo hacer que la membrana fuera mas

permeable a compuestos, y se comprometiera su integridad y homeostasis.

Como se menciond, el tiempo de incubacion influye directamente en la respuesta
celular: Zhang et al. ( 2012) estudiaron las mismas concentraciones que el presente
trabajo, encontrando que en células MDCK (Madin Darby Canine Kidney) se
observaba una disminucién de la viabilidad, quedando entre el 90-80 % de las
células viables a las 4 horas de incubacién; posteriormente, esta viabilidad continud
disminuyendo a mayor tiempo de incubacién. La disminucion de la viabilidad esta
relacionada con el tiempo de exposicion a los surfactantes, por la accion que tienen

como potenciadores de la permeabilidad en las membranas celulares. Zhang et al.
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(2012), desarrollaron un sistema SNEDDS que difiere al desarrollado en este trabajo
en la fase oleosa y co-surfactante, siendo el Cremophor EL, el componente

coincidente en ambos sistemas.

En la Figura 27 se observa que la reduccion en la viabilidad celular en células Caco-
2 esta directamente relacionada con la cantidad de insulina presente. No se observa
diferencia significativa entre los tratamientos a la concentracion 1; a esta
concentracion no se advierten los efectos de los surfactantes sobre la viabilidad
celular. En la segunda concentracion se observa una disminucién en la viabilidad
celular en los tratamientos que contienen PC modificada, lo que indica una mayor
actividad de la insulina en estos tratamientos. Anteriormente se considerd que la
modificacion de la PC con &cidos grasos de cadena media podria facilitar la
incorporacion a la célula, y al lograr una mayor incorporacién se observaria la

muerte celular por alteracion en la homeostasis celular.

Se observo ademés un efecto protector dado por el mucoadhesivo que se utiliza en
cada tratamiento, los tratamientos 2 y 6 que utilizan el mismos mucoadhesivo tienen
las viabilidades mas altas a la concentracion de 125 mUI/MI. Esta relacion entre
concentracion y viabilidad esta dada por la cantidad de solutos que se introducen
en la célula; al aumentar la cantidad de nanoemulsién de prueba aumenta la
cantidad de surfactantes; esto incrementa la inestabilidad de la membrana y el
namero de nanoparticulas que entran la célula. La viabilidad celular también se ve
afectada por la presencia de insulina, pues podria ejercer todos sus efectos
metabdlicos el inicio de interaccion con la membrana celular. Las concentraciones
de prueba de insulina se consideraron para ser mayores a la concentracion maxima
de la hormona en sangre, que esta estimada en 0.250 mUI/mL (Melmed et al.,
2016); aun en concentraciones altas se obtienen viabilidades de hasta el 80%, lo

que sugiere que el tratamiento es seguro.
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Figura 27 Viabilidad celular de la linea Caco-2. Se probaron 3 concentraciones de los 6 tratamientos, se observé
una relacion entre el aumento en la concentracion de insulina y la disminucién del a viabilidad. (SD n=6).
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Figura 28. Viabilidad celular de la linea NIH 3T3. Se probaron 3 concentraciones de los 6 tratamientos, se
observo una relacion entre el aumento en la concentracion de insulina y la disminucién del a viabilidad. (SD
n=6).

La viabilidad en la linea celular NIH 3T3 se esquematiza en la Figura 28, se
observada que es menor que en Caco-2, esto se debe a la diferencia de origen de

las células en diferentes estudios: por ejemplo, el realizado por Kashani et al. (2014),
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donde se estudian diferentes extractos. En todos los casos, NIH 3T3 mostré menor
viabilidad y valores de ICso menores a los de HT-29 y Caco-2. En el caso de este
trabajo, se observdé una disminucion de la viabilidad relacionada con la
concentracion de insulina presente en la nanoemulsion. Esto indica que a mayor
contenido de nanoemulsion la estabilidad de la célula se ve afectada por los motivos
anteriormente mencionados: la disrupcion y permeabilidad de la membrana y accion
metabdlica de la insulina. En cuanto al tipo de tratamiento, se observa mayor
viabilidad en los tratamientos 2 y 6, en los que el mucoahdesivo es goma guar, este
efecto puede atribuirse a la adhesion en la membrana celular, lo que podria provocar
un retraso en la entrada en la célula, y al evitar que los surfactantes estén en
contacto directo con la membrana celular, el aumento en la permeabilidad es menor.
Entre los tratamientos que tienen alginato de sodio no se observa diferencia
significativa y los tratamientos sin recubrimiento, que incluyen la PC modificada
tienen una viabilidad menor. Esto se observoé de igual forma en la linea celular Caco-
2 y se atribuyd a los acidos grasos de cadena media que facilitaron la entrada en la

célula.

La evaluacion de la citotoxicidad de las formulaciones a base de lipidos y sus
componentes individuales es un requisito previo para seleccionar formas de
dosificacion y para probar dichas formas de dosificacion para determinar la

permeacion y absorcién de farmacos in vitro e in vivo.

6.8 Permeabilidad en células Caco-2

En cuanto a los resultados de permeabilidad, se estimé el coeficiente de
permeabilidad aparente del T3 en 0.903 x 10 cm/s y del T7 en 0.598 x 106 cm/s.
Los coeficientes de permeabilidad que se consideran altos son mayores a 1x10°6
cm/s y los coeficientes bajos 1x10 cm/s (Artursson et al., 2012). Los valores
obtenidos indican que las nanoemulsiones tienen permeabilidad media. En el
estudio realizado por Zhang et al. (2012), el tiempo de permeabilidad fue de 4 horas,

mayor al reportado en este trabajo; el coeficiente de permeabilidad no fue calculado.
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En un estudio donde se evaluaron liposomas de insulina por 4 horas el coeficiente
de permeabilidad aparente fue de 0.664x10° cm/s. Dicho resultado puede ser
menor debido al efecto que tienen los surfactantes en la permeabilidad celular. Otros
estudios han mostrado un aumento en la permeabilidad de marcadores como

Manitol al probarse en conjunto con sistemas SNEDDS (Li et al., 2014).

Los dos tratamientos de prueba mostraron valores diferentes de permeabilidad, de
acuerdo al tipo de fosfolipido con el que se elaboré el complejo de insulina. El
complejo de insulina-PC result6 mas facilmente permeable, mientras que el
tratamiento con PC modificada mostré un coeficiente de permeabilidad aparente
mas bajo y el tiempo de permeabilidad fue mas largo, como se observa en la Figura
29. Esto puede ofrecer una ventaja al mostrar que se puede dar un perfil de
liberacion prolongada de insulina por parte del sistema.

o
1

62

N

T3
—=T7

pUI/mL en compartimento
basolateral
w

Figura 29. Transporte de sistemas SNEDDS a través de monocapa de células Caco-2. El tratamiento con PC
modificada tiene un mayor tiempo de permeabilidad.

Existe una relacion entre el tamafio de particula, la concentracion de insulina y el

mucoadhesivo utilizado con la viabilidad celular. Esto puede ser debido al aumento
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de la permeabilidad celular por interaccién de la membrana con el mucoadhesivo y
la actividad metabdlica de la insulina. La baja en la viabilidad celular demuestra que
la nanoemulsion entra en las células y que la insulina es viable al tener actividad
bioldgica. La mezcla de surfactante, co-surfactante y fase oleosa mostré6 mayor
citotoxicidad que la nanoemulsion, por estar a altas concentraciones, mayores a las

presentes en la nanoemulsion de prueba.

Las dos lineas celulares probadas mostraron perfiles coincidentes de viabilidad en
los mismos tratamientos, pero NIH 3T3 mostré6 mayor sensibilidad que Caco-2, lo
cual es soportado por la literatura. La prueba de permeabilidad mostré que el
sistema desarrollado permite el cruce de la insulina por la monocapa de células que
simulan el intestino delgado a una velocidad cercana a la determinada para
compuestos altamente absorbidos por el organismo.

6.9 Prueba de bioactividad en el modelo murino

Para la prueba de biodisponibilidad de insulina, se dejé un grupo testigo de 3
roedores sanos, y el resto fueron sometidos a la inyeccion intraperitoneal de
estreptozotocina para promover la destruccion de las células B del pancreas y
producir los sintomas asociados a la diabetes mellitus tipo 1. En la Figura 30 se
muestran los niveles de glucosa del grupo testigo y de los grupos enfermos. Las
muestras fueron tomadas postpandrial; los niveles elevados de glucosa en el grupo
enfermo indican que hay poca produccién de insulina y la glucosa consumida no es

aprovechada por las células, al permanecer en el torrente sanguineo.
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Figura 30 Niveles de glucosa en sangre en animales experimentales sanos y con diabetes inducida.
Valores de glucosa postpandrial mayores a 250 mg/dL indican la induccién de la enfermedad

Al comprobar los niveles de glucosa elevados y sintomas de diabetes, como pérdida
de peso y poliuria, se procedi6 al estudio de la biodisponibilidad de insulina
administrada por via oral. Ocho horas antes del estudio se retir6 el alimento a los
animales experimentales para generar un estado de ayuno. Se administraron los

tratamientos de acuerdo a lo establecido en la metodologia.

6.9.1 Determinacion de reduccion de glucosa

Las muestras de sangre colectadas fueron centrifugadas y se cuantifico la cantidad
de glucosa en suero, para posteriormente determinar el porcentaje de disminucién
de los niveles de glucosa. Estos resultados se muestran en la Figura 31. Se observa
como el grupo testigo, al que no se le administré ningun tratamiento tiene
fluctuaciones en el porcentaje de niveles de glucosa, llegando a tener mas de 100
%, esto se puede explicar al proceso de gluconeogénesis, ya que el organismo trata
de mantener niveles adecuados de glucosa para el funcionamiento de los érganos
como el cerebro. La administracién de la insulina libre en solucién produjo una baja

marginal en los niveles de glucosa, ya que la proteina fue degrada por las
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condiciones de pH, sales y enzimas presentes en el sistema gastrointestinal. La
mayor disminucién de glucosa fue de 2.56 £0.96. En la Tabla 10 se puede observar
los niveles de glucosa inicial y final. El grupo en el que se administra insulina
subcuténea produjo la mayor disminucién en niveles de glucosa, 76.88+2.11 % una
hora posterior a la inyeccion; dicha disminucion muestra la tendencia caracteristica
de la insulina subcutanea, que tiene una accion inmediata al entrar al torrente

sanguineo.

De los tratamientos desarrollados en el presente trabajo, el Tratamiento T6 de Goma
guar-PCM fue el que ejercio la mayor disminucién en los niveles de glucosa a las 4
horas de la administracion. Diferentes estudios sefialan que la goma guar posee
propiedades hipoglucemiantes y aumenta la sensibilidad de la insulina (Butt et al.,
2007; Groop et al., 1993; Saeed et al., 2012; Winocour et al., 2009); estos efectos
han sido estudiados tanto en individuos sanos como enfermos de diabetes tipo 1y
2. El mecanismo de accion que provoca los efectos antes mencionados no ha sido
elucidado. Ademas de las propiedades hipoglucemiantes de la goma guar, se
observé de forma in vitro que era un recubrimiento resistente a las condiciones
gastricas, pues se puede considerar como una fibra no digerible que es fermentada
hasta el intestino grueso, caracteristica que se ha aprovechado para utilizarla en el
desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos que tengan como diana el colon
(Prasad et al., 1998; Sinha y Kumria, 2001). El tratamiento T2, de goma guar-PC
tuvo una disminucion de niveles de glucosa sostenidos, manteniendo una

disminucién desde 60% hasta 46 % entre las 2 y las 8 horas.

El tratamiento T3 de alginato de sodio-PC mostr6 un perfil de reduccion de glucosa
sostenida desde las 2 hasta las 8 horas, la mayor disminucién se observo a las 2
horas, y se aprecia en la Figura 31. El tratamiento T7 de alginato de sodio-PCM tuvo
una menor disminucién en los niveles de glucosa comparado con el T3, aunque no
hubo diferencia significativa entre estos tratamientos. Después del tiempo de
maxima disminucion de niveles de glucosa, estos se elevaron hasta alcanzar el valor

inicial a las 8 horas de la administracion del tratamiento; este comportamiento puede
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deberse a que el sistema ha liberado la cantidad de insulina contenida, dicha

insulina fue utilizada y el organismo trata de nivelar la cantidad de glucosa.

En los 4 tratamientos se observaron perfiles similares; si bien no fueron entre los
tratamientos que contenian el mismo polisacarido como recubrimiento, fue en el tipo
de fosfolipido con el que se prepar6 el complejo insulinico, los complejos con PC
mantuvieron la reduccion de los niveles de glucosa por 6 horas. Por otro lado los
complejos con PCM tuvieron una fluctuacion en la reduccion de glucosa, si bien, la
mayor reduccion del estudio se da al utilizar uno de estos complejos, el valor no se
mantiene por mas de 1 hora, esto puede deberse a que la PCM tiene acidos grasos
de cadena media, los cuales son mas permeables a la membrana celular (Ochoa et
al., 2013) , razdn por la que la insulina contenida en el complejo es absorbida por el

intestino y transportada a las células diana.
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Figura 31 Niveles de reduccién de glucosa en sangre durante 8 horas después de la administracion
de los tratamientos, Insulina subcutanea (s.c.) 2 Ul/kg, los demas tratamientos se administraron a 20
Ul/kg. Los puntos representan la media = DS (n=3)

Los valores normales de glucosa en sangre en ayuno oscilaron de 70 a 100 mg/dL
(Seino et al., 2010). Como se observa en la Tabla 10, los tratamientos lograron una

reduccion de la glucosa a niveles normales y los mantuvieron hasta por 6 horas. En
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contraparte, la insulina subcutanea redujo los niveles de glucosa hasta 35.22 mg/dL,
valores muy por debajo de los considerados normales. La hipoglucemia es un
problema que afecta comunmente a los pacientes dependientes de administracion
de insulina por via subcutanea; esta condicion puede afectar a érganos como el
cerebro y se ha asociado a dafio neuronal (Demirbilek y Hussain, 2017; Di Lorenzi
Bruzzone et al., 2018; Mengual Ballester et al.,, 2010; Rovira, 2013). Los
tratamientos desarrollados en este estudio mantuvieron los niveles de glucosa

dentro de los limites normales y no produjeron hipoglucemia.

Todos los tratamientos produjeron un porcentaje de reduccién mayor al obtenido
por el estudio mas cercano realizado por Bravo (2018), donde los mayores niveles
de fueron de 35.6 %y 36.1 %. En estudios realizados por Li et al. (2014) se obtuvo
una disminucién de niveles de glucosa de hasta el 38% para un sistema SNEDDS
en el que se administraron 50 Ul/kg; por otro lado, Zhang (2012) obtuvo una
reduccion del 70.8% administrando un sistema SNEDDS con un complejo de
fosfatidilcolina e insulina y con una dosis de 300 Ul/kg. Al comparar los resultados
obtenidos en el presente trabajo con los reportados anteriormente se puede
observar que se obtuvieron reducciones de niveles de glucosa superiores a
sistemas SNEDDS con dosis similares, y esta reduccion es cercana a la disminucion

obtenida el sistema que administr6é una dosis de insulina superior.
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Tabla 10 Efecto hipoglucémico de los tratamientos de prueba

% de
) . Glucosa
_ Dosis | Reduccion de .
Tratamiento _ inicial
Ul/kg niveles de
mg/dL
glucosa

Testigo 0 - -
Insulina libre 50 2.56+0.96¢ 205.26+£12.0 | 183.55+2.9 4
Insulina s.c. 2 76.88+2.112 163.70+2.1 35.22+4.7 1

Alginato-PC T3 50 46.12+5.39°¢ 160.08+8.2 86.20+6.1 2

Alginato-PCM T6 50 42.83+1.40¢ 155.71 £7.2 88.61+1.7 2

Goma guar-PC
T2

50 46.15+5.73¢ 168.71+12.7 90.98+5.7 8

Goma guar-PCM
T7

50 61.63+5.64° 210.65+6.5 | 80.83+3.58 4

Los resultados expresan la media + DS (n=3). Valores con letras diferentes
presentan diferencia significativa (p<0.05).

6.9.2 Biodisponibilidad de insulina

Para la determinacion de insulina se utilizd el suero obtenido de las muestras
sanguineas recolectadas y se uso de acuerdo a las indicaciones del kit ELISA
MexLab. En la Tabla 11 se muestran las concentraciones maximas de insulina y el
tiempo en el que se obtuvieron. Como era esperado, la insulina subcutanea
presento la mayor cantidad de insulina en suero, con 190.74 +17.26 uUl/mL a 1 hora
de la administraciéon de 2 Ul/kg. De los tratamientos desarrollados el que obtuvo la

mayor cantidad de insulina fue el T7 Goma guar-PCM con 95.30+10.0.
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Se observo una relacion entre la mayor cantidad de insulina en suero y el punto de
mayor reduccién de niveles de glucosa, lo cual es acorde a lo reportado por Bravo
(2018), al haber una cantidad de insulina alta en sangre viable para realizar su

actividad biologica, los niveles de glucosa fueron reducidos.
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Figura 32 Niveles de insulina en sangre posteriores a la administracion de insulina sc (2 Ul/kg),
administracion oral de solucién de insulina (50 Ul/kg), y los tratamientos (50 Ul/kg). Los puntos
representan la media + DS (n=3).

El porcentaje de biodisponibilidad relativa se calcul6 con la ecuacion mostrada en
materiales y métodos, tomando como referencia el area bajo la curva de la insulina
subcutdnea. Estos resultados se describen en la Tabla 11. No se observaron
diferencia significativas entre los 4 tratamientos desarrollados con polisacaridos
mucoadhesivos, aunque el mayor porcentaje de biodisponibilidad se dio en el
tratamiento T3, desarrollado con alginato de sodio y PC. Por los resultados
obtenidos de mayor reduccién de niveles de glucosa y mayor cantidad de insulina
en suero, se esperaria que el mayor porcentaje de biodisponibilidad se obtuviera en
el tratamiento con goma guar-PCM; una explicacion para esto es la diferencia de
los mucoadhesivos utilizados. En el tratamiento con mayor biodisponibilidad el

alginato forma una red que utiliza iones de calcio para estabilizarse. En el intestino
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hay un intercambio de estos iones y la liberacion de las particulas oleosas es
mantenida por la concentracion de iones, produciendo asi una liberacion de insulina
mas sostenida y constante (Li et al., 2011; Tokle et al., 2012), como se observa en
la Figura 32. En cambio, la goma guar solo estd adherida a las particulas del
SNEDDS por fuerzas superficiales; al romperse estas fuerzas por las condiciones
intestinales, las particulas liberadas inician su paso al torrente sanguineo (Prasad
et al., 1998; Saeed et al., 2012; Sinha y Kumria, 2001).

Tabla 11 Pardmetros farmacocinéticos después de la aplicacion de los

tratamientos

%BD

Tratamiento Cmax (LUI/mL) T(h)

relativa

Testigo 0 - -

Insulina libre 50 7.02+4.302 4 0.122

Insulina s.c. 2 190.74+17.26¢ 1 100
Alginato-PC T3 50 85.68+6.27¢ 2 2.25P
Alginato-PCM T6 50 79.76+9.02° 2 1.71°
Goma guar-PC T2 50 88.16+10.20°¢ 2 1.95P

Goma guar-PCM

7 50 95.30+10.0¢ 4 1.69°

Los resultados expresan la media £+ DS (n=3). Valores con letras diferentes
presentan diferencia significativa (p<0.05).

En relacion con otros reportes, se muestran diferentes valores de biodisponibilidad
relativa y las dosis administradas. El valor de biodisponibilidad obtenido en el
presente trabajo es de 2.25%, mayor al estudio mas cercano realizado por Bravo
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(2018), de 1.8%; esto se explica por la utilizacion de los mucoadhesivos como
proteccion adicional y para aumentar el contacto con la mucosa intestinal. El trabajo
de Sakloetsakun et al. (2013), en el que se reporta el uso de polimeros funcionales
y SNEDDS, encapsulando un SNEDDS en una cubierta de capa entérica, logré solo

una biodisponibilidad relativa de 0.106%.

Aumentar la biodisponibilidad oral de insulina sigue siendo un reto que se debe
abordar. Hasta el momento la mayor biodisponibilidad es de 7.7 %, para un sistema
de nanoparticulas formadas a partir de complejos de insulina con fosfolipidos y
polimeros como PLGA, (Cui et al., 2006). La aplicacion de este tipo de polimeros e
incluso la liofilizacion de SNEDDS vy la integracién en capsulas de liberacion
prolongada pueden ser alternativas que ayuden a aumentar la biodisponibilidad de

la insulina oral y lograr que esta forma de administracion sea eficiente.

Tabla 12 Biodisponibilidad de diferentes estudios

Trabajo Dosis Ul/kg %BD relativa
Cui et al., 2006 20 1.7%
Sakloetsakun et al., 2013 20 0.106%
Lietal., 2014 50 0.43%
Bravo, 2018 50 1.77%
Presente trabajo 50 2.25%
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7. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas por el presente trabajo se pueden concretar en

los siguientes puntos:

e Se obtuvieron sistemas auto-nanoemulsificables con tamafios de
particula entre 27.36 — 50.53 nm con comportamiento monomodal

e Al agregar los mucoadhesivos se obtuvieron tamafos de particula
entre 53.1-83.2 nm

e Laincorporacion del mucoadhesivo aumenté el porcentaje de insulina
disponible en la fase de intestino delgado en un modelo in vitro,
logrando 46.3%

e Existe una relacién entre el tamafio de particula, la concentracion de
insulina y el mucoadhesivo utilizado con la viabilidad celular. La baja
en la viabilidad celular demuestra que la nanoemulsién entra en las
células y que la insulina es viable al tener actividad bioldgica

e Selogré lainduccion de diabetes mellitus Tipo 1 en un modelo murino.
Al probar 4 de los tratamientos desarrollados se logré un efecto
hipoglucémico, de hasta el 61% en 4 horas

e Se alcanzé una biodisponibilidad maxima de 2.25%, con el tratamiento
T3 (alginato de sodio-pc) con respecto al método subcutaneo y no se
observo diferencia significativa entre las biodisponibilidades de los
otros tratamientos

e Se observo un aumento en la biodisponibilidad y reduccion de niveles
de glucosa con respecto a los SNEDDS sin recubrimiento, lo que
indica que la aplicacion de mucoadhesivos efectivamente aumenta el

tiempo de contacto de las particulas con las células
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