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RESUMEN

La diabetes es una enfermedad cronica metabdlica que causa un aumento irregular
glucosa sanguinea debido a la deficiencia relativa o absoluta de la hormona insulina por
parte de las células beta del pancreas en los islotes de Langerhans. Esta deficiencia de
insulina ha llevado a que el principal tratamiento sea la administracion exodgena de esta
hormona por via inyectable, sin embargo un control exitoso de los niveles de glucosa
sanguinea requiere de multiples inyecciones diarias y algunos efectos adversos en los
sitios de aplicacion. Esta falta de flexibilidad del tratamiento y las molestias causadas
por las multiples aplicaciones llevan a generar estrés y discomfort en los pacientes, lo
que puede llevar a inadecuados tratamientos. Con el fin de mejorar el tratamiento para
pacientes con esta condicion se han hecho intentos por hacer desarrollos en ingenieria
genética, dispositivos y rutas alternativas de administracion. Se han evaluado multiples
vias de administracion con diferentes resultados clinicos, sin embargo la via oral resulta
ser la mas conveniente fisiologicamente, ya que la liberacion por esta via seria la mas
similar al comportamiento natural de la hormona. De modo que el objetivo principal de
este trabajo fue desarrollar un transportador nanométrico para administrar insulina por
via oral para reducir la degradacion causada por el tracto gastrointestinal. Se realizaron
multiples preparados basados en liposomas flexibles con adicion de PEG-2000 PE
preparados por diferentes métodos de manufactura. Las caracteristicas fisicas y de
estabilidad fueron determinadas para todos los preparados y los mejores preparados

fueron evaluados in-vitro e in-vivo para determinar su liberacion y efecto biologico.

Palabras clave: diabetes, glucosa, diabetes experimental, heating method, proteina,
liposomas flexibles, transfersoma, liposoma, vesicular lipidica, nanoparticula, perfil de

disolucion.



ABTRACT

Diabetes is a chronic metabolic disease that causes an irregular increase in blood
glucose due to the relative or absolute deficiency of insulin, hormone produced by the
beta cells of the pancreas in the islets of Langerhans. The main treatment for this
deficiency of insulin has been the exogenous administration of this hormone by
injection. However, the successful control of blood glucose levels requires multiple
daily injections and it could cause some adverse effects at the sites of application. This
lack of flexibility in the treatment and the discomfort caused by the multiple
applications lead to stress and discomfort in patients, it can generate an inadequate
treatment. In order to improve treatment for patients with this condition, attempts have
been made to develop genetic engineering, devices and alternative routes of
administration. Multiple routes of administration with different clinical results have
been evaluated, however the oral route turns out to be the most suitable physiologically;
the release in this way would be the most similar to the natural behavior of the hormone.
So the main objective of this work was to develop a nanometric transporter to
administer insulin orally to reduce the degradation caused by the gastrointestinal tract.
Multiple preparations based on flexible liposomes were made with the addition of PEG-
2000 PE prepared by different manufacturing methods. The physical and the stability
characteristics were determined for all the preparations and the best preparations were

evaluated in-vitro and in-vivo to determine their release and biological effect.

Keywords: diabetes, glucose, experimental diabetes, heating method, protein, flexible
liposomes, transfersomes, liposome, lipid vesicle, nanoparticles, entrapment efficiency,

dissolution profile.



LISTA DE ABREVIATURAS

ABC Area entre la curva de disolucion del farmaco y su asintota

Abs Absorbancia

AIC Criterio de informacion de Akaike

AUC Area bajo la curva

Cv Coeficiente de variacion

Da Daltons

DE Eficacia de disolucion

DSC Calorimetria diferencial de Barrido

FDA Food and Drug Adiminstration (US)

IP Intraperitoneal

IPD indice de polidispersion

IR Espectroscopia de infrarrojo

| LAY Vesiculas unilamelares de tamafio intermedio

LDE Electroforesis laser Dopler

LF Liposomas flexibles

LUV Vesiculas grandes unilamelares

MDT Tiempo medio de disolucion

MLV Vesiculas multilamelares

MWCO Molecular weight cut-off

PAGE Electroforesis gel de Poliacrilamida

PBS Buffer de Fosfatos

PCS Espectroscopia de Correlacion Fotonica

PEG Polietileneglicol

PEG-2000 PE 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi
(polietileneglicol)-2000]

PO Via oral

QELS Dispersion cuasi-eléstica de luz

SC Via subcutanea

SD Desviacion estandar

STZ Estreptozotocina


https://en.wikipedia.org/wiki/Molecular_weight_cut-off

SUvV
Tc
TD
TGI
uv
p

Vesiculas unilamelares
Temperatura de transicion de fase
Via transdérmica

Tracto gastrointestinal
Ultravioleta

Potencial zeta
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica metabolica que se caracteriza por una
elevacion anormal de la glucosa sanguinea que puede llevar a complicaciones cronicas
de la micro y macro-vasculatura, incluyendo neuropatias, nefropatias, retinopatias y
enfermedades cardiacas. No existe un reporte particular sobre la prevalencia de la
diabetes canina en M¢éxico, pero el numero de pacientes diabéticos parece estar en
aumento a nivel mundial. Hace aproximadamente treinta afos, se diagnosticaba diabetes
a 19 de cada 10000 perros que visitaban las clinicas veterinarias (Marmor et al., 1982;
Guptill et al., 2003), pero para 1999, la prevalencia se habia multiplicado por tres: la
diabetes afectaba a 58 de cada 10000 perros (Guptill et al., 2003), para 2011 la
presentacion de la enfermedad amentd en un 32% con respecto al 2006 (Bandfield Pet
Hospital, 2011) y que el tiempo promedio de supervivencia de estos pacientes después

de su diagndstico es de aproximadamente dos afios (Fall et al., 2007).

El tratamiento con insulina ha sido altamente especifico y efectivo frente a esta
enfermedad y lo que se busca es simular la secrecion fisioldgica de la insulina, la cual
ocurre de manera continua, para mantener el nivel basal, y ocurre también de manera
aguda, desencadenada por el aumento de la glicemia ocasionado por la ingesta de
alimentos. Esto lleva a que a que en seres humanos se realice con éxito la terapia de
insulina de la siguiente manera: usando una insulina de larga accion para mantener la
glucemia basal y una insulina de accion rapida en el momento pre-prandial (Levin et al,
2011; Muioz, 2014). Sin embargo, en perros es poco comun que se utilice este tipo de
terapia que simule esta secrecion fisioldgica de insulina (Melian y Pérez 2008; Greco,
2012), debido a la complejidad y la falta de flexibilidad de las pautas de insulina, el
rechazo por parte de los propietarios ante la administracion de multiples dosis de
insulina y el estrés que esto genera en el paciente. Tratamientos inadecuados llevan a
que no se mantenga un control correcto de la enfermedad, asi como una incongruente

calidad de vida, llevando a reducir la expectativa de vida de estos pacientes.

Las insulinas de origen bovino y porcino fueron las primeras disponibles en el mercado.

La secuencia de aminodcidos de estas se diferencia de la insulina humana por uno
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(porcina) o tres (bovina) residuos de aminoacidos (Burge y Schade, 1997; Borgofio y
Zinman, 2012). La adicién de cantidades traza de zinc a estas insulinas result6 la
produccion de la primera insulina de corta accion (5-8 horas), (Scott, 1934). La duracion
se prolongo por primera vez de manera efectiva al adicionar protamina (Hagedorn et al.,
1936). La adicién de zinc a las insulinas con protamina comenz6 a mostrar que se
estabilizaba aun mas la formulacion y dio lugar a la insulina zinc protamina, la primera
insulina que tuvo actividad extendida (Scott y Fisher, 1936). La insulina zinc protamina
se mejord con la adicion de la protamina en proporciones estequiométricas, dando lugar

a la insulina protamina neutral Hagedorn (NPH o isofanica), (Borgofio y Zinman, 2012).

Una segunda clase de insulinas de accion prolongada, las insulinas lentas, se
desarrollaron por cristalizacion de insulina y zinc en tampon de acetato en ausencia de
protamina (Hallas-Moller et al., 1957). Dos insulinas principales son el resultado de este
proceso: la insulina semilenta y la insulina ultralenta (Hallas-Moller et al., 1957). Luego
se desarroll¢ la insulina humana biosintética mediante tecnologia de ADN recombinante
usando Escherichia coli transfectada con fragmentos genéticos necesarios (Borgono y

Zinman, 2012; Burge y Schade, 1997).

Adicionalmente, se encuentran disponibles comercialmente cinco andlogos de insulina:
tres de accion rapida y dos de accion lenta. Los analogos rapidos son: lispro, aspartato y
glulisina (Pillai y Panchagnula, 2001). Por otra parte, se encuentran los analogos lentos,
los cuales son: detemir y glargina (Burge y Schade, 1997; Gilor y Graves, 2010), los
cuales tienen una accioén de aproximadamente 24 horas con una relativa concentracion
estable en seres humanos. En perros, la duracion ha sido entre 18 y 24 horas (Gilor y

Graves, 2010).

La terapia con insulina principalmente se ha basado en su administracion por via
parenteral, la cual es una ruta exitosa, pero con ciertas limitantes también, tales como
dolor, incomodidad, lipodistrofia en el sitio de aplicacion e hiperinsulinemia periférica
(Del Prato et al., 1994; Borgofio y Zinman, 2012). De modo que aparte de los grandes
avances en dispositivos para que la aplicacion de la insulina sea menos traumatica y de

los avances en estudios de ingenieria genética, que han llevado a desarrollar moléculas
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modificadas de insulina, que ha permitido llegar a niveles de glucemia més cercanos a
los normales con una menor prevalencia de hipoglucemia, también se ha dado gran
importancia al estudio de rutas alternativas para la administracion de insulina con los
mismos fines, tales como la via oral, bucal, nasal, rectal, pulmonar, ocular y
transdérmicas (Owens et al, 2003; Peppas y Kavimandan, 2006; Lassmann-Vague y

Raccah, 2006).

A continuacion se describen algunos de los muchos intentos por desarrollar rutas mas

convenientes y comodas para la administracion de la insulina.

La cavidad nasal y la transpulmonar fueron consideradas debido a que poseen una alta
absorcidn sistémica con respecto a otras rutas no invasivas, una amplia superficie, un
delgado epitelio alveolar y actividad enzimatica relativamente baja (Cefalu, 2004), pero
existen dos factores que afectan la absorcion, la depuracidon mucociliar y las enzimas
proteoliticas (Owens et al., 2003). Se han realizado algunos estudios por esta via en
animales de laboratorio (Fernandez-Urrusuno et al., 1999; Simon et al., 2005; Mao et
al., 2005; Goycoolea et al., 2009; Bhumkar et al., 2007; Stote et al. 2010; Zhang et al.,
2001; Grenha et al., 2005; Zhang et al., 2009) y en general se obtuvieron reducciones
variables de los niveles de glucosa, la mayoria con biodisponibilidad adecuada. Se
incluyen una gran variedad de sistemas, como inhaladores presurizados, inhaladores de

polvo seco, nebulizadores e inhaladores himedos.

La via transdérmica también ha sido considerada ya que ofrece la posibilidad de
controlar la liberacion del farmaco y se evitarian problemas como la degradacion de la
insulina. Sin embargo para optimizar la administracion transdérmica se ha implicado la
ruptura o la eliminacion de la barrera lipidica de la piel por una variedad de métodos
quimicos, eléctricos, o fisicos (Pinto Reis y Damgé, 2012; Owens et al, 2003). Un gran
nimero de potenciadores de la absorcion quimica han permitido la mejora limitada de
absorcion, pero con limitantes, como la irritacion de la piel y la incapacidad para liberar
moléculas grandes (Chen et al., 2006; Guo et al.,, 2000). Adicionalmente se ha
involucrado tecnologia avanzada como la iontoforesis, electroporacion y sonoforesis

(Kanikkannan et al., 1999; Lassmann-Vague y Raccah, 2006). Sin embargo, solo por
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esta via han sido evaluados una serie de liposomas flexibles o transfersomas que han
permitido el transporte de moléculas tanto de alto como de bajo peso molecular, y
tienen la habilidad de deformarse para atravesar las membranas de manera intacta (Cevc
et al., 1998; Cevc, 2003; Rajan et al., 2011). Entre estas moléculas se incluyo la insulina
en algunos estudios, donde se observaron efectos terapéuticos sin causar alteraciones en

la zona dérmica de aplicacion (Ceve et al., 1998; Jadupati et al., 2012).

La via rectal y la vaginal han sido consideradas porque evitan la degradacion enzimatica
local de la insulina al entrar a circulacién sistémica, a través del sistema linfatico
(Lassmann-Vague y Raccah, 2006), pero, la absorcion y la biodisponibilidad es baja en

seres humanos (4-10%), (Owens et al, 2003).

Un pequeiio numero de estudios también han evaluado la via ocular (Bartlett et al.,
1994; Morgan et al.,, 1996; Xuan et al., 2007), donde se han observado muchas
reacciones locales. Lee y Yalkowsky (1999) utilizaron en conejos un dispositivo a base
de una esponja de gelatina absorbible (Gelfoam®) con una eficiente absorcion sistémica
de la insulina. La desventaja es la baja absorcion y las reacciones adversas locales

graves (Owens et al, 2003).

Debido a que la mucosa bucal tiene una excelente accesibilidad, baja actividad
enzimatica y un area extensa de absorcion con elevada vascularizacion también ha sido
considerada como una ruta alternativa para la administracién de insulina. Ishida et al.,
(1981) desarroll6 un sistema de liberacion mucoadhesivo en la mucosa bucal de perros
beagle, ocasionando una salivacion excesiva en los animales. También se ha
desarrollado un aerosol bucal con efecto hipoglucemiante por 4 horas en ratas y conejos

diabéticos (Xu et al., 2002; Modi et al., 2002; Cernea et al, 2005).

Pero, es la via oral la que se considera como la méas conveniente fisioldgicamente, ya
que la insulina absorbida por el intestino alcanza el higado a través de la vena porta y
puede inhibir directamente la glucosa hepatica, ya que el efecto de la insulina en el
higado es vital para mantener la homeostasis de la glucosa (Peppas y Kavimandan,

2006), con la administracion parenteral solo el 20% de la insulina administrada llega al
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higado. Sin embargo, la insulina por via oral es inestable en el tracto gastrointestinal, se
degradada por enzimas proteoliticas y no se absorbe bien en el intestino por el caracter

hidréfilo y el gran tamafo de las moléculas (Spangler, 1990).

Para evitar la degradacion de la insulina, se han desarrollado nanoparticulas con
polimeros naturales y sintéticos, con el fin de encapsular la insulina. Damgé et al.,
(1988) utilizé un polimero coloidal biodegradable, en nanocapsulas que redujeron los
niveles de glucosa sanguinea en ratas diabéticas y evitaron la degradacion de la insulina,
ademas facilitaron su absorcion intestinal. Radwan (2001), Cournarie et al., (2002),
Rawdan y Aboul-Eneir (2002), Mesiha et al., (2005), Pinto Reis et al., (2006), Cui et
al., (2006 y 2007) y Damgé¢ et al., (2007) realizaron mezclas de polimeros y se logrd
mejorar la biodisponibilidad. Se han utilizado polimeros naturales con diferentes
técnicas y diferentes mezclas con aumentos en la biodisponibilidad de la insulina en
ratas diabéticas, pero tiempos de liberacion muy variables (Sarmento et al. 2007; Pinto

Reis et al., 2007; Reis et al., 2008; Pan et al., 2002; Cheng y Lim, 2004).

Se han trabajado también formulaciones de insulina por via oral basadas en
nanoparticulas lipidicas o liposomas, ya que estas tienen varias ventajas sobre otros
sistemas debido a que presentan muy poca o ninguna toxicidad, son sistemas
biodegradables. Se han reportado reducciones variables en la glucosa de los sujetos
experimentales de acuerdo a las diferentes caracteristicas de las formulaciones, su
composicion lipidica, la ausencia o presencia de surfactante, el tamaiio, la carga de la
superficie y el estado fisico de los fosfolipidos usados (Damgé, 1991; Carino, 1999;
Choudhari et al., 1994; Kisel et al., 2001). Sin embargo se ha notado que los liposomas
por si solos son mas susceptibles a la degradacion enzimatica y a la disolucion por sales
biliares por lo cual se han probado técnicas de polimerizacion, recubrimientos con

algunos polimeros e incorporacion de algunas sustancias quimicas.

Los liposomas para el transporte de insulina se han utilizado como un medio para
administrar la insulina directamente al higado a partir de un sitio de la inyeccion
periférica, mejorar la absorcion de la insulina administrada por via oral y prolongar la

accion de la insulina (Arouri et al., 2012). Aunque la literatura cientifica no esta repleta
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de ejemplos de la administracion de insulina a través de liposomas, se han realizado
algunos estudios sobre este tema que comentaré mas adelante. Sin embargo, para poder
entender el fundamento de porqué se consideran Tttiles los liposomas para la
administracion de la Insulina hay que tener en cuenta algunos eventos fisioldgicos del

organismo.

Se debe tener en consideracion el hecho de que el drenaje normal del pancreas
endocrino esta en la vena porta y que el higado comprende el mayor sitio de depuracion
para la insulina (remocion de ~ 50 % en un solo paso), lo que conduce a que el higado
este expuesto a concentraciones mucho mas altas de insulina que los tejidos periféricos
(Spangler, 1990). Por ende, la inyeccion subcutanea de insulina resulta en una condicion
no fisiologica, debido que los tejidos periféricos se exponen a concentraciones mas altas

de insulina que el higado.

La hiperglucemia en ayunas que experimentan los diabéticos tipo I y tipo II es una
consecuencia de la tasa basal de la produccioén de glucosa hepatica (GH) superior a la
tasa basal de la utilizacion de glucosa extrahepatica (GEH). La tasa de produccion de
GH se rige en parte por la insulina, por lo que la insulina sirve como un potente
inhibidor de la produccion de glucosa hepatica. En los diabéticos tipo I, la excesiva
produccion de GH es una consecuencia de la secrecion insuficiente de insulina. En
pacientes diabéticos tipo II, la excesiva produccion de glucosa hepatica resulta de falta
de sensibilidad hepatica a la accion de la insulina. La utilizacion de glucosa en estado de
ayuno es principalmente un proceso independiente de la insulina que abarca la captacion
de glucosa por el sistema nervioso central (50 %) y tejidos esplacnicos (25 %). Sélo una
fraccion (25 %) de la utilizacion de glucosa en ayunas es el resultado de la captacion
insulino - dependiente de la glucosa por la grasa y el musculo (DeFronzo et al., 1983;
Spangler, 1990, 2006). Por lo tanto, la hiperglucemia en ayuno en individuos diabéticos
tanto tipo I como tipo II no es una consecuencia de la utilizacion de glucosa periférica
alterada sino que es el resultado de una “insulinizacion” hepatica inadecuada, lo que
resulta en que la tasa de produccion glucosa hepatica supere a la tasa de utilizacion de

glucosa periférica (Spangler, 1990, 2006.).
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Varios estudios han establecido el valor de “insulinizaciéon” hepatica adecuada en el
manejo de la diabetes mellitus. Goriya et al. (1980) compard los efectos de la
administracion de insulina portal frente a la administracion periférica en perros
diabéticos pancreatectomizados. Los resultados de los estudios indicaron que los perros
diabéticos tratados a través de la infusion de insulina intraportal requieren 20% menos
insulina para lograr el control a largo plazo de la glucemia que los perros tratados a

través de la infusion de insulina periférica (Spangler 2006).

Stevenson y Alberti (1980) encontraron que la administracion intraportal de insulina
para normalizar la produccién de glucosa hepatica requiere de una dosis mucho mas
baja que la insulina periférica. Determinaron que el reciclaje de glucosa podria ser
normalizado a través de la insulina intraportal, pero se encontr6 que la tasa de reciclaje
es significativamente menor durante las infusiones de insulina periféricas,
presumiblemente debido al efecto de la insulina en los tejidos periféricos. Estos estudios
ilustran la necesidad de mantener una insulinizaciéon hepatica adecuada en los

individuos diabéticos sin incurrir hiperinsulinemia periférica (Spangler, 1990).

Spangler et al., (1986) encapsul6 la insulina en unos liposomas con afinidad hacia el
higado y realiz6 sus pruebas en perros diabéticos, estos estudios demuestran claramente
que la insulina encapsulada en vesiculas lipidicas y especifica a los hepatocitos puede
insulinizar selectivamente el higado de los perros diabéticos. Esto se evidencia por la
capacidad de estos liposomas para inducir la captacion de glucosa hepatica en ausencia
de cualquier cambio significativo en la tasa de glucosa extrahepatica. Las tasas de
utilizacion de la glucosa hepatica y extrahepatica eran idénticas a las observadas con la
insulina intraportal. Estudios similares se realizaron con seres humanos, donde se
concluy6 que la administracion de la insulina en liposomas es mucho mas efectiva que
la administracion de insulina de manera intraportal y la razén de esto es que los
liposomas no solo llevan a la insulina directamente al higado, sino que también actian
como escudo en la interaccion de la insulina con los tejidos periféricos (Ferrannini et al.,
1980). Estos estudios tienen el gran limitante de que fueron probados por via
intravenosa en la vena hepatica de los sujetos de estudio, lo cual no es practico ni

comodo para los pacientes diabéticos. Por esta razén se comenzd a probar la
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encapsulacion de la insulina en liposomas para administracion por via oral y se
probaron en ratas y perros con diabetes inducida experimentalmente (Patel y Ryman,
1976; Dapergolas y Gregoriadis, 1976; Patel et al., 1982), en estos estudios en general
no se pudo obtener una reduccion significativa de la glucosa, pero si aumentaron los
niveles de insulina inmunoreactiva circulante, pero cuando estos liposomas fueron
administrados directamente en el duodeno, se observéd una reduccion significativa de la
glucemia de estos animales. Se probd esta misma aplicacion de liposomas de insulina
por via subcutanea y se mostro que el tiempo de liberacion de la insulina aumento

(Spangler et al., 1986).

Zhang et al. (2005) realizé una modificacion en la lecitina que agrego6 a los liposomas
ya que previamente se habia reportado que ésta genera bioadhesion a los tejidos,
encapsul6 en ellos insulina y la administr6 por via oral, sin embargo en este caso no se

consiguié una buena biodisponibilidad.

Iwanaga et al., (1997) comenz6 a utilizar liposomas recubiertos con polimeros con los
cuales consigui6 la reduccion de los niveles de glucosa por periodos no muy largos en
ratas. Park et al., (2007; 2011), introdujo la insulina en unos liposomas catiénicos y
algunos se adicionaron con un polimero, estos Ultimos mostraron mejor
encapsulamiento y mostraron in-vitro mejores tiempos de liberacion. Estos estudios han
mostrado que los liposomas adicionados con un polimero han mostrado estabilidad in-
vitro (Blume y Cevc, 1990) asi como en circulacion sanguinea (Gabizon y Martin,
1997), lo cual contribuye a la liberacion sostenida de los farmacos que se encapsulan.
En 2014, Zhang y colaboradores reportaron que la adicién de fosfolipidos conjugados
con biotina a los liposomas, generan buenos resultados en la liberacion de la insulina
por via oral. Cilek et al., (2005) prob¢ realizar una emulsion para la administracion oral
de insulina con liposomas, Katayama et al., (2003) realizdé unos liposomas dobles y
Goto et al., (2006) unos liposomas fusogénicos consiguiendo en todas una baja
biodisponibilidad. Katsuma et al., (2005) prob6 unos liposomas con afinidad por el
colon en perros, obteniendo una biodisponibilidad minima. Kisel et al., (2001) realizo

diferentes mezclas de lipidos en la formacion de los liposomas encontrando
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hiperinsulinemia con todos los preparados pero sin mayor correlacion con los niveles de

glucemia en ratas.

De esta manera, y considerando lo anterior en este estudio se trabajo en el desarrollo de
una forma de liberacion modificada de insulina mediante su inclusion en liposomas
flexibles, ya que estos han mostrado que protegen los farmacos de la degradacion y
mejoran la absorcidon a través de las mucosas gastrointestinales, ademas realizo la
inclusion de polimeros a estos, ya que con esto se han mostrado mejoras en el tiempo de
liberacion, mejoras en la estabilidad y en la eficiencia de encapsulacion asi como
evasion de respuesta inmunoldgica (Blume y Ceve, 1990; Spangler, 1990; Simoes et.
al., 2004; Park et. al, 2011). Sin embargo la eficiencia de encapsulamiento puede llegar
a variar de acuerdo a algunos factores de la composicion y el proceso de fabricacion, no
obstante se muestran relativamente buenas eficiencias de encapsulacion, considerando
que los liposomas fueron obtenidos mediante el método de rehidratacion de pelicula
delgada en los siguientes casos, 82,5% (Zhang et. al., 2005), 70% (Kisel et. al., 2001),
61% (Degim et. al., 2004). Sin embargo, Park y colaboradores (2011) realizaron un
estudio de eficiencia de encapsulamiento de insulina todos con el método de fabricacion
previamente nombrado, Unicamente cambiando los agentes rehidratantes, donde se
obtuvo la mejor eficiencia usando sacarosa al 10%, obteniendo encapsulamiento de

74%, mientras que usando PBS se obtuvo de 50%.

Adicionalmente, los liposomas llamados ultraflexibles o transfersomas han mostrado
que tienen la habilidad de deformarse para atravesar las membranas de manera intacta y
que el transporte de insulina se ha mostrado adecuados efectos terapéuticos sin causar
alteraciones en la zona de aplicacion (Cevce et al., 1998; Cerv, 2003; Jadupati et al.,
2012). Sin embargo, no han sido probados por ninguna otra via distinta a la dérmica,
considerando sus caracteristicas deformables y los efectos hallados con insulina,
consideramos que el efecto flexible de estos debe ser 1til por cualquier otra membrana
biologica, de modo que nuestro objetivo es evaluar este tipo de liposomas por vias
alternas, transportando insulina, con el fin de reducir la degradacién que ocurre por vias

como la oral y asi mismo disminuir el traumatismo en la aplicacion.
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Obtener rutas alternativas de insulina puede llegar a ser muy util en el tratamiento de la
diabetes mellitus en todas las especies. Sin embargo hay que considerar las ventajas y
desventajas que trae consigo cada ruta de administracion y de este modo seguir
desarrollando nuevos o mejorados métodos para optimizar el uso de la insulina en estos
pacientes. A pesar de la gran cantidad de investigacion que se ha realizado en este
campo y las formulaciones que se han realizado, la gran mayoria se han evaluado con
pruebas in-vitro y solo en algunos casos se han usado animales de laboratorio. Ademas,
los pocos estudios que se han realizado en seres humanos se han realizado con insulinas
de corta e intermedia accion, considerando muy poco las insulinas de larga accion
(Damgé et al., 2008; Heinemann, 2011; Iyer et al., 2010). Adicionalmente hay que
considerar que la insulina no es toxica, pero todos los compuestos quimicos y
excipientes que se emplean pueden llegar a serlo, por eso deben considerarse
formulaciones que sean seguras y efectivas en los pacientes, sobre todo a largo plazo, ya

que son medicaciones que suelen ser administradas de por vida.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Diabetes Mellitus Canina

La diabetes Mellitus es una enfermedad que se caracteriza por una deficiencia relativa o
absoluta de insulina por parte de las células beta de los islotes de Langerhans del
pancreas. La insulina es necesaria para transportar glucosa a las células del organismo,
donde es transformada en energia a través de la glicolisis o almacenada como
glucogeno. La falta de insulina lleva a que se acumule la glucosa en la sangre, lo que

causa hiperglucemia (Cathpole et al., 2008; Feldman y Nelson, 2000).

2.2. Clasificacion de la diabetes mellitus
No existe una clasificaciéon unica y particular para la diabetes canina, por ende su

clasificacion se basa en la clasificacion que existe para la diabetes humana (Catchpole et

al., 2008):

Diabetes Mellitus Tipo I o Insulino dependiente:

Comunmente es una enfermedad de inicio juvenil asociada a deficiencia de insulina
usualmente resultante de una destruccion autoinmune de las cé€lulas beta del pancreas.
Estos pacientes pueden llegar a desarrollar cetoacidosis y requieren de terapia con

insulina para el control de su hiperglucemia.

Diabetes Mellitus Tipo Il o no dependiente de insulina:

Este tipo de diabetes se inicia usualmente en la edad adulta y es causada por una
combinacion de deficiente secrecion de insulina y una reducida sensibilidad a la insulina
por parte de los tejidos. Esta alteracion es usualmente asociada a obesidad e inactividad
fisica. La hiperglicemia en estos pacientes usualmente puede modificarse con dieta e

hipoglucemiantes orales.

Diabetes Gestacional
Diabetes de otros origenes especificos:
- Defectos genéticos de la funcion de las células beta

- Defectos genéticos en la accion de la insulina

27



- Enfermedades de pancreas exocrino

- Otras enfermedades enddcrinas

- Diabetes inducida por fArmacos o quimicos
- Infecciones

- Diabetes inmunomediada

Sin embargo esta clasificacion no es del todo 1til en perros diabéticos, ya que todos los
perros requieren tratamiento con insulina. De modo que se ha hecho una propuesta de
clasificacion en caninos en base a las causas subyacentes de la hiperglicemia, donde se
considera una diabetes por deficiencia de Insulina, que ocurre por falta de produccion de
insulina por parte de pancreas (deficiencia absoluta de la Insulina) y diabetes causada
por resistencia a la insulina, que ocurre por una inadecuada funcion de la insulina sobre
los tejidos (deficiencia relativa de la Insulina), (Imamura et al., 1988; Greco, 2012;

Catchpole et al., 2005 y 2008).

Diabetes causada por deficiencia de Insulina (deficiencia absoluta de insulina):

En perros se caracteriza por una pérdida progresiva de las células beta del pancreas. La
etiologia de la deficiencia/destruccion de las células beta del pancreas en perros
diabéticos, es desconocida aun, pero se sugieren que estdn involucrados algunos

procesos, tales como:

- Hipoplasia congénita de células beta.

- Perdida de células beta asociada a enfermedades de pancreas exocrino (ej:
pancreatitis).

- Destruccion inmuno-mediada de células beta.

- Procesos idiopaticos.

Diabetes causada por resistencia a la insulina (deficiencia relativa a la insulina):
Usualmente ocurre por antagonismo de la insulina con otras hormonas del organismo,
los perros con este tipo de diabetes pueden llegar a desarrollar diabetes por deficiencia

de insulina como consecuencia de pérdida de células beta asociado a hiperglicemia
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incontrolada. Los procesos involucrados en la diabetes por resistencia a la insulina

incluyen:

- Diabetes gestacional / Diestro
- Secundaria a otras endocrinopatias
e Hiperadrenocorticismo
e Acromegalia
e Hipotiroidismo
e Feocromocitoma
- Desordenes nutricionales
e Obesidad
- latrogenia
e Glucocorticoides sintéticos

e Progestagenos sintéticos

En términos generales, la diabetes se clasifica de acuerdo a los mecanismos
fisiopatologicos que afectan las células beta, en tipo I o insulinodependiente y tipo II o
no dependiente de insulina, recordando que la tipo I es una combinacion de
predisposicion genética y destruccion inmunologica de las células beta, con
insuficiencia gradual y luego definitiva de insulina, mientras que la tipo II se caracteriza

por resistencia a la insulina y células beta disfuncionales.

2.3. Manifestacion clinica

Suele presentarse en perros de mediana edad (5-12 afios). Existe una predisposicion
genética en algunas razas de perros como samoyedos, algunos terriers (Cairn, tibetano,
yorkshire, west highland white), poodles, schnauzers, labrador retriever, dash hounds

(Catchpole et al., 2008; Hoenig, 2002)

También se sugiere que la presentacion es mds frecuente en hembras enteras que en
machos, se ha estimado que las hembras representan el 70% de los casos. La diabetes en
las hembras enteras se asocia con la fase dominante de progesterona del diestro (Greco,

2012; Catchpole et al., 2005).
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La deficiencia de insulina tiene como consecuencia una alteracion del metabolismo de
los carbohidratos, de las grasas y de las proteinas. El metabolismo glucidico anormal se
traduce en una hiperglucemia y una glucosuria y es el responsable de la poliuria-
polidipsia y de la formacién de las cataratas que se observan en los perros diabéticos. La
hiperlipidemia, la produccién de cetonas y las alteraciones hepaticas observadas en
estos perros son consecuencia de las alteraciones en el metabolismo de las grasas. La
reduccion de la utilizacion de la glucosa, los aminoacidos y los acidos grasos tiene
numerosas y variadas consecuencias: letargia, pérdida de peso, menor estimulacion del
centro de la saciedad, consumiciéon muscular, mala calidad del pelaje y disminucion de
las defensas, caracteristicas, todas ellas, tipicas de los perros diabéticos que no estan en

tratamiento (Greco, 2012; Catchpole et al., 2005; Feldman y Nelson, 2000).

Si la diabetes no se controla puede llevar a la acumulacién de cuerpos cetonicos lo que
puede llevar a una acidosis metabdlica y causar depresion, anorexia, vOmito,
deshidratacion y en algunos casos resultar en muerte por severa hipovolemia y colapso

circulatorio.

2.4. Tratamiento

Una vez determinada la enfermedad, el tratamiento principalmente tiene como objetivo
el control de los signos clinicos, prevenir las complicaciones como las cataratas, las
retinopatias, la neuropatia, la cetoacidosis entre otras y mantener las concentraciones de
glucosa en sangre lo mas estables posibles. El tratamiento principal para tratar a los
perros diabéticos consta de una adecuada insulinoterapia, pero se debe complementar
con una adecuada nutricion, ejercicio y adecuada informacion del propietario (Feldman

y Nelson, 2000).

En el tratamiento con la insulina existen dos periodos importantes, el periodo de
estabilizacion y el periodo de mantenimiento, en la primera fase se controla la respuesta
a la insulina y se ajusta la dosis y la dieta hasta que se consiga un nivel de glucemia

aceptable, la segunda fase la dosis de la insulina y de la dieta no suelen modificarse,
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pero se debe mantener un control de la glicemia de manera periodica (Greco, 2012;

Catchpole, 2008).

2.4.1. Insulina

La insulina se implementd como tratamiento para la diabetes en los seres humanos
desde 1922 (Best, 1956). A partir de 1989, aproximadamente el 40 % de los 8 millones
de estadounidenses diagnosticados con diabetes recibian insulina como un parte de su
terapia (Massey et al., 1989). La terapia con insulina tiene como objetivo reemplazar la
hormona de manera que se reproduzca la secrecion de insulina lo més similar posible a
la fisioldgica y de ese modo conseguir la restauracion de las concentraciones normales
de glucosa en la sangre, suprimir la cetogénesis y mantener la salud de los pacientes
afectados con diabetes (Borgofio y Zinman, 2012; Pillai y Panchagnula, 2001). Aunque
estos objetivos se han mantenido relativamente constantes a lo largo de los afios, los
principios y la practica de la terapia con insulina se han ido mejorando continuamente a
medida que se han obtenido conocimientos sobre su actividad farmacoldgica y sus
efectos celulares, asi como ha aumentado la disponibilidad de nuevas formulaciones

farmacéuticas de insulina.

2.4.2. Fisiologia de la insulina

La insulina es secretada por las células beta de los islotes de Langerhans en el pancreas.
Llega al higado a través de la circulacion portal y luego se extiende al resto del cuerpo y
alcanza sus otros 6rganos diana, principalmente el musculo esquelético y tejido adiposo.
La sintesis y secrecion de insulina se estimulan predominantemente por los aumentos en
las concentraciones de glucosa en la sangre, pero el grado en el que las células beta
responden a la glucosa es modificado por muchos otros factores, incluyendo nutrientes,
hormonas y estimulacion nerviosa (Ahren y Taborsky, 2002; Burge y Schade, 1997;
Borgofio y Zinman, 2012).

La secrecion de insulina enddgena se puede dividir en dos fases: la fase basal, en el que

la insulina es secretada continuamente a una velocidad relativamente constante, y la fase

de bolo, en el que la insulina se secreta en respuesta a nutrientes. El papel principal de la
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secrecion de insulina basal es para limitar la lipdlisis y la produccién hepatica de

glucosa en estado de ayuno (Owens y Bolli, 2008; Pillai y Panchagnula, 2001).

La insulina postprandial suprime principalmente la produccion de glucosa hepatica y
estimula la utilizacion de glucosa por el musculo, evitando asi la hiperglucemia después
de las comidas. La concentracion de glucosa en sangre postprandial también estd
determinada en gran medida por otros factores tales como el hidrato de carbono, grasa y
el contenido de proteina de la comida, el tiempo de transito gastrointestinal y los efectos
de glucagoén. En materia de salud, la secrecion de insulina se ajusta constantemente para
trabajar en conjunto con estos otros factores para mantener la normoglucemia (Owens y

Bolli, 2008; Burge y Schade, 1997).

2.4.3. Tipos de insulina

2.4.3.1. Insulinas de origen animal

Las insulinas de origen bovino o porcino fueron las nicas disponibles en el mercado
durante los primeros cincuenta afios de la era de la insulina. La secuencia de
aminoacidos de las insulinas de origen animal se diferencia de la de la insulina humana
por uno (porcina) o tres (bovina) residuos de aminodcidos. Sin embargo, estas insulinas
son absorbidas adecuadamente en la circulacion sistémica humana tras la inyeccion
subcutdnea y llegan a proporcionar un control razonable de la glucosa plasmatica

(Burge y Schade, 1997; Borgofio y Zinman, 2012).

Sin embargo a pesar del gran éxito de dichas insulinas, existen algunas limitaciones,
estas incluyen reacciones alérgicas a las impurezas presentes en las formulaciones o la
propia molécula de la insulina, la induccién de niveles clinicamente significativos de
gamma globulina que pueden alterar la actividad de la insulina inyectada, la variabilidad
en las caracteristicas de absorcion de diversas preparaciones comerciales y la induccion
de una reaccion cutédnea con lipoatrofia (Chance et al., 1976; Davidson y Debra, 1978;

Teuscher, 1974).

Las primera insulinas preparadas comercialmente de origen porcino y bovino eran

soluciones amorfas producidos mediante una combinacion de extraccion de alcohol y
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precipitacion de acido (Banting et al., 1922) La adicion de cantidades traza de zinc para
este proceso resultd en la formacion de cristales de insulina y la produccion de la
primera insulina de corta accion (5-8 horas), por lo cual, se requiere una dosificacion

mas frecuente (Scott, 1934).

La duracion de la aplicacion de la insulina por via subcutanea se prolongd por primera
vez de manera efectiva al adicionar protamina a los complejos de insulina, una proteina
basica obtenida de peces (Hagedorn et al., 1936). El complejo protamina - insulina es
poco soluble a un pH fisioldgico y por lo tanto se absorbe lentamente desde el tejido
subcutaneo. La adicion de zinc a las insulinas con protamina comenzd a mostrar que se
estabilizaba ain mas la formulacion y dio lugar a la insulina zinc protamina, la primera
insulina que tuvo actividad extendida. (Scott y Fisher, 1936). La Insulina zinc protamina
se mejord mediante la adicion de la protamina en proporciones estequiométricas, dando
lugar a la insulina protamina neutral Hagedorn (NPH o isofanica). La insulina NPH
tiene un pico de accion a las 6 a 10 horas y una accioén que puede llegar a durar hasta 24

horas (Krayenbuhl y Rosenbery, 1946)

Una segunda clase de insulinas de accion prolongada, las insulinas lentas, se
desarrollaron en la década de 1950 por cristalizacion de insulina y zinc en tampon de
acetato en ausencia de protamina (Hallas-Moller et al., 1957). Estos complejos
cristalinos se disuelven poco en los fluidos corporales humanos y por lo tanto exhiben
una duracion prolongada después de la inyeccion subcutanea. Dos insulinas principales
son el resultado de este proceso: la insulina semilenta que es un precipitado amorfo que
tiene un pico y una duracion de la accion ligeramente mas larga que el de la insulina
regular; y la insulina ultralenta que es una insulina cristalina que muestra mayor
estabilidad, un pico mas bajo y una duracion mas larga de accion que las otras insulinas
disponibles en ese entonces. Comercialmente, la insulina lenta tiene un tiempo de
accion muy similar a la NPH, y es en realidad una mezcla de 70 % ultralenta y 30 %

semilenta (Hallas-Moller et al., 1957).
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2.4.3.2. La insulina humana

La insulina humana biosintética se empez6 a comercializar a principios de 1980 como
resultado del perfeccionamiento de las técnicas microbiologicas. La produccion de la
primera insulina humana mediante tecnologia de ADN recombinante implicaba la
produccion por separado de las cadenas A y B de la molécula de insulina por
Escherichia coli transfectadas con los fragmentos genéticos necesarios, seguido por la
posterior combinacién bioquimica de las dos cadenas de la insulina para producirla
intacta. En esta insulina un residuo de alanina en la posicion B29 de la insulina de cerdo
fue reemplazado con un residuo de treonina para producir esta insulina que se denomina

insulina semisintética humana (Borgofo y Zinman, 2012; Burge y Schade, 1997).

La insulina humana biosintética se produce actualmente por medio de E. coli
transfectadas con ADNc para toda la molécula de proinsulina. Después de la
transcripcion y traslacion, la proinsulina resultante se purifica y posteriormente es
tratada de manera enzimaticamente para producir insulina humana y C-péptido. Este
proceso permite el plegado después de la traduccion natural del péptido y se asegura que
la estructura tridimensional apropiada estd presente en la molécula de insulina. La
insulina humana biosintética también se produce usando un gen de la proinsulina no
humano insertado en el genoma de la levadura del pan, con la modificacion post-
traduccional del péptido resultante para producir la insulina humana (Burge y Schade,

1997, Pillai y Panchagnula, 2001; Borgofo y Zinman, 2012).

2.4.3.3. Insulinas Andlogas
En la actualidad se encuentran disponibles comercialmente cinco analogos de insulina:
tres de accion rapida y dos de accion lenta. Los analogos rapidos son: lispro, aspartato y

glulisina (Pillai y Panchagnula, 2001).
La insulina lispro fue aprobada por la FDA en 1998, se invirtid el orden de dos

aminodcidos en la cadena beta de la insulina. La prolina pas6 a la posicion 29 y la lisina

a la 28, invirtiendo su orden natural (Griffin et al., 2001; Pillai y Panchagnula, 2001)
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La insulina aspartato comenzo6 a comercializarse en 1999, tiene como particularidad la
insercion de un acido aspartico cargado negativamente en la posicion 28 de la cadena

beta (Home et al., 2000).

En la insulina glulisina, la asparragina fue sustituida por lisina en la posicion 3 de la
cadena beta y la lisina por 4cido glutdmico en la posiciéon 29 de la misma cadena

(Ampudia-Blasco et al., 2005).

Sin embargo no hay disponibles reportes donde se realice tratamiento cronico de la
diabetes en perros con estas insulinas, pero si se han utilizado con éxito para el manejo

de la cetoacidosis (Matsuo et al., 2003; Sears et al., 2009; 2012).

Por otra parte, se encuentran los andlogos lentos, los cuales son: detemir y glargina. En
la insulina detemir la unién de acido miristico al aminoacido lisina en la posicion B29
confiere una mayor estabilidad a la forma hexamérica, lo que contribuye a retardar su

absorcion (Burge y Schade, 1997; Gilor y Graves, 2010).

Ademas, esta cadena lateral facilita la union a la albumina plasmatica enlenteciendo su
disociacion a la forma libre, que es la bioldgicamente activa (Arranz et al., 2004). La
insulina detemir inhibe la glucosa hepatica de manera mas efectiva que otras insulinas,
la lipogénesis del tejido adiposo se disminuye y la ganancia de peso es minima. En
Humanos tiene una duracion aproximada de 20 horas (Heise y Pieber, 2007; Gilor y

Graves, 2010).

La insulina glargina resulta de la sustitucion de asparragina por glicina en la posicion
B21 y de la adicion de dos residuos de arginina en el extremo C terminal de la cadena

beta de la molécula (Gilor y Graves, 2010; Heise y Pieber, 2007; Mori et al., 2008).

Esta insulina en seres humanos ha tenido una accidén de aproximadamente 24 horas con
una relativa concentracion estable. En perros, la duracion de esta insulina fue similar,

tuvo accion entre 18 y 24 horas (Heise y Pieber, 2007; Mori et al., 2008).
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2.5. Lipidos

Los lipidos son un conjunto de moléculas organicas que se caracterizan por la presencia
de una o varias cadenas hidrocarbonadas (en algin caso formando ciclos fusionados),
que presentan uno o varios grupos polares en un extremo de la molécula. Comunmente
son hidrofobos, insolubles en agua y liposolubles, solubles en disolventes (Small, 1896;

(Mckee y Mckee, 2009).

Los lipidos cumplen funciones bioldgicas diversas, principalmente, almacenamiento de
energia, ser componente de las membranas celulares y moléculas de sefializacion, entre
otras. Los lipidos, en funcion de su reactividad con las bases fuertes, acorde al
contenido de 4cidos grasos dentro de su estructura, se clasifican en saponificables y no
saponificable. Los lipidos saponificables pueden ser simples o complejos, los primeros
son los acidos grasos, acilglicéridos y céridos, mientras que los complejos incluyen los
fosfolipidos y los glucolipidos, estos lipidos saponificables contienen cadenas largas de
acido carboxilico, son acidos grasos que esterifican una molécula ya sea el glicerol o la
esfingosina. Los no saponificables se dividen en terpenos, esteroides y prostaglandinas
(Mckee y Mckee, 2009; Arg Arglieso Armesto R, Diaz Diaz JL, Diaz Peromingo JA,
Rodriguez Gonzélez A, Castro Mao M, Diz-Lois F. Lipidos, colesterol y lipoproteinas.
Galicia Clin 2011; 72 (Supl. 1): S7-S17eso et al., 2011).

2.5.1. Fosfolipidos

Los fosfolipidos son los componentes estructurales mas importantes de las membranas.
Los fosfolipidos son ésteres de glicerol con acidos grasos (R-COOH, donde R es una
cadena hidrocarbonada muy variada) en los que una molécula de glicerol sin carga, se
une a dos acidos grasos (1,2- diacilglicerol) y a un grupo fosfato. Existen dos tipos de
fosfolipidos: los fosfoglicéridos y las esfingomielinas. Los fosfoglicéridos son
moléculas que contienen glicerol, &4cidos grasos, fosfato y un alcohol. Las
esfingomielinas se diferencian de los fosfoglicélidos en que contienen esfingosina en

lugar de glicerol (Mckee y Mckee, 2009).
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La gran mayoria de fosfolipidos son agentes emulsionantes y agentes superficiales
activos. Los fosfolipidos son muy adecuados para estas funciones debido a que, al ser
sales de acidos grasos, son moléculas anfipaticas. El dominio hidrofobo esta formado en
gran parte por las cadenas hidrocarbonadas de los &cidos grasos; el dominio hidroéfilo,
que se denomina grupo de cabeza polar, contiene fosfato y otros grupos cargados o
polares. Los fosfolipidos son moléculas anfifilicas cuya parte hidrofoba (repele al agua)
esta constituida por las cadenas hidrocarbonadas de caracter neutro y el componente
hidroéfilo (afin al agua) es la cabeza del fosfolipido que posee carga eléctrica (Argiieso et

al., 2011).

Los fosfolipidos, al igual que todas las moléculas de caricter anfifilico pueden
clasificarse seglin la cabeza polar como anidnicos (cabeza polar negativa), cationicos
(cabeza polar positiva), zwiteridnicos y no idnicos (cabeza polar sin carga), (Meyer y
Richter, 1998; Mckee y Mckee, 2009). La longitud y grado de insaturacion (enlaces
dobles existentes en las cadenas) presente en la cadena hidrocarbonada es un factor

importante. Estos dos parametros van a marcar la flexibilidad de la membrana.

Cuando los fosfolipidos se suspenden en agua, se reagrupan de manera espontanea en
estructuras ordenadas que al formarse provocan que los grupos hidrofobos de los
fosfolipidos queden dirigidos hacia el interior. Al mismo tiempo, los grupos de cabeza
hidréfilos se orientan de forma tal, que quedan expuestos al agua. Cuando hay
moléculas de fosfolipidos en una concentracion suficiente, forman capas bimoleculares.
Esta propiedad de los fosfolipidos (y de otras moléculas lipidicas anfipaticas) es la base

de la estructura de las membranas (Small, 1896; Mckee y Mckee, 2009).

Desde el punto de vista del comportamiento térmico los fosfolipidos pueden encontrarse
en forma gel (alta temperatura) o en forma cristalina (baja temperatura). La temperatura
que marca el paso de una fase a otra se denomina temperatura de transicion, Tm, y es
caracteristica de cada lipido puesto que depende directamente del tamafio de las
cadenas, presencia de insaturaciones y de la naturaleza de la cabeza polar (Meyer y

Richter, 1998).
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2.6. Liposomas

Los liposomas se descubrieron en 1961 (Bangham, 1961) quienes observaron que
algunos lipidos forman estructuras membranosas cuando estan en disolucion acuosa.
Estas estructuras vesiculares altamente organizadas estdn constituidas por lamelas o
bicapas lipidicas concéntricas que encierran un interior acuoso (Bangham 1968; Simon,
1986). Para su elaboracion se utilizan fosfolipidos con o sin la incorporacion de
colesterol, tocoferol, sondas fluorescentes u otros materiales, introducidos en la bicapa
lipidica con el fin de dotar a las vesiculas de alguna propiedad particular como puede
ser carga superficial, reducir la permeabilidad de la membrana o incrementar la
estabilidad de los lipidos en la bicapa (Bangham 1968). En los afios 70, se inici6 el
estudio sobre el potencial que presentan estos como sistemas de liberacion de farmacos
o de otras moléculas bioactivas (Vemuri, 1995). Los liposomas son capaces de
incorporar a su estructura moléculas hidrofilicas, hidrofobicas y también las de caracter
anfifilico. Ademas algunas de sus propiedades fisicas como carga superficial, tamafio,
permeabilidad y rigidez de la pared, o su capacidad de carga son facilmente modulables
debido a la amplia variedad de fosfolipidos que existen. Por ultimo, si se utilizan lipidos
funcionalizados, se pueden unir anticuerpos (Gregoriadis 1992, 1995) u otros ligandos a
la superficie del liposoma, lo que les convierte en sistemas que pueden acceder con

mayor facilidad a determinados tejidos, por ejemplo tumores (Lian, 2001).
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3. HIPOTESIS

1. “Si se usan liposomas como transportadores de Insulina se disminuye la
degradacion de esta al ser administrada por via oral y si ademas se agrega un
tensoactivo entonces mejorara su absorcidon gastrointestinal y aumentara su

biodisponibilidad”

2. “Si se agrega un polimero conjugado como PEG a los liposomas flexibles, se
aumentara su tiempo de residencia en el organismo con respecto a las liposomas

sin PEG”
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Disenar y evaluar un transportador de insulina basado en liposomas flexibles mediante
pruebas pre-clinicas en un modelo experimental de diabetes Mellitus en ratas Wistar,

dirigido al tratamiento de diabetes mellitus tipo I en perros.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar la validacion del método analitico para la cuantificacion de insulina
mediante el uso de espectrofotometria UV.

2. Desarrollar un transportador de insulina basado en un sistema lipidico para
administracion de insulina por via oral.

3. Caracterizacion fisica de los liposomas flexibles con y sin inclusion de insulina.

4. Evaluar y caracterizar fisicamente los liposomas flexibles con y sin adicion del
polimero PEG-2000 PE.

5. Determinar el efecto terapéutico de los liposomas flexibles con y sin polimero en

ratas Wistar con diabetes mellitus experimental.
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5. METODOLOGIA

Para el diseno y pruebas pre-clinicas de los preparados liposomales se consideran las

siguientes fases de trabajo:

FASE I

Validacion del método analitico: espectroscopia UV-vis.

Determinacion del método de preparacion de los formulados, comparando un
método de preparacion muy tradicional (rehidratacion de pelicula delgada) vs.
un método de preparacion relativamente nuevo y rapido (método de
calentamiento).

Caracterizacion de diferentes preparados de liposomas flexibles con diferentes

proporciones de materiales.

FASE II:

Adicién de diferentes concentraciones del polimero PEG-2000 PE al preparado
obtenido en la Fase I.

Caracterizacion de diferentes preparados de liposomas flexibles con diferentes
concentraciones del polimero PEG-2000 PE.

Evaluacion de caracteristicas fisicas de liposomas con adicion de PEG y sin
PEG durante un proceso de almacenamiento de varios meses en refrigeracion
para evaluar la estabilidad de los productos.

Debido a que la insulina fue sometida a altas temperaturas en el proceso de
fabricacion, la insulina fue expuesta a diferentes temperaturas y se realizaron
pruebas de espectroscopia de Infrarrojo, calorimetria diferencial de barrido
(DSC) y Electroforesis gel para determinar su estructura.

Las insulinas expuestas a diferentes temperaturas fueron administradas por via
subcutanea a animales con diabetes experimental y se obtuvieron sus valores de

glucosa sanguinea para evaluar su actividad biolédgica.

FASE III:
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El mejor preparado de la fase I y el mejor de la Fase II fueron sometidos a
pruebas de liberacion in-vitro mediante la técnica de dos fases de didlisis inversa
enpH 1.3 yen pH 7.4.

Los preparados obtenidos y la insulina comercial fueron administradas por via
oral, transdérmica y subcutdnea en animales con diabetes experimental y se

obtuvieron sus valores de glucosa sanguinea.

5.1. MATERIALES

Componentes para transfersomas/liposomas flexibles:

Insulina Recombinante Humana (Pisa Agropecuaria, México)
L-a-fosfatidilcolina de Soya (Sigma Aldich, México)

Colato de Sodio (Sigma Aldrich, México)

Colesterol (Sigma Aldrich, México)

18:0 PEG-2000 PE (Avanti Polar Lipids, Alabama, USA)

Solventes y agentes hidratantes:

Sacarosa > 99,5% (Sigma Aldich, México)
Metanol (ACS Fermont, México)
Alcohol Etilico absoluto 99,9% (J.T. Baker, México)

Cloroformo (ACS Fermont, México)

5.1.1. Caracteristicas fisico-quimicas de los componentes

5.1.1.1. Insulina

Origen: Extraido de las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas del cerdo

o del bovino y purificado mediante cristalizacién. También puede ser biosintetizada por

medio de tecnologia de ADN recombinante usando Escherichia coli o semisintetizada

por modificacion enzimdatica de material porcino.

Estructura quimica:

Peso Molecular: 6000 gramos/mol
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Contiene dos cadenas, A y B de aminoécidos, unidas entre si mediante dos puentes
disulfuro. La insulina es sintetizada de una unica cadena precursora llamada
Proinsulina. En la conversion de la proinsulina humana a insulina, cuatro aminoacidos
basicos y el péptido C son removidos por protedlisis. La insulina resultante es una
molécula de dos cadenas. La cadena A o la acidica contiene glicina como residuo de
amino terminal y la cadena B o basica consiste en 30 aminoacidos con fenilalanina en el
punto terminal. Una molécula de preproinsulina atin mas grande ha sido identificado
como un precursor de la proinsulina (Powers y D'Alessio, 2011)

La Insulina puede existir como dimero, mondémero o hexdmero. Dos moléculas de Zn**

son coordinadas en el hexamero almacenadas como granulos en la célula beta.

La forma activa de la hormona es el mondmero.

La hormona porcina es mas similar a la del hombre y difiere solo por la sustitucion de
un residuo de alanina por una treonina en la terminal carboxil de la cadena B. La

insulina bovina difiere por tres aminoacidos y es mas antigénica que la insulina porcina.

Propiedades fisicas:

Apariencia: Polvo cristalino blanco o casi blanco.
Solubilidad: Ligeramente soluble en agua. Practicamente insoluble en alcohol,
cloroformo y éter. Soluble en solucion diluida de acidos minerales y con la degradacion

en soluciones de alcali hidroxido.

Producto comercial usado: Insulex® R
Laboratorio Fabricante: PISA S.A de C.V.
Concentracion: 100 Ul/mL

Almacenamiento: 2-8°C, no congelar, proteger de la luz.

Tipo de efecto: Rapido

Inicio de efecto: 20 - 30 minutos después de ser aplicada
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Miaximo efecto: 1- 3 Horas

Fin de efecto: 6 - 8 Horas

Las insulinas de accion répida no poseen ningun tipo de aditivo ni retardante, por cual

son puras y transparentes (Chan et al., 1981).

5.1.1.2. L-a-fosfatidilcolina de Soya

Esta constituido por un esqueleto de glicerol que presenta el grupo hidroxilo (en
posicion 3) esterificado por el acido fosférico, el cual, a su vez se une a la colina
formando la cabeza polar de la molécula y, los otros dos grupos hidroxilo (en posicion 1
y 2) esterificados por 4cidos grasos cuyas cadenas hidrocarbonadas constituyen la zona
apolar de los fosfolipidos y le dan nombre (Figura 1). La carga negativa del fosfato a pH
fisiologico se neutraliza con la carga positiva del amonio de la colina constituyendo la
fosfatidilcolina (PC) un zwitterion que confiere carga neutra a la bicapa lipidica. Dichos
fosfolipidos se caracterizan por su origen (PC de soya, huevo, sintético) y la
temperatura de transicion de fase (Tc) que determina a que temperatura la membrana
pasa de un estado gel (rigido), a un estado cristal liquido (fluido), (New, 1990; Brandl,
2001). Dicho parametro es especialmente relevante en estudios como el nuestro ya que
condiciona la permeabilidad de la bicapa liposdmica al paso del o de los principios

activos en funcion de la temperatura.

O

)‘k O CHs

R™ 07 0-P-0_—N*-CH;
DYD o CHs
R’
R, R' = fatty acid residues
Figura 1. Estructura quimica de la L-a-fosfatidilcolina

Producto Comercial: L-a- Fosfatidilcolina de soya, Tipo IV-S, >30% (enzimatica)
Laboratorio: Sigma Aldrich
Sinénimos: 1,2-Diacyl-sn-glicero-3-fosfocolina, 3-sn-fosfatidilcolina, L-a-Lecitina,
Azolectina, PC
CAS Number: 8002-43-5
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Fuente bioldgica: Soya

Apariencia: Cerosa, forma sélida y color amarillo a naranja.
Temperatura de almacenamiento: -20°C

Solubilidad: Cloroformo soluble 100 mg/mL

Pureza: >30% (enzimatico)

En esta molécula, el grupo glicerol queda unido en la posicion 3 a la cabeza polar
(fosfocolina), y en la posicion 1 y 2 a 4cidos grasos saturados en un porcentaje de un
13% de acido palmitico (C16:0), 4% de acido estearico ( C18:0), 10% de acido oleico
(C18:1), 64% de acido linoleico (C18:2) y 6% de acido linolenico (C18:3), con
presencia de otros acidos grasos en menor proporcion. Presenta una Tc semejante a la
Tc de 54,5 °C de la DSPC (1,2 — Diestearoil-sn-glicero-3-fosfocolina), (Simon et al.,
1995).

Accion bioquimica/fisioldgica: Es el fosfolipido estructural de mayor presencia en el
cerebro, abarcando aproximadamente el 15% de los lipidos totales, localizada

principalmente en la materia gris.

La fosfatidilcolina es la principal membrana fosfolipidica en las células eucariotas, son
un componente estructural de dichas membranas. También es util como reserva para
una serie de mensajeros lipidicos y como fuente para un gran nimero de lipidos
bioactivos tales como, lisofosfatidilcolina, acido fosfatidico, diacilglicerol, factor

activador de plaquetas y acido araquidonico (Pubchem, 2017).

5.1.1.3. Colato de Sodio

Es un dacido biliar derivado del colesterol, formado por 24 atomos de carbono
dihidroxilados o trihidroxilados, se caracteriza por tener en el C17 una cadena alifatica
ramificada de 5 atomos de carbono, con la que adquiere una estructura bésica de anillo

pentanoperhidro fenantreno con un grupo carboxilo terminal (Figura 2), (Voet y Voet,

2006).

CAS Number 206986-87-0
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PubChem ID: 24892390

Sinénimos: 3a,7a,12a-Trihidroxi-5B-colan-24-oic sal de 4cido de sodio, 4cido colalico
sal de acido de sodio.

Origen Bioldgico: Bilis ovina

Apariencia: Polvo Blanco

Pureza: >99% (HPLC)

Peso molecular: 430.55 (base anhidro)

Formula empirica: C24H39NaOs - xH,O

Figura2. Estructura quimica del Colato de sodio

Aplicacion: Detergente no desnaturalizado usado para extraccion de proteinas de

membrana.

El colato de sodio hidrato ha sido usado en el estudios para evaluar el efecto de
formulaciones fosfolipidicas y surfactantes en la liberacion dérmica de farmacos
hidrofilicos en liposomas elasticos. También ha sido usado en el estudio de vesiculas
elasticas deformables, transfersomas y liberacion de farmacos por via transdermal.

El colato de sodio hidrato es un bio-surfactante aniénico que ha sido usado como

reactivo reductor en soluciones acuosas (Pubchem, 2017).

5.1.1.4. Colesterol

El colesterol es un lipido esteroide, formado por wuna molécula de
ciclopentanoperhidrofenantreno, constituida por cuatro carbociclos condensados o
fundidos, denominados A, B, C y D, que presentan varias sustituciones: dos radicales
metilo en las posiciones C-10 y C-13, una cadena alifatica en la posicion C-17, un grupo
hidroxilo en la posicion C-3 y una insaturacion entre los carbonos C-5 y C-6. En la

molécula de colesterol se puede distinguir una cabeza polar constituida por el grupo
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hidroxilo y una cola o porcidn apolar formada por el carbociclo de niicleos condensados
y los sustituyentes alifaticos (Figura 3). Asi, el colesterol es una molécula tan hidréfoba
que la solubilidad de colesterol libre en agua es muy baja y, al igual que los otros
lipidos, es bastante soluble en disolventes apolares como el cloroformo (Voet y Voet,

2006).

Sinénimos: 3B-Hydroxy-5-colesteno, 5-Colesteno-3f3-o

CAS Number 57-88-5

PubChem ID 24893094

Apariencia: Polvo Blanco

Formula Molecular: C27H460

Peso Molecular: 386.7

Punto de Fusion: 147 to 150°C.

Rotacion especifica: [a]25d= -34 to -38° (25 g/100 ml dioxano)

Pureza: >99%

HO

Figura3. Estructura quimica del Colesterol
Accion bioquimica y fisiologica: el colesterol es el principal componente de las
membranas bioldgicas, aproximadamente se encuentra en un 25% del total de lipidos en

el cerebro.

El colesterol es un lipido que constituye aproximadamente el 20-25% de los
componentes estructurales de las membranas celulares. Ayuda con la fluidez y
permeabilidad de la membrana, por lo que es permeable al agua pero no a los iones y
protones. El colesterol también regula las funciones de los transportadores y proteinas
de sefializacion presentes en la membrana plasmatica. Los principales sitios de la

sintesis de colesterol son el intestino delgado y el higado (Smith, 1991).
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El monohidrato de colesterol en alcohol produce una solucion clara, incolora y amarillo
palido. También es soluble en acetona, dioxano, acetato de etilo, benceno, éter de
petroleo, aceites, grasas, y en soluciones acuosas de sales biliares. Las soluciones deben

ser protegidas de la luz (Pubchem, 2017).

Aplicacion: El colesterol se ha utilizado para preparar complejos estimulantes del
sistema inmune y asi mejorar las respuestas celulares y humorales. Fue incorporado en
la alimentacion animal para estudiar el efecto de la dieta rica en colesterol (Pubchem,

2017).

5.1.1.5. PEG-2000 PE

El polietilenglicol (PEG), es un poliéter, su nombre generalmente aparece asociado a un
nimero que hace referencia a la masa molecular del polimero u oligdmero con el que
viene conjugado; de modo que, el PEG con una masa molecular media de unos
2000 Da, se denomina PEG 2000. Su estructura quimica puede representarse como HO-

(CH2-CH2-0O-),-H (Figura 4).

El polietilenglicol se produce por la interaccion de oOxido de etileno con agua,
etilenglicol u oligomeros de etilenglicol. La reaccion esta catalizada por catalizadores
acidos o basicos. La longitud de la cadena de polimero depende de la proporcion de
reactantes. Dependiendo del tipo de catalizador, el mecanismo de polimerizacion puede
ser catidnico o anionico, es preferible el mecanismo anioénico porque conduce a la
obtencion de PEG con menor polidispersidad. El polietilenglicol de alto peso molecular
se sintentiza por polimerizacion en suspension. Para preparar polietilenglicol de bajo

peso molecular se usan catalizadores alcalinos

Nombre completo: 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-

[methoxy(polyethylene glycol)-2000] (sal amonio).
Los lipidos modificados con PEG se afiaden frecuentemente a vesiculas de fosfolipidos

utilizados para la administracion de farmacos para proporcionar un revestimiento

estérico en la superficie de la membrana para dificultar la limpieza de las particulas por
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el sistema reticuloendotelial (RES). Esto prolonga la vida media plasmatica en
circulacion del farmaco. La vida media en plasma del fairmaco puede ocurrir desde
varias horas a dias, dependiendo del tamafio del PEG y acidos grasos unidos al ancla

lipidica (Allen et al., 1991; Sigma Aldrich, 2017).

Formula Molecular: C133H267N205sP
Composicion: C 56.94%, H 9.59%, N 1.00%, O 31.37%, P 1.10%
Pureza: >99%
Estabilidad: 1 afo
Almacenamiento: -20°C
CAS Number: 474922-77-5
Peso Molecular: 2805.497
Masa exacta: 2803.789
Temperatura de transicion: 12.8°C (en micelas)
Sinénimos: DSPE-mPEG(2000)
(8] .|ir_l} o
/\/\/\N\/\/\/\)\D/X\ “Pro o~ AN
o o H
\/\,/\/\/\/\/\/\/Y NH,*

8]
Figura4. Estructura quimica del PEG-2000 PE

(OCHzCH2)g50CHy

Apariencia: Solucion clara incolora

Punto de fusién/punto de congelamiento: -63 °C (-81 °F)

Punto de ebullicién inicial y rango de ebullicion: 60.5 - 61.5 °C (140.9 - 142.7 °F) a una
presion de 1,013 hPa (760 mmHg)

Presion de vapor: 213 hPa (160 mmHg) at 20 °C (68 °F)

Densidad en vapor: 4.1

Densidad relativa: 1.480 g/cm3

Coeficiente de particion: n-octanol/agua: log Pow 1.97

Tension de superficie: 27.1 mN/m at 20 °C (68 °F)

Materiales incompatibles: Agentes oxidantes fuertes, bases fuertes, magnesio, 6xidos de

sodio / sodio, litio
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Una caracteristica comun de PEG es que parece ser soluble en agua. Es soluble también

en muchos disolventes organicos incluyendo hidrocarburos aromaticos (no alifaticos).

PEG es soluble en agua, metanol, etanol, acetonitrilo, benceno y diclorometano, y es
insoluble en éter dietilico y hexano. Se usa junto a las moléculas hidrofobicas para

producir tensoactivos no idnicos (Allen et al., 1991; Winger et al., 2009).

5.2. FASE DE PREPARACION

5.2.1. Validacion del método analitico

Para asegurar la confiabilidad y seguridad, los métodos analiticos se someten a un
proceso de validacion. La validacion de métodos analiticos se fundamenta en la
determinacion de diversos parametros que se aplican de acuerdo con la categoria a la
que pertenezcan. Existen basicamente cuatro aproximaciones a la validacion: validacion
retrospectiva, validacion prospectiva, validacion concurrente y revalidacion (Hernandez

y Solis, 2011).

A partir del criterio de que no existe un modelo Unico para validar y de que existe una
gran variedad de métodos analiticos. La validacion de los métodos analiticos se
fundamenta en la determinacion de diversos parametros, que se aplican de acuerdo con

algunas de las siguientes categorias a la que pertenezca (CNQFB, 2002):

Categoria I: Método analitico para la cuantificacion de los componentes mayoritarios o
principales de farmacos a granel o principios activos (incluyendo conservadores) en

productos farmacéuticos terminados.
Categoria II: Métodos analiticos para la determinacion de impurezas en farmacos a

granel o productos de degradacion en el producto farmacéutico terminado. Estos

métodos incluyen ensayos cuantitativos o pruebas limite.
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Categoria III: Métodos analiticos para la determinacion de caracteristicas de desempeio

(disolucién, medicamentos de liberacion modificada, etc.).

Categoria I'V: Pruebas de identificacion.

En este caso cuantificamos principios activos, de modo que este método analitico
pertenece a la categoria I, por ende se requieren determinar los siguientes parametros:
linealidad, exactitud, precision, repetibilidad y reproducibilidad. Adicionalmente se

evaluo la robustez del sistema (ICH, 1995).

5.2.1.1. Preparacion de la curva estandar

Se utilizaron varios medios para solubilizar la sustancia de referencia, Insulina. Una vez
preparadas todas las soluciones se utilizaron para realizar los barridos espectrales. Los
medios usados fueron una soluciéon buffer de fosfatos (PBS), a un pH de 7.4, el cual se
obtuvo mediante la adicion de una solucion 0.1 N de HCI o una solucion 0.1 N de
NaOH y una solucién de Sacarosa al 10%. Las soluciones que se utilizaron para los

barridos tuvieron una concentracion de 4 Ul/mL (Figura 5).

Se prepararon de la siguiente manera:

Figura 5. Procedimiento para la preparacion de la curva estandar de insulina.
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5.2.1.2. Espectroscopia UV de la curva estandar

La longitud de onda en el cual la sustancia ha obtenido la absorcion maxima se conoce
como Amax, €ste valor se ha obtenido de acuerdo a un barrido espectrofotométrico
realizado al principio activo, en un intervalo de longitudes de onda de 200 — 400 nm. La
curva de calibracién se realizd6 usando esta longitud de onda basada en la ley de
Lambert-Beer (Ingle y Crouch, 1988; Parnis y Olham, 2013), donde una curva de
calibracion es usada para determinar la concentracion del analito. La absorcion maxima

(Amax) obtenida fue 269 nm, donde la absorbancia fue de 1.356.

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion. Se basa en que las moléculas absorben las
radiaciones electromagnéticas y a su vez que la cantidad de luz absorbida depende de
forma lineal de la concentracion. En espectroscopia el término luz no so6lo se aplica a la
forma visible de radiacion electromagnética, sino también a las formas UV e IR, que
son invisibles. En espectrofotometria de absorbancia se utilizan las regiones del
ultravioleta (UV cercano, de 195-400 nm) y el visible (400-780 nm), (Tsuchiya y
Urakami, 1997)

La cantidad de absorbancia es proporcional a la concentracion de absorbente, por ende
se puede determinar la concentracion de una muestra basado en la cantidad de luz
absorbida. La Ley de Lambert-Beer expresa la relacion entre absorbancia de luz

monocromatica (de longitud de onda fija) y concentracion de un cromoforo en solucion:

A=logl/lo=¢c'l

La absorbancia de una solucion es directamente proporcional a su concentracion —a
mayor nimero de moléculas mayor interaccion de la luz con ellas-; también depende de
la distancia que recorre la luz por la solucion —a igual concentracion, cuanto mayor
distancia recorre la luz por la muestra mas moléculas se encontrara-; y por ultimo,
depende de €, una constante de proporcionalidad -denominada coeficiente de extincion-
que es especifica de cada croméforo. Como A es adimensional, las dimensiones de €

dependen de las de c y I. La segunda magnitud (1) se expresa siempre en cm mientras
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que la primera (c) se hace, siempre que sea posible, en M, con lo que las dimensiones de
¢ resultan ser M -1-cm -1. Este coeficiente asi expresado, en términos de unidades de
concentracion molar (o un submultiplo apropiado), se denomina coeficiente de
extincion molar (¢M). Cuando, por desconocerse el peso molecular del soluto, la
concentracion de la disolucion se expresa en otras unidades distintas de M, por ejemplo
g'L-1, las dimensiones de & resultan ser distintas, por ejemplo g-1-L-cm-1, y al
coeficiente asi expresado se denomina coeficiente de extincion especifico (&s),

(Tsuchiya Y Urakami, 1997)

La ley de Lambert-Beer se cumple para soluciones diluidas; para valores de ¢ altos, €
varia con la concentracion, debido a fenémenos de dispersion de la luz, agregacion de

moléculas, cambios del medio, etc.

5.2.1.3. Linealidad del Sistema
Para evaluar linealidad del sistema, se debe preparar una curva de calibracion con al
menos 5 niveles de concentracion por triplicado, preparadas a partir de una solucion

estandar (ICH, 1995; CNQFB, 2002).

Para la medicion de este parametro se propusieron cinco sistemas con diferentes
concentraciones (Tabla 1). Los sistemas se prepararon a partir de una soluciéon de 20
Ul/mL que se obtuvo colocando 10 mL de Insulina en un matraz aforado de 50 mL, se
afor6 la muestra con PBS. A partir de esta se obtuvieron 5 diluciones diferentes para
obtener 5 niveles para la curva de calibracion. Todos los sistemas se prepararon por

triplicado de la siguiente manera:

Sistema Concentracion Alicuota Volumen de aforo
(UI/mL) (mL) con PBS (mL)

1 0.8 UI/mL 1 mL 25 mL

2 1,6 UI/mL 2 mL 25 mL

3 2,4 Ul/mL 3 mL 25 mL

4 3,2 UI/mL 4 mL 25 mL

5 4,8 U/mL 6 mL 25 mL

Tabla 1. Sistemas preparados para la obtencion de la curva de calibracion.
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Los parametros estadisticos que deben considerarse para determinar si el sistema es
lineal, son: coeficiente de correlacion (r), el coeficiente de determinaciéon (r?), la

pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el coeficiente de variacion global.

Todos los sistemas fueron medidos espectrofométricamente a 269 nm para obtener los

valores de su absorbancia.

5.2.1.4. Precision
La precision es el grado de concordancia entre los resultados analiticos individuales,
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra

homogénea del producto de referencia.

La precision del sistema debe ser evaluada con el coeficiente de variacion del factor de
respuesta obtenido de los datos de linealidad, este factor debe ser menor o igual al 2 %.
La precision del método debe ser evaluada realizando la determinacion de la
concentracion de tres diferentes muestras, con seis ensayos cada una (CNQFB, 2002;

Hernandez y Solis, 2005).

Para evaluar la precision se prepararon tres niveles a partir de una solucion estandar
(Tabla 2). Los sistemas se prepararon a partir de una solucion de 20 UI/mL que se
obtuvo colocando 10 mL de Insulina en un matraz aforado de 50 mL, se afor6 la
muestra con PBS. A partir de esta se obtuvieron 3 diluciones diferentes para obtener los
tres niveles requeridos para evaluar este pardmetro. Todos los sistemas se prepararon

por sextuplicado de la siguiente manera:

Sistema Concentracion Alicuota Volumen de aforo
(UI/mL) (mL) con PBS (mL)

1 0.8 UI/mL 1 mL 25 mL

2 2,4 Ul/mL 3mL 25 mL

3 4,8 U/mL 6 mL 25 mL

Tabla 2. Niveles preparados para la evaluacion de la precisién del sistema.

Todos los sistemas fueron medidos espectrofométricamente a 269 nm para obtener los

valores de su absorbancia.

54



5.2.1.5. Exactitud

La exactitud es el grado de concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y
el valor de referencia. La exactitud del método debe ser evaluada realizando la
determinacion de la concentracion de tres diferentes muestras, con seis ensayos cada
una. A diferencia de la precision que describe la magnitud de los errores aleatorios, la
exactitud establece la magnitud de los errores sistemadticos, en general, se requiere que
el valor medido no difiera significativamente del valor de referencia (ICH, 1995;

CNQFB, 2002).

Para evaluar la exactitud se prepararon tres niveles a partir de una solucidén estandar
(Tabla 3). Los sistemas se prepararon a partir de una solucion de 20 UI/mL que se
obtuvo colocando 10 mL de Insulina en un matraz aforado de 50 mL, se aford la
muestra con PBS. A partir de esta se obtuvieron 3 diluciones diferentes para obtener los
tres niveles requeridos para evaluar este parametro. Todos los sistemas se prepararon

por sextuplicado de la siguiente manera:

Sistema Concentracion Alicuota Volumen de aforo
(UI/mL) (mL) con PBS (mL)

1 0.8 UI/mL 1 mL 25 mL

2 2,4 Ul/mL 3mL 25mL

3 4,8 Ul/mL 6 mL 25 mL

Tabla 3. Niveles preparados para la evaluacion de la exactitud del sistema.

Todos los sistemas fueron medidos espectrofométricamente a 269 nm para obtener los

valores de su absorbancia.

5.2.1.6. Repetibilidad y Reproducibilidad
La repetibilidad entre dias es la precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes (diferentes dias) realizadas

por un solo analista, usando los mismos instrumentos y método.
La reproducibilidad es la precision de un método analitico, expresada para la

concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo diferentes

condiciones de analisis (diferentes analistas, instrumentos, laboratorios, etc.).
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Para determinar la repetibilidad y la reproducibilidad se debe evaluar el efecto de los
eventos aleatorios en la precision del método analitico, tales como los dias
(repetibilidad), los analistas o los instrumentos (reproducibilidad). Debe analizarse una
muestra homogénea del producto, por lo menos por triplicado para probar cada

condicion (ICH, 1994; CNQFB, 2002)

Para evaluar estos parametros se prepararon tres niveles a partir de una solucion
estandar (Tabla 4). Los sistemas se prepararon a partir de una solucion de 20 UI/mL
que se obtuvo colocando 10 mL de Insulina en un matraz aforado de 50 mL, se afor¢ la
muestra con PBS. A partir de esta se obtuvieron 3 diluciones diferentes para obtener los
tres niveles requeridos para evaluar este parametro. Todos los sistemas se prepararon

por sextuplicado de la siguiente manera:

Sistema Concentracion Alicuota Volumen de aforo
(UI/mL) (mL) con PBS (mL)

1 0.8 UI/mL 1 mL 25 mL

2 2,4 Ul/mL 3mL 25mL

3 4,8 U/mL 6 mL 25 mL

Tabla 4. Sistemas preparados para la determinacion de la repetibilidad y reproducibilidad del
método analitico.
La evaluacion de la repetibilidad se realiz6 en dos dias diferentes, todos los sistemas
fueron preparados bajo las mismas condiciones y medidos por el mismo analista
espectrofométricamente a 269 nm para obtener los valores de su absorbancia. Para
determinar la reproducibilidad los sistemas fueron preparados condiciones y medidos en

espectrofotometria por distinto analista y en diferentes dias.

5.2.1.7. Selectividad
Es la capacidad del método analitico para obtener una respuesta debida unicamente al

analito de interés y no a otros componentes de la muestra (Hernandez y Solis, 2005).
Para obtener estos datos se realizaron mediciones de insulina + PBS, insulina + sacarosa

al 10%, insulina + fosfatidilcolina e insulina + acetonitrilo, todas las muestras se

prepararon a una concentracion de 20 Ul/mL.
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5.2.1.8. Robustez

La robustez es una medida de la capacidad de un procedimiento analitico de no ser
afectado por variaciones pequeiias pero deliberadas de los parametros del método;
proporciona una indicacion de la fiabilidad del procedimiento en un uso normal. En este
sentido el objetivo de la prueba de robustez es optimizar el método analitico
desarrollado o implementado por el laboratorio, y describir bajo qué condiciones

analiticas (incluidas sus tolerancias), se pueden obtener a través de éste resultados

confiables (ICH, 1994)

En este caso se evalud que diferencia existe entre la medicion de las mismas muestras
en diferentes equipos de espectrofotometria. Los equipos evaluados fueron Varian Cary
1E (Spectralab Analytical) y espectrofotometro SPECORD 210 (Analytik Jena,
Alemania). El primero ubicado en las instalaciones de Campo 4, Facultad de Estudios
Superiores FES — Cuautitlan y el segundo ubicado en el departamento de Farmacologia

y Fisiologia veterinaria de Ciudad Universitaria UNAM, ciudad de México.

Para evaluar este parametro se prepararon cinco sistemas con diferentes concentraciones
(Tabla 5). Los sistemas se prepararon a partir de una solucién de 20 Ul/mL que se
obtuvo colocando 10 mL de Insulina en un matraz aforado de 50 mL, se afor6 la
muestra con PBS. A partir de esta se obtuvieron 5 diluciones diferentes para obtener 5
niveles para la curva de calibracion. Todos los sistemas se prepararon por triplicado de

la siguiente manera:

Sistema Concentracion Alicuota Volumen de aforo
(UI/mL) (mL) con PBS (mL)

1 0.8 U/mL 1 mL 25 mL

2 1,6 Ul/mL 2mL 25 mL

3 2,4 Ul/mL 3mL 25 mL

4 3,2 Ul/mL 4 mL 25 mL

5 4,8 U/mL 6 mL 25 mL

Tabla 5. Sistemas preparados para la determinacion de la robustez del método analitico en dos
espectrofotometros diferentes.

Los parametros estadisticos que deben considerarse para determinar si el sistema es
lineal, son: coeficiente de correlacion (r), el coeficiente de determinacion (1%), la

pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el coeficiente de variacion global.
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Todos los sistemas fueron medidos espectrofométricamente a 269 nm para obtener los
valores de su absorbancia en ambos equipos de espectrofotometria por el mismo

operador y el mismo dia.

5.2.2. Evaluacion estructural de Insulina expuesta a diferentes temperaturas

Debido a que en los procesos de preparacion de los liposomas flexibles se somete al
principio activo a diferentes temperaturas, se evalua el efecto de altas temperaturas
sobre la estructura y funcion de la insulina, y por ende, la deteccion del analito en el
método analitico. Para evaluar esto, se expone la insulina a 60°C y 100°C durante cuatro
horas continuas. Estas muestras junto con la mantenida a 4°C, fueron usadas para su

evaluacion en Electroforesis gel, espectroscopia de infrarrojo y calorimetria diferencial

de barrido.

5.2.2.1. Absorbancia

Se obtienen las absorbancias en espectroscopia UV para una muestra de insulina a 4°C,
una muestra de insulina mantenida en temperatura ambiente (18°C aproximadamente)
durante 60 minutos y una muestra de Insulina a 70°C durante 60 minutos. Todas las

muestras fueron preparadas a una concentracion de 4UI/mL de insulina.

5.2.2.2.Electroforesis en gel de poliacrilamida

La integridad de la insulina se estim6 mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(Enduro Power Supplies, Labnet International INC) y se visualizaron los geles y se
evaluaron densitométricamente los niveles de proteina usando el software Quantity One

Program 4.2 (Bio-rad Laboratories).

Los estudios de integridad se llevaron a cabo mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida y sin gel desnaturalizado (7,5%) y la documentacion de gel se hizo

mediante citometria segun Tippavajhala y Yamsani (2012).
Se prepararon las siguientes soluciones para llevar a cabo la electroforesis segun los

autores anteriores: solucion de acrilamida al 30%, tampon de gel de separacion

(clorhidrato de Tris 1,5 M de pH 8.8), soluciéon de persulfato de amonio (APS)
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(iniciador), tampdn de electrodo, solucion tampoén de carga de muestra, solucion de

decoloracion y gel de resolucion (7,5% de acrilamida).

Solucion de acrilamida al 30%:
- Acrilamide: 29.2 g
- Bis-acrilamide: 0.8 g

Ambos son disueltos en agua destilada y almacenados a 40°C.

Tampon de Gel de separacion (1.5 M Clorhidrato de Tris a pH8.8)
- Clorhidrato de Tris: 23.64 g
- Agua destilada 75ml

El pH fue ajustado a 8.8 usando una solucion de hidroxido de sodio.

Solucion de persulfato de amonio (APS)

- Persulfato de amonio (APS): 0.437 g fue disuelto en 3.1 mL de agua destilada.

Tampoén de Electrodo:
- Base libre de Tris: 3.02 g
- Glicina: 18.8 g

Ambos disueltos en 1 litro de agua destilada.

Solucién tampon de carga de muestra
- Clorhidrato de Tris 1M (pH 6.8): 2.5 mL
- Glicerol: 2 mL
- Azul de Bromofenol: 1 mL

- Agua Destilada: 4.5 mL
Solucioén de tincion:
- Azul brillante de Coomassie: 0.25 g

Disuelto en 45 mL de Metanol y 10 mL de una solucion de acido acético glacial.

Solucidén de decoloracion:  Agua destilada, 300ml.
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Gel revelador (7.5% Acrilamide)
- Solucion de acrilamida al 30%
- Clorhidarto de Tris 1.5M (pH-8.8): 2.5 ml
- Agua destilada: SmL
- Tetrametil etileno diamina: 10ul

- Solucion de persulfato de amonio: 100ul

Los geles necesitan alrededor de 20 minutos para solidificar. Asi que dentro de este
tiempo la solucién se vertid entre las placas de vidrio y se introdujo el peine para
fabricar los pocillos. Los pocillos se cargaron a continuacion con las muestras que
contenian 1 pl de solucién de farmaco y 25 pl de tampon de carga de muestra. A
continuacion, las placas de vidrio que contenian el gel cargado se colocaron en el
sistema de electroforesis y se aplico un potencial eléctrico de 100 V de la DC. Se tard6
alrededor de 30 minutos para el funcionamiento de las bandas de insulina en el gel. Las
bandas de la insulina asi separadas por la electroforesis se cuantificaron mediante el

software Quantity One Program 4.2 (Bio-rad Laboratories).

Las muestras evaluadas en este método fueron: Insulina recombinante Humana, Insulina

expuesta a 60°C y expuesta a 100°C.

5.2.2.3. Espectroscopia Infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo (Espectrometro FTIR Perkin-Elmer RX-I modelo,
utilizando el pote de bromuro de potasio) se utilizd para el andlisis de la estructura
secundaria de las de insulinas expuestas a diferentes temperaturas. Las insulinas se
liofilizaron previamente (Liofilizadora, FreeZone Series, LABCONCO) a esta

evaluacion luego de su exposicion a 4°C, 60°C y 100°C.

5.2.2.4. Calorimetria Diferencial de Barrido
La recoleccion de datos se realizd utilizando un microcalorimetro de exploracion
diferencial VP-DSC (MicroCal Incorporated, LLC, Northampton, MA). Los

termogramas de insulina se realizaron por triplicado con tampdn de fosfato 7 mM de 20
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a 100°C a una velocidad de barrido de 1°C / min. El analisis de los datos se llevo a cabo

utilizando Origen 7.0 (OriginLab, Northampton, MA).

5.3. FASE I DE FORMULACION

Se realizan cinco preparaciones de liposomas flexibles (LF) con diferentes proporciones
de lipidos y surfactante, con el fin de obtener un preparado con adecuadas
caracteristicas. Todos los formulados se prepararon a una concentracion de 10 mM; las
proporciones de la composicidon se encuentran resumidas en la tabla 6. El preparado con
mejor estabilidad y porcentaje de encapsulamiento es considerado para la siguiente fase

(fase II), donde se adicionara un polimero en su estructura.

COMPOSICION (%)
Materiales Insulina L-o-fofatidilcolina de Colato de Sodio Colesterol
Recombinante Soya

Preparado humana

LF1 15UI/mL 94% 6% -—-

LF2 15 UI/mL 94% 6% 3:2(CHOL)
LF3 15UI/mL 88% 12% -—-

LF4 15 UI/mL 85% 15% -

LF5 15UI/mL 79% 21% -

Tabla 6. Proporciéon de los componentes para la preparacion de diferentes formulados de liposomas
flexibles cargados de insulina.

5.3.1. Preparacion de los liposomas

Los liposomas flexibles de la fase I fueron preparados mediante dos técnicas: la técnica

de rehidratacion de pelicula delgada y luego extrusion (Bangham et al., 1965; Beaulac

et al., 1999; Marier et al., 2002; Park et al., 2010; Zhang, 2017) y mediante la técnica de

calentamiento (Mozafari, 2005; 2010).

5.3.1.1. Técnica de rehidratacion de pelicula delgada
Se utiliza sacarosa 10% como agente rehidratante, ya que se han reportado las mejores
encapsulaciones de esta manera (Park et. al., 2011), ademés ha sido reportada como

eficiente en la reduccion del tamafio de las particulas (Vandana and Sahoo, 2009).

Se prepara una solucion con la cantidad de fosfatidilcolina correspondiente (L-a-
fosfatidilcolina de soya, tipo IV-S > 30%, Sigma Aldrich, México) con 10 mL de etanol

(Fermont, México), se mezcla hasta obtener homogeneidad, luego se adiciona el colato
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de Sodio (Hidrato de colato de sodio de bilis ovina > 99%, Sigma Aldrich, México) y se
continua mezclando hasta que se solubilice. Posteriormente se agregan 20 mL de una
mezcla 1:1 de metanol:cloroformo (Fermont, México). Luego se elimina la fase
organica por rotaevaporacion (Rotavapor Biichi 461) a 40 °C y se seca al vacio durante
8 horas a 500 mmHg (Bomba de vacio Rocker 300), de ahi se obtiene un film delgado
de fosfolipidos que se hidrata con 50 mL de una solucién de sacarosa al 10% junto con
la Insulina (7,5 mL), la hidratacion se realiza en el rotavapor a una temperatura de 40 °C
y 500 mmHg de presion de vacio durante 1 hora. Finalizado este tiempo se lleva la
dispersion a un bafio Maria (Civeq HH-2) a 40°C durante dos horas, luego se mantiene a
temperatura ambiente durante una hora mas para permitir la dilatacién completa de la

pelicula lipidica y obtener una suspension vesicular.

Se envasa esta dispersion en un frasco ambar y se coloca en un sonificador ultrasdnico

(Elmasonic S 30 H, Elma) a temperatura ambiente durante 3 minutos.

5.3.1.2. Técnica de calentamiento

En un matraz de bola se coloca toda la solucion hidratante (Sacarosa al 10%) junto con
el principio activo (Insulina Recombinante Humana) en aTGlacion constante en un
bafio Maria a 60°C durante 40 minutos. Una vez se alcanzan los 60°C se agregan los
demas componentes, los fosfolipidos, a cada uno de los matraces, se homogenizan e
inmediatamente se deben colocar en una atmosfera de nitrégeno, donde se alcance 1 Bar
durante 1 minuto, esto se realiza para sacar el aire y evitar que se oxiden los
fosfolipidos. Nuevamente se colocan los matraces en Bafio Maria a 60°C y se mantienen
en aTGlacion constante a 750 rpm durante 40 minutos. Una vez transcurrido dicho
periodo de tiempo deben llevarse a una temperatura de 25°C (Mozafari et al, 2007,

Mozafari 2010).

5.3.2. Caracterizacion de los liposomas

5.3.2.1. Tamaiio de los liposomas, indice de polidispersion y potencial zeta

Se empled el método de espectroscopia de correlacion de fotones (Zetasizer, Nano
Sizer, MALVERN) para la distribucion de tamano de los liposomas y el indice de

polidispersion de las muestras. En este mismo equipo en la modalidad de potencial zeta,
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mediante el método de difraccion laser Dopler, se realizé la medicién de la carga de
superficie para cada una de las muestras (Muller et. al., 2000; Guo et. al., 2003). Se
utilizé una celda tipo Folder con una cantidad suficiente que genere contacto con los

electrodos.

El método de dispersion de luz dinamica, también conocido como dispersion cuasi-
elastica de luz (QELS) o Espectroscopia de Correlacion Fotonica (PCS) permite obtener
informacion dindmica sobre las particulas que se mueven al azar (movimiento
Browniano). La luz dispersada por una disolucion polimérica o coloidal contiene
informacion sobre la estructura, interacciones y dindmica de las macromoléculas o
coloides. Es por eso que la dispersion de luz es una de las técnicas mas ampliamente
empleadas para la caracterizacion de polimeros y coloides en disolucion (Gitttings y

Saville, 1998)

Esto fue evaluado en el laboratorio de investigacion y 003 de tecnologia farmacéutica
del edificio FF de la unidad de posgrados de la facultad de quimica de la Universidad

Nacional Autonoma de México.

El potencial zeta es la diferencia de potencial entre el medio de dispersion y la capa
estacionaria unido a la particula dispersada. La importancia del potencial zeta es: que su
valor puede estar relacionado con la estabilidad de las dispersiones coloidales. El
potencial zeta indica el grado de repulsion entre particulas adyacentes, cargadas en una
dispersion (Clogston et al., 2011). Para las moléculas y particulas que son lo
suficientemente pequefios, un alto potencial zeta le confiere estabilidad, es decir, la
solucion o dispersion se resistird a la agregacion. Cuando el potencial es bajo, se tiene
atraccion entre las particulas, se supera a la repulsion y se forman fléculos, en lugar de
dispersion. Por lo tanto, los coloides de alto potencial zeta se estabilizan eléctricamente,
mientras que, los coloides con bajos potenciales zeta tienden a coagular o flocular.
También la estabilidad de las dispersiones depende del balance entre las cargas
electrostaticas repulsivas en la particula coloidal y las fuerzas de atraccion de van der

Waals (Batalla et al., 2014).
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Para medir el potencial zeta se utiliz6 la técnica de Electroforesis Laser Dopler (LDE),
basada en el principio basico del efecto Doppler (Doppler, 1843), que supone la
variacion de frecuencia de cualquier tipo de onda emitida o recibida por una particula en
movimiento. Esta técnica implica la utilizaciéon de un par de haces laser coherentes
procedentes de una unica fuente y enfocados, mediante unos espejos, hacia un punto
concreto de la célula de medida en la cual se cruzan, iluminando las particulas que
pasan. Este punto esta localizado sobre la capa estacionaria, en el cual el efecto de la
electro6smosis es nulo y, por tanto, la velocidad de las particulas se debe tnicamente a
su velocidad electroforética. Ademas, en este punto se generan franjas de interferencia
de Young, de espaciado conocido, con las que interactuan las particulas dispersando luz,
cuya intensidad fluctia con una frecuencia que esté relacionada con la velocidad de las
particulas. La luz dispersada se recoge mediante un detector enfocado hacia el punto de
cruce de los haces, el cual alimenta un correlador diTGlal que determina la funcién de
autocorrelacion, a partir del cual se obtiene la movilidad electroforética de las particulas

(Gittings y Saville, 1998).

De acuerdo con su tamafio y lamelaridad, los liposomas a su vez se clasifican en
vesiculas multilamerales, unilamelares, grandes unilamelares y unilamelares de tamafio
intermedio, cuyas propiedades caracteristicas los hacen adecuados para distintas
aplicaciones. Las vesiculas multilamelares (MLV), cuyo tamafio oscila entre 0,5 pm y 5
um, consisten en varias lamelas concéntricas entre las cuales se encuentran los
volimenes acuosos. Son apropiadas para la incorporacion de material lipidico no s6lo
por estar constituidas por varias capas de fase lipidica, sino porque liberan de manera
gradual y sostenida el material, ya que sus membranas concéntricas pueden ser
lentamente degradadas en el sitio blanco. Las vesiculas unilamelares (SUV) son
aquellos liposomas en el limite inferior de tamano posible (30-40 nm). Este tipo de
vesicula presenta anormalidades en el empaquetamiento de lipidos por su alta curvatura,
siendo especialmente susceptibles a la transferencia y degradacion en presencia de
moléculas bioldgicas. Las vesiculas grandes unilamelares (LUV) tienen un tamano de
1000 nm, mientras que las vesiculas unilamelares de tamafio intermedio (IUV) alcanzan

alrededor de 100 nm (Navarro et al., 2008).
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5.3.2.2. Determinacion del porcentaje de encapsulamiento de la Insulina
La eficiencia de encapsulacion se expresa como una relacion entre la concentracion de
insulina dentro de los liposomas (Cantidad de insulina por peso de los lipidos) y el total

de la concentracion de insulina en todo el sistema.

El porcentaje de encapsulamiento se reporta como la cantidad de insulina en los
liposomas comparada con el total de insulina en la concentracion lipidica (Li et. al.,

2009; Gillet et. al., 2009).

La determinacion de insulina se realiz6 mediante el método de espectroscopia UV-
visible basado en Royatvand et al., 2013, se utilizd un espectrofotometro SPECORD
210 (Analytik Jena, Alemania).

5.3.2.2.1. Separacion de los liposomas
Se realizaron varias pruebas de separacion por medio de tres métodos, centrifugacion,

ultrafiltracion y ultracentrifugacion.

Para la centrifugacion se utiliz6 una microcentrifuga (Legend Micro 21, Thermo
scientific), se utilizan tubos de microtainer de capacidad de 1.5 mL, colocando 1.2 mL
de glicerol y 0.3 mL del preparado de liposomas. Se centrifugd a 10000 rpm durante 30
minutos. Para la ultrafiltracion se utilizan membranas tubulares con capacidad de 500
uL dentro de tubos de microtainer y se centrifugdé a 14000 rpm durante 40 minutos. Sin
embargo luego de varias mediciones espectrofotométricas se determind que estos

métodos no realizan la separacion adecuada de los sistemas.

Para la Ultracentrifugacion se utiliza una Ultracentrifuga (Beckman Coulter, modelo
XL-100K) y se utilizan tubos de policarbonato (Bekman, Quick-seal) con 2 gramos de
glicerol y 2 mL de cada preparado de insulina. Se realizan diferentes pruebas de
velocidad y tiempo, donde se obtiene una Optima separacion de fases luego de 80
minutos de centrifugacion a 25000 revoluciones por minuto (rpm). Una vez obtenidas
las fases se toman 500 pL del sobrenadante y se agregan 2 mL de acetonitrilo, lo cual se

centrifuga por 5 minutos en una centrifuga a 3000 rpm. Adicionalmente se toman 500
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uL de la formulacion completa junto con 4 mL de acetronitrilo y se llevan a centrifugar
a 3000 rpm durante 5 minutos, para obtener la sedimentacion de los fosfolipidos y que
no exista interferencia en la medicion. Luego de comparar los tres métodos de
separacion se concluye que la separacion adecuada se realiza por medio de este ultimo

método, descartando los otros dos métodos nombrados.

5.4. FASE Il DE FORMULACION

Con el fin de generar un recubrimiento que genere proteccion contra la degradacion de
insulina y un alargamiento de la vida media, se adiciona al preparado obtenido en la fase
I diferentes concentraciones de PEG-2000 PE (Ogawa M., et al., 2015; Zhao T., et al.,
2015; Oberoi H., et al., 2016; Rajamanickam Vijayakumar, M. et al, 2016). Todos los
formulados se prepararon a una concentracion de 10 mM vy las proporciones de los

componentes se muestran en la tabla 7:

COMPOSICION (%)
Materiales Insulina L-a-fofatidilcolina de Colato de 18:0 PEG-2000 PE
Recombinante Soya Sodio
Preparado humana
LF3-PEGI1 15UI/mL 88% 12% +1%
LF3-PEG2 15 Ul/mL 88% 12% +5%
LF3-PEG3 15UI/mL 88% 12% +10%
LF3-PEG4 15 Ul/mL 88% 12% +12,5%
LF3-PEGS5 15 Ul/mL 88% 12% +15%

Tabla 7. Proporcion de PEG-2000 PE para el formulado de liposomas flexibles escogido de la fase I.

5.4.1. Preparacion de los liposomas
Debido a que las mejores caracteristicas fisicas fueron obtenidas en los liposomas
preparados mediante la técnica de calentamiento. Todos los preparados fueron

fabricados mediante este método.

Se realiza una solucién de fosfatidilcolina (L-a-fosfatidilcolina de soya, tipo IV-S >
30%, Sigma Aldrich, México), colato de Sodio (Hidrato de colato de sodio de bilis
ovina > 99%, Sigma Aldrich, México), 50 mL de Sacarosa al 10% y 7,5 mL de Insulina

Recombinante Humana (Pisa Agropecuaria, México).
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En un matraz de bola se coloca la solucion hidratante (Sacarosa al 10%) junto con el
principio activo (Insulina Recombinante Humana) en aTGlacion constante en un bafio
Maria a 60°C. Una vez se alcanzan los 60°C se agregan los demdas componentes, los
fosfolipidos, a cada uno de los matraces, se homogenizan e inmediatamente se deben
colocar en una atmosfera de nitrogeno, donde se alcance 1 Bar durante 1 minuto.
Nuevamente se colocan los matraces en Bafio Maria a 60°C y se mantienen en
aTGlacion constante a 750 rpm durante 40 minutos. Una vez transcurrido dicho periodo

de tiempo deben llevarse a una temperatura de 25°C.

5.4.2. Caracterizacion de los liposomas

5.4.2.1. Tamarfio de los liposomas, indice de polidispersion y potencial zeta

Se empled el método de espectroscopia de correlacion de fotones (Zetasizer, Nano
Sizer, MALVERN) para la distribucion de tamafio de los liposomas y el indice de
polidispersion de las muestras. En este mismo equipo en la modalidad de potencial zeta,
mediante el método de difraccion laser Dopler, se realizé la medicion de la carga de
superficie para cada una de las muestras (Muller et. al., 2000; Guo et. al., 2003). Se
utilizd una celda tipo Folder con una cantidad suficiente que genere contacto con los

electrodos.

5.4.2.2. Determinacion del porcentaje de encapsulamiento de la Insulina

La determinacion de insulina se realizo6 mediante el método de espectroscopia UV-
visible basado en Royatvand et al., 2013, se utilizdé un espectrofotometro SPECORD
210 (Analytik Jena, Alemania). Se hizo mediante una relacion entre la cantidad de
insulina encontrada en los preparados finales y la cantidad de insulina no encapsulada

(la cual se obtuvo mediante la técnica de separacion de Ultracentrifugacion).

Para la Ultracentrifugacion se utiliza una Ultracentrifuga (Beckman Coulter, modelo
XL-100K) y se ultilizan tubos de policarbonato (Bekman, Quick-seal) con 2 gramos de
glicerol y 2 mL de cada preparado de insulina. Se centrifugan a 25000 revoluciones por
minuto (rpm) durante 80 minutos. Una vez obtenidas las fases se toman 500 pL del
sobrenadante y se agregan 2 mL de acetonitrilo, lo cual se centrifuga por 5 minutos en

una centrifuga a 3000 rpm. Adicionalmente se toman 500 pL de la formulacién
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completa junto con 4 mL de acetronitrilo y se llevan a centrifugar a 3000 rpm durante 5
minutos, para obtener la sedimentacion de los fosfolipidos y que no exista interferencia

en la medicion.

5.5. PRUEBAS DE ESTABILIDAD

El estudio de la estabilidad de los liposomas es necesario ya que las propiedades fisicas
y quimicas del suministro pueden cambiar durante el almacenamiento, y los liposomas
pueden aglutinar y fundirse, dando como resultado una fuga del fArmaco. Se realizaron
estas pruebas solo para los mejores preparados obtenidos de cada fase. Los liposomas
flexibles convencionales (LF3) y los modificados con PEG (LF3-PEG3) se almacenaron
a 4°C durante 60 dias, y se determinaron los cambios en el potencial Z y el tamafio de

particula en los dias 1, 30 y 60.

5.6. PRUEBAS DE DISOLUCION IN-VITRO

5.6.1. Dialisis Inversa de dos etapas

Se utiliza el método denominado Diélisis Inversa (Xu, et al., 2012), con la colaboracion
del Alumno Christopher Medina. Este método ha sido recientemente desarrollado con
dos etapas para el ensayo de liberacion in-vitro de liposomas. La primera etapa de la
prueba es imitar la circulacion de liposomas en el cuerpo, mientras que la segunda etapa

es imitar el proceso de liberacion de farmaco en el blanco.

Para fines practicos del presente escrito, la solucion dentro de los tubos de dialisis es
referida como “solucidn interna” y la solucion fuera de los tubos de didlisis es referida
como ‘“solucion externa”. El experimento fue realizado por triplicado para los
preparados liposomales. Se usaron tubos de dialisis de éster celulosa con MWCO de

100 kD (Biotech ce Trial Kit, SprectraPor Dialysis Membrane).

Cada tubo de dialisis fue llenado con 1 mL de PBS (Phosphate buffered saline,

GoldBio, USA), luego fue introducido en un vaso de precipitado con 70 mL de este
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mismo medio de liberacion, este sistema se mantuvo en aTGlacion constante a 150 rpm
y a una temperatura de 37° C (Incubadora — ATGladora Biocotek modelo SI-45, China).
Los preparados liposomales fueron agregados a la solucidon externa. A intervalos de 1
hora, 1 mL de muestra fue tomado del interior de los tubos de didlisis para estimar la
cantidad de insulina liberada. Para emular las caracteristicas de liberacion in-vivo de los

liposomas, se realizo esta prueba en dos etapas:

Etapa 1: Fueron agregados a la solucion externa, 0.4 ml de liposomas. A las horas 1, 2,
3y 4, se tom6 1 mL de muestra del interior de los tubos de didlisis para determinar la
concentracion de la insulina. Después de cada toma de muestra, se adicioné un mL de

medio al interior del tubo de dialisis.

Etapa 2: A la hora 4, 10 mL del buffer PBS que contenia 4% (v/v) de Triton X-100 (IBI
scientific) fueron afiadidos a la solucién externa para obtener 80 mL de solucion con
0.5% (v/v) de Triton X-100. A las horas 5, 6, 7, 8, 9 y 10, se tom6 1 mL de muestra del
interior de los tubos de dialisis para determinar la concentracion de la insulina. Después

de cada toma de muestra, se adiciondé 1 mL de medio al interior del tubo de dialisis.

5.6.2. Espectrofotometria UV-vis

Para determinar la cantidad de Insulina en cada una de las muestras obtenidas del
método de disolucidon de dialisis Inversa, se realizO0 mediante el uso de un
espectrofotometro UV-vis (Ocean Optics Inc, detector Ocean Optics Inc. SAD 500
Serial A/D, camara DT 1000 CE. Analytical Instrument System Inc.)

Se realiz6 un barrido espectrofotométrico a la insulina, en un intervalo de longitudes de
onda de 200 — 400 nm. La longitud de onda méxima (Amax) obtenida fue de 269 nm.

Para la elaboracion de la curva de calibracion se realizaron diferentes disoluciones de
insulina a partir de una suspension inyectable de concentracion 100 Ul/mL. Las
concentraciones de las soluciones fueron 7.2, 3.6, 1.8, 0.9, 0.45 y 0.225 UI/mL. Las
lecturas de las muestras se analizaron en un espectrofotometro de UV-Vis a una

longitud de onda de 269 nm.
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5.6.3. Ajuste matematico a modelos de disolucion

5.6.3.1.Métodos dependientes del modelo

Los valores que se obtienen del estudio de disolucion se pueden analizar
cuantitativamente mediante el uso de diferentes formulas matematicas. Esto incluye
diferentes métodos de comparacion estadistica (multivariados en la mayoria de los
casos) que requieren ajustar las curvas de disolucioén a ecuaciones o modelos que los
representan. La tabla 8 presenta los modelos matematicos no lineales probados para

ajustar los datos experimentales.

MODELOS MATEMATICOS DE DISOLUCION

Order Zero F=k0*t

Korsmeyer-Peppas F=kKP*t"n

Weibull F=100* {1-Exp[-((t-T1)"B)/a] }

Hopfenberg F=100*[1-(1-kHB*t)"n]

Peppas-Sahlin F=k1*t"m+k2*t(2*m)

Gompetz F=100*Exp {-a*Exp[-B*log(t)]}

Logistic F=100*Exp[a+f*log(t)]/{1+Exp[a+p*log(t)]}
Probit F=100*®[o+B*log(t)]

Tabla 8. Modelos matematicos de disolucion con sus respectivas ecuaciones de ajuste.

Se han postulado varios modelos matematicos para ajustar el porcentaje de datos
disueltos en funcion del tiempo (Berry y Likar, 2007, Costa y Souza Lobo, 2001). Sin
embargo, no existe un modelo universal que se ajuste a todos los perfiles de disolucion
y no existen criterios establecidos para seleccionar el modelo matematico adecuado
(Shah y Deshpande 2014). Para determinar el modelo cinético de liberacion de farmaco
adecuado y la ecuacion que mejor se ajusta, los datos promedio obtenidos para cada
producto se ajustaron con el complemento estadistico de Microsoft Excel DDSOLVER

(Zhang et al, 2010).

Los valores obtenidos para cada modelo se evaluaron con el coeficiente de
determinacion (R?) y el AIC (Criterio de informacién de Akaike). El AIC se usa
ampliamente como un criterio para seleccionar modelos matematicos que se ajustan
mejor a un conjunto particular de datos (Yamaoka et al., 1978). El mejor modelo seria el
que tenga el mayor coeficiente de determinacion. El mejor modelo es el que exhibe el
valor de R? més cercano a 1 y el que tiene el valor de AIC mas bajo (Burnham y

Anderson, 2004). E1 R? y el AIC obtenidos permitieron un primer descarte de algunas
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de las ecuaciones analizadas. Para decidir entre los restantes, se determino si el modelo
era aplicable a los datos de disolucion de todos los productos analizados (Shah y

Deshpande 2014).

5.6.3.2.Métodos independientes del modelo

Para la determinacion de la equivalencia de los datos de disolucion, los documentos de
orientacion de la FDA (FDA-CDER, 1997) recomiendan enfoques como el del modelo
independiente basado en el calculo de los factores de diferencia (f1) y similitud (f2), que
se aplica actualmente (Moore y Flanner, 1996). La principal ventaja de las ecuaciones f1
y f2 es que proporcionan una forma simple de comparar los datos. Estos se calcularon
para todos los posibles pares de productos. El valor de f2 se calculd con los puntos del
perfil de disolucion hasta el momento en que el producto que actiia como referencia en

dicha comparacion se disolvio en un 85% o mas.

Desde un punto de vista estadistico, este método parece ser menos discriminatorio que
otros métodos, como el ANOVA y los métodos dependientes del modelo. De acuerdo
con la guia de la FDA (FDA-CDER, 1997), los perfiles se consideraron similares si el
valor de f2 es mayor o igual a 50 y /1 menor de 15.

f1 y f2 se obtuvieron con el complemento estadistico de Microsoft Excel DDSOLVER
(Zhang et al, 2010), basado en las ecuaciones 1 y 2. En ambas ecuaciones, R y T
representan las mediciones de disolucion en puntos de tiempo P de la referencia y la

prueba, respectivamente.

La ecuacion 1 describe como calcular 2, mientras que f1 se muestra en la ecuacion 2.

fo =50+ log {[1+ (Vn) * St (R~ T?] " * 100} (1)
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En otro método independiente del modelo, se us6 DDSolver para calcular los valores
del area bajo la curva (AUC), de acuerdo con el método de trapezoides, area entre la
curva de disolucion del farmaco y su asintota (ABC), tiempo medio de disolucién
(MDT) y la eficacia de disolucion (DE). Después de obtener esos valores para cada
formulacion, se compararon estadisticamente calculando la prueba ANOVA (Ruiz y

Volonté, 2014).

5.7.PRUEBAS IN-VIVO

5.7.1. Animales (ratas wistar)

Se usaron 73 ratas Wistar machos, adultos, albinas y sanas, de peso entre 350 a 500
gramos, proporcionadas por el Bioterio de FES-Itztacala. Las ratas se mantuvieron en la
unidad de constatacion de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional Autonoma de México. Se mantuvieron en ambiente controlado,
temperatura de 22°+ 3 y humedad relativa de 50% + 5. Las ratas se indujeron con
diabetes mellitus tipo I mediante el uso de estreptozotocina (Sigma-Aldrich). Las ratas
se mantuvieron con alimento DIET y libre acceso al agua. El estudio fue aprobado por
SICUAE (Subcomité¢ de Investigacion, cuidado y uso de animales experimentales) de la
Universidad Nacional Autonoma de México acorde a la Ley Mexicana NOM-062-ZOO-
1999.

5.7.2. Induccion experimental de Diabetes Mellitus Tipo I

La diabetes experimental fue inducida en ratas sanas por medio de la administracion
intraperitoneal de estroptozotocina, se utilizo una dosis de 55 mg/Kg de peso del animal
(Rakieten et al.,1963; West et al., 1996; Elsner et al., 2000). Luego de 24 horas de la
administracion de estreptozotocina se inicio el monitoreo de la glucosa a través de toma
de muestras sanguineas de la vena coccigea por medio del uso de un glucometro (Accu-
Chek bQ) y tiras reactivas de oxidasa-peroxidasa (Trinder, 1969); se les consider6 como
diabéticos cuando obtuvieron concentraciones mayores de 250 mg/dl (Mansouri et al.,

2011).
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5.7.3. Diseiio experimental

Para la evaluacion de los preparados obtenidos, las ratas se distribuyeron de forma
aleatoria en once grupos que se encuentran resumidos en la Tabla 9. Adicionalmente se
evaluaron los efectos de los liposomas sin carga en un grupo de animales, solo para
demostrar que los liposomas per se no presentan efecto sobre los niveles de glucosa ni

insulina.

Tto STZ  Insulina Rapida LF3 +IRA LF3-PEG3 + IRA
Grupo Accion (IRA)

SC PO TD SC PO TD SC PO TD
1(=8)  — = e e e e e e
2 (n=6)
3 (n=6) e e e
4 (n=6)
5 (n=6)
6 (n=6)
7 (n=6)
8 (n=6)
9 (n=6)
10 (n=6)
11 (n=6)

Tabla 9. Grupos experimentales de ratas wistar para el estudio de liposomas flexibles cargados con
Insulina. STZ=estreptozotocina, SC=via subcutianea, PO=va oral, TD=via transdérmica.

5.7.4. Determinacion de la concentracion de glucosa en sangre

Una vez administrada la insulina, se obtuvo la concentracién de glucosa en sangre de

todos los animales de todos los grupos, de la vena coccigea por medio del uso de un

glucometro (Accu-Chek® bG, Roche) y tiras reactivas de oxidasa-peroxidasa (Trinder,

1969) una toma previa a la administracion y luego a los 15, 30, 45, 60, 90, 120 minutos

y luego cada hora hasta que reapareci6 la hiperglucemia.

5.7.5. Eutanasia de los animales
Al finalizar el estudio, las ratas permanecen con diabetes mellitus tipo I de manera
irreversible de modo que los animales recibieron la eutanasia, recibieron pentobarbital

sodico a una dosis de 40 mg/Kg IP y luego una dosis por via intracardiaca.
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5.7.6. Analisis Estadistico

En la primera Fase de formulacion los datos se presentan en media + desviacion
estandar. La normalidad de los datos se determin6 mediante la prueba Shapiro-wilks. La
comparacion de las medias se realizd usando un ANOVA de dos factores, siendo el
factor A, la técnica de preparacion con dos niveles y el factor B, la formulacién con
cuatro niveles. Las diferencias entre las medias fueron determinadas mediante Tukey
Test. Todos los resultados se obtuvieron mediante el uso de software estadistico (IBM

SPSS statistics 20).

En la Fase II de la formulacion, los datos se presentan en media + desviacion estandar.
La normalidad de los datos se determindé mediante la prueba de Shapiro-wilks, la
homogeneidad de las varianzas se determiné mediante la prueba de Levene. La
comparacion de las medias se realizé con la prueba de ANOVA vy las diferencias entre
las medias mediante la prueba de Tukey. Todos los resultados se obtuvieron mediante el

uso de software estadistico (IBM SPSS statistics 20).
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6. RESULTADOS

6.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

6.1.1. Espectroscopia UV de la curva estandar
Luego de un barrido espectrofotométrico realizado al principio activo, en un intervalo
de longitudes de onda de 200 — 400 nm. La absorciéon maxima (Amax) obtenida fue 269

nm, donde la absorbancia fue de 1.356.

6.1.2. Linealidad del Sistema
En la Tabla 10 se muestran los datos de absorbancia obtenidos para cada uno de los
sistemas por triplicado. € indica el coeficiente de absortividad y se calcula como

(e=Abs/Con). El coeficiente de variacion debe ser menos al 2%.

Sistema Con (UI/ML) Abs €

1 0,8 0,2645 0,3306
1 0,8 0,2643 0,3304
1 0,8 0,262 0,3275
2 1,6 0,5218 0,3261
2 1,6 0,5484 0,3428
2 1,6 0,5325 0,3328
3 2,4 0,7931 0,3305
3 2,4 0,7897 0,3290
3 2,4 0,7888 0,3287
4 3,2 1,0574 0,3304
4 3,2 1,0585 0,3308
4 3,2 1,0557 0,3299
5 4,8 1,5771 0,3286
5 4,8 1,5618 0,3254
5 4,8 1,5614 0,3253
Prom. 0,3299

SD. 0,0042

CV. 1,2589

Tabla 10. Resultados de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 269 nm de los
diferentes niveles preparados por triplicado para la determinacion de la curva de calibracion para
la linealidad del sistema.
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Los datos son sometidos a un analisis de regresion y a un analisis de varianza, donde se
obtiene un coeficiente de determinacion (r?) de 0,99, un coeficiente de correlacion (r) de

0,99 y un intervalo de confianza de -0,00049 a 0,01901.

Para evidenciar que el sistema es lineal en la Figura 6 se muestra que la absorbancia es

directamente proporcional a la concentracion.

1,8 +
1,6 -

1,4 -

1,2

=0,3255x + 0,0093

1 - R?=0,9997

0,8 -

Absorbancia

06 -
04 -
02 -

0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentracién (Ul/mL)

Figura 6. Curva de calibracion (Concentracion Vs. Absorbancia) obtenida para la Insulina. Se
observa que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion.

6.1.3. Precision y exactitud
En la Tabla 11 se muestran los datos de absorbancia obtenidos para cada uno de los sistemas por
sextuplicado. € indica el coeficiente de absortividad y se calcula como (g=Abs/Con). El

coeficiente de variacion debe ser menos al 2%.

Sistema Con (UI/ML) Abs €
1 0,8 0,2643 0,3304
1 0,8 0,2646 0,3308
1 0,8 0,2663 0,3329
1 0,8 0,2746 0,3433
1 0,8 0,2645 0,3306
1 0,8 0,279 0,3488
2 2,4 0,7938 0,3308
2 2.4 0,7854 0,3273
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2 2,4 0,7949 0,3312
2 2.4 0,7919 0,3300
2 2,4 0,7922 0,3301
2 2.4 0,7919 0,3300
3 4.8 1,5645 0,3259
3 4.8 1,5715 0,3274
3 4.8 1,575 0,3281
3 4.8 1,567 0,3265
3 4.8 1,5739 0,3279
3 4.8 1,5754 0,3282
Prom. 0,3311

SD. 0,0058

CV. 1,7506

Tabla 11. Resultados de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 269 nm de los
diferentes niveles preparados por triplicado para la determinacion de la precision y exactitud del
sistema.

6.1.4. Repetibilidad
En la Tabla 12 se muestran los datos obtenidos por el mismo analista en dos dias

diferentes y en la Tabla 13 se muestran los datos obtenidos para los datos de manera

global.
Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3
Abs € Abs € Abs €
Dia 1 0,2643 0,3304 0,7938 0,3308 1,5645 0,3259
0,2646 0,3308 0,7854 0,3273 1,5715 0,3274
0,2663 0,3329 0,7949 0,3312 1,575 0,3281
Dia 2 0,2645 0,3306 0,7931 0,3305 1,5771 0,3286
0,2643 0,3304 0,7897 0,3290 1,5618 0,3254
0,262 0,3275 0,7888 0,3287 1,5614 0,3253
Prom. 0,3304 0,3296 0,3268
SD. 0,0017 0,0015 0,0014
Cv. 0,5191 0,4570 0,4385

Tabla 12. Resultados de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 269 nm de los
diferentes niveles preparados por triplicado realizadas por el mismo analista en dos dias
completamente diferentes.

Prom general 0,3289
SD. 0,0019
CVv. 0,5779

Tabla 13. Resultados globales para los dos dias de analisis.
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Se realiza un Test T-student para determinar si existe diferencia entre las medias de las

muestras de acuerdo a los dias. Se plantean las siguientes hipdtesis:

Ho: Las absorbancias obtenidas el dia 1 son iguales (=) a las absorbancias obtenidas el
dia 2.
Ha: Las absorbancias obtenidas el dia 1 son diferentes (#) a las absorbancias obtenidas

el dia 2.

El nivel de significancia de la prueba fue de 0.05. Los resultados indican que no se
rechaza Ho, de modo que hay evidencia estadistica suficiente para concluir que los

resultados obtenidos son los mismos para ambos dias.

6.1.5. Reproducibilidad
En la Tabla 14 se resumen los datos obtenidos por dos diferentes analistas en dos dias

diferentes de analisis.

Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3

Abs € Abs € Abs €
Analistal | Dial 0,2643 0,3304 : 0,7938 0,3308 | 1,5645 0,3259
0,2646 0,3308 | 0,7854 0,3273 | 1,5715 0,3274
0,2663 10,3329 : 0,7949 0,3312} 1,575 10,3281
Dia2 0,2645 0,3306  0,7931 0,3305 { 1,5771 0,3286
0,2643 0,3304 : 0,7897 10,3290 | 1,5618 0,3254
0,262 0,3275 { 0,7888 0,3287 | 1,5614 0,3253
Analista2 | Dial 0,2561 0,3201 { 0,7864 0,3277 { 1,5701 0,3271
0,2567 0,3209 | 0,784 0,3267 | 1,5525 0,3234
0,2736 10,3420 i 0,7802 0,3251 { 1,5274 0,3182
Dia2 0,2867 0,3584 | 0,7736 0,3223 | 1,5559 0,3241
0,279 0,3488 { 0,7802 0,3251 | 1,5561 0,3242
0,2746 0,3433 : 0,7593 0,3164 | 1,5239 0,3175

Tabla 14. Resultados de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 269 nm de los
diferentes niveles preparados por triplicado realizados por dos analistas diferentes en dos
diferentes dias.

Para determinar si existen diferencias entre los analistas se realizd un analisis de

varianza donde se utiliza al analista como factor. Se plantean las siguientes hipotesis:
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Ho: Los resultados obtenidos por analista 1 son iguales (=) a los obtenidos por analista 2
Ha: Los resultados obtenidos por analista 1 son diferentes (#) a los obtenidos por

analista 2

El nivel de significancia de la prueba fue de 0.05. Los resultados indican que no se
rechaza Ho, de modo que hay evidencia estadistica suficiente para concluir que los

resultados obtenidos son los mismos para ambos analistas.

6.1.6. Selectividad
Se realizaron barridos espectrales en un rango de 200 a 400 nm de insulina + PBS,
insulina + sacarosa al 10% e insulina + fosfatidilcolina, los datos se encuentran

resumidos en la Tabla 15.

Muestra Absorbancia A (nm)
Insulina+PBS 1.356 269
Insulina+Sacarosa 10% 1.377 269
Insulina+Acetonitrilo 1.34 269
Insulina+fosfatadilcolina 3,67 269

Tabla 15. Resultados de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 269 nm de muestras
de Insulina con diferentes medios.

Se observa que la fosfatidilcolina interfiere con la medicion de la insulina.

6.1.7. Robustez
En la Tabla 16 se muestran los datos obtenidos de absorbancia para las mismas
muestras en dos equipos de espectroscopia diferentes: Varian Cary 1E (Spectralab

Analytical) y espectrofotometro SPECORD 210 (Analytik Jena, Alemania).

Sistema Con Absorbancias
(U/ML) ~ SPECORD 210  Varian Cary 1E
1 0.8 0.2561 0.2645
1 0.8 0.2567 0.2643
1 0.8 0.2736 0.2620
2 1.6 0.5278 0.5218
2 1.6 0.5319 0.5484
2 1.6 0.5323 0.5325
3 2.4 0.7864 0.7931
3 2.4 0.7840 0.7897
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3 24 0.7802 0.7888
4 3.2 1.0452 1.0574
4 3.2 1.0527 1.0585
4 3.2 1.0371 1.0557
5 4.8 1.5525 1.5771
5 4.8 1.5559 1.5618
5 4.8 1.5561 1.5614

Tabla 16. Resultados de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 269 nm de los
diferentes niveles preparados por triplicado para la determinacion de la curva de calibraciéon para
la linealidad del sistema de dos diferentes equipos de espectroscopia diferentes: Varian Cary 1E
(Spectralab Analytical) y espectrofotometro SPECORD 210 (Analytik Jena, Alemania).

Para determinar si existe diferencia entre los equipos se realizoé un analisis T-test donde
se comparan las absorbancias obtenidas en ambos equipos. Se plantean las siguientes

hipotesis:

Ho: Los resultados obtenidos en SPECORD 210 son iguales (=) a los obtenidos por
Varian Cary 1E.
Ha: Los resultados obtenidos en SPECORD 210 son diferentes (#) a los obtenidos por
Varian Cary 1E.

El nivel de significancia de la prueba fue de 0.05. Los resultados indican que no se
rechaza Ho, de modo que hay evidencia estadistica suficiente para concluir que los

resultados obtenidos son los mismos para ambos equipos.

6.2. EVALUACION ESTRUCTURAL DE INSULINA EXPUESTA A
DIFERENTES TEMPERATURAS

6.2.1. Absorbancia
Se evalu6 una muestra de insulina a 4°C, una muestra de insulina mantenida en
temperatura ambiente (18°C aproximadamente) durante 60 minutos y una muestra de

Insulina a 70°C durante 60 minutos, los resultados estan resumidos en la Tabla 17.

Muestra Absorbancia A (nm)
Insulina 4°C 1.356 269
Insulina Ambiente 1.328 269
Insulina 70°C 1.317 269

80



Tabla 17. Resultados de las absorbancias obtenidas a una longitud de onda de 269 nm de muestras
de Insulina sometidas a diferentes temperaturas.

Los resultados muestran que no existen diferencias entre las absorbancias obtenidas

para las diferentes temperaturas.

6.2.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida

En la Figura 7 podemos observar las bandas obtenidas en el procedimiento. De
izquierda a derecha observamos Insulina, insulina expuesta a 60°C, Insulina expuesta a
100°C, formulado LF3 y formulado LF3-PEG3, luego se repiten nuevamente en el

mismo orden.

En la tabla 18 se muestran los resultados de la citometria de las bandas electroforéticas,
todas las mediciones son estadisticamente iguales para todas las muestras, lo que indica
que la insulina permanece completamente integra después de la preparacion de los

liposomas.

Figura 7. Bandas de insulina obtenidas por electroforesis gel de Poliacrilamida. De derecha a
izquierda as bandas corresponden a Insulina 4°C, Insulina 100°C, Insulina 60*C, preparado LF3,
preparado LF3-PEG3 y una repeticion de cada uno en el mismo orden.

Citometria de las Bandas de Electroforesis

UAD Insulin Insulina  Insulina LF3 LF3-PEG3
60° 100°
Promedio 173691,2, 1135757, 9242,06, 1468924, 15777,38 4
+SD 1964,62 1398,16 1126,94 1606,08 1967,08

Tabla 18. Resultado de la citometria de las bandas de electroforesis obtenidas para las muestras de
insulina expuestas a diferentes temperaturas y de los preparados LF3 y LF3-PEG3. a.p Las
columnas con el mismo subindice no muestran diferencias estadisticas sigDificativas.
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6.2.3. Espectroscopia Infrarrojo

En la espectroscopia infrarroja (IR), la estructura nativa de la insulina se caracteriza por
un pico a 1656 cm™ (Bouchard et al., 2000). La relacion de los picos entre todas las
muestras de insulinas es la misma, entonces no se producen cambios estructurales

significativos con la exposicion a 60°C o 100°C, podemos verlo en la Figura 8.

FIGURA 8. Espectros de infrarrojos obtenidos para la insulina a 4°C (a) y después de
calentamiento a 60°C (b) y °100°C (c) durante 4 horas. La relacion de los picos entre todas las
muestras de insulinas es la misma, entonces no se producen cambios estructurales significativos con
la exposicion a 60°C o 100°C.
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6.2.4. Calorimetria Diferencial de Barrido

Luego de obtener el termograma para la insulina recombinate humana en un barrido

hasta 100°C a una velocidad de barrido de 1°C / min. El analisis muestra que la insulina

se desnaturaliza con temperaturas por arriba de los 85°C. En la Figura 9, observamos el

comportamiento de la insulina.

Integ of ins101dsc_cp from 0
i=123-> 215

T Range = 62.48555 --> 99.20226
Area=27059.04169

Tm =86.43878

T1/2=5.18247

Cp (kcal/mole/°C)

INSULINA
100 UNID = 3.5 MG/ML

10 20 30 40 50 60 70 80

Temperature (°C)

20

100 110

——ins101dsc_cp

FIGURA 9. Termograma obtenido para la insulina recombinante humana en un barrido hasta

100*C.

6.3. CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS FLEXIBLES DE FASE 1

6.3.1. Tamaiio de los liposomas

Se evaluaron los liposomas el dia uno de preparacion y se evaluaron todas las muestras

sin filtrar, ya que de acuerdo a mediciones previas, se observd que gran parte de la

insulina queda atrapada en el filtro. Se muestran los resultados obtenidos para ambos

métodos de preparacion. Los datos se encuentran en las Tablas 19 y 20, donde se

observan que todos los preparados de la técnica de rehidratacion de pelicula delgada

(RPD) presenta una distribucion de tres tamafios de particula, mientras que mediante la

técnica de calentamiento (Heating Method) el preparado LF1 y LF3 presentan una

distribucion de dos tamafios y el LF5 una distribucion mas uniforme a un solo tamafio.

Tamafo de particula Técnica de rehidratacion de Pelicula delgada

Preparad Promedi Pk1 Pkl Pk 2 Mean Pk2 Pk 3 Mean Pk3
0 0Z Mean (%) (d.nm) (%) (d.nm) (%)
(d.nm) (d.nm)
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LF1 1385 947.2 84 125.1 19.6 0 0
1081 1134 79,6 170,7 20,4 0 0
1287 1117 68.6 235.7 26.2 44 4.4
Prom  1251.00 1066.06 52.2 177.16 22.06 14.66 1.46
SD  +7155.16 +103.29 +38.32 +55.58 +3.60 +25.40 +2.54
LF2 1207 1009 51 4782 34.9 277.9 14.2
1805 980 55,2 3240 28.8 189 16
1460 948.5 52,1 4211 29.8 233.45 18.1
Prom  7490.67 994.50 52.77 4077.67 31.17 233.45 16.10
SD  +300.18 +574.36 +2.18 +779.60 +3.27 +44.45 +1.95
LF3 563.4 1678 74.4 237.9 19.6 68.68 6
555 1751 77.6 241.1 224 0 0.0
579.6 669.4 55.1 335.1 34.9 87.06 10
Prom 566.00 1366.13 69.03 271.37 25.63 51.91 8.00
SD +12.50 +604.49 +12.17 +55.22 +8.15 +45.89 +5.03
LF4 559.8 830.8 51.8 4152 31.7 117.5 16.5
699.2 836.2 76.9 123.4 20.7 5560 2.4
638.7 910 61.3 149.6 23 5231 13.5
Prom 632.57 859.00 63.33 1475.00 25.13 3636.17 10.80
SD +69.90 +44.25 +12.67 +2318.39 +5.80 +3051.69 +7.43

Tabla 19. Datos de tamafio de particula obtenidos mediante el Zetasaizer® para los preparados de
liposomas flexibles preparados mediante el método de rehidratacion de pelicula delgada a las 24
horas de su fabricacion.

Tamafo de particulas Heating Method

Preparado Promedio | Pk 1 Mean Pk1 Pk 2 Mean Pk2 Pk 3 Mean Pk 3
Z (d.nm) (d.nm) (%) (d.nm) (%) (d.nm) (%)
LF1 1179 633,3 91,2 91,04 8,8 0 0
1051 661,1 90,3 1084 9,7 0 0
1028 726,5 90,9 102,3 9,1 0 0
Prom 1086,00 673,63 90,80 100,58 9,20 0,00 0,00
SD +81,36 +47,85 =*0,46 +8,81 0,46 0,00 0,00
LF2 1108 989 51,9 4482 34 280 14,2
1098 1001 49,2 4210 31,7 209 191
1170 1032 52,1 4022 33 240 14,9
Prom 1125,33 1007,33 51,07 4238,00 32,90 243,00 16,07
SD +39,00 +22,19 =+1,62 +231,27 =%I,15 +35,59 +2,65
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LF3 668,3 611,8 84,9 117,8 15,1 0 0
669 597,7 85,8 115,6 14,2 0 0
608,2 624,6 86,1 138,3 13,9 0 0
Prom 648,50 611,37 85,60 123,90 14,40 0,00 0,00
SD +34,90 +13,46 0,62 +12,52 0,62 0,00 0,00
LF4 446 1677 52,9 260,3 40,1 4889 7
408,7 1238 61,3 209,9 35,7 4982 3,1
446,7 5434 76 4517 14,9 79,07 8,8
Prom 433,80 1152,80 63,40 1662,40 30,23 3316,69 6,30
SD +21,74 +571,58 +11,69 +2472,28 +13,46 +2804,25 +2,91
LF5 1321 413,4 100 0 0 0 0
1332 420,2 100 0 0 0 0
1168 485 100 0 0 0 0
Prom 1273,67 439,53 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00
SD +91,68 +39,52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla 20. Datos de tamaiio de particula obtenidos mediante el Zetasaizer® para los preparados de
liposomas flexibles preparados mediante el método de calentamiento una vez terminada su
fabricacion.

En la tabla 21 se muestra una comparacion entre los métodos de preparacion con

respecto al tamafio que predomina en cada uno de los formulados y en el porcentaje en

el que se presenta dicho predominio, donde podemos observar que con el Método de

Calentamiento se obtuvieron tamafios de particula més pequefios.

Rehidratacion Heating Method
Preparado Tam:.mo % Tamz}no %
predominante predominante

1066,66 0 673,63 0

LF1 £103.29 52,2% +47.85 90,80%
994,50 52,77% 1007,33 0

LF2 +574,36 +22,19 31,07%
1366,13 o 611,37 o

LF3 60449 69,03% +13.46 85,60%
859,00 o 1152,80 o

LF4 44,25 63,33% +571 58 63,40%
439,53 o

LF5 - T +39,52 100,00%

Tabla 21. Datos comparativos de tamaiio de particula obtenidos mediante el Zetasaizer® para los
preparados de liposomas flexibles preparados mediante el método de rehidratacion de pelicula
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delgada y el método de calentamiento a las 24 horas de su fabricacion, donde se muestran los

tamafios predominantes para cada uno de los preparados.

6.3.2. Indice de Polidispersién

En la tabla 22 se muestra una comparacion entre los métodos de preparacion con

respecto al indice de polidispersion que predomina en cada uno de los formulados de la

Fase L.
Rehidratacion de pelicula Heating Method
delgada
Preparado
LF1 0.39 0.694
0.555 0.729
0.468 0.588
Prom 0.471 0.6703333
SD +0.0825409 +0.0734189
LF2 0.34 0.93
0.331 0.921
0.34 0.98
Prom 0.337 0.9436667
SD +0.0051962 +0.0317857
LF3 0.688 0.650
0.674 0.754
0.590 0.570
Prom 0.6506667 0.658
SD +0.0530031 +0.0922605
LF4 1 0.825
0.936 0.717
0.993 0.474
Prom 0,976333333 0.672
SD +0,035104606 +0.1797749
LF5 - 0.919
- 0.886
--- 0.811
Prom -—- 0.872
SD - +0.0553444

Tabla 22. Datos comparativos del Indice de Polidispesion (IPD) obtenidos mediante el Zetasaizer®
para los preparados de liposomas flexibles preparados mediante el método de rehidratacion de
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pelicula delgada y el método de calentamiento a las 24 horas de su fabricacion, donde se muestran
el estimado para la distribucion de tamafios de particulas para cada uno de los preparados.

El analisis estadistico (Two-way ANOVA) muestra la interaccion entre el método de

preparacion y la formulacion en el indice de polidispersion.

Las medias IPD fueron estadisticamente iguales para LF1 y LF2 en el método de rehidratacion
de pelicula delgada e iguales para LF1, LF2 y LF4 para el método de calentamiento luego de
realizar un test de Tukey. Todas las muestras muestran una distribucion heterogénea, con la

excepcion de LF2 de rehidratacion de pelicula delgada que muestra una IPD baja.

6.3.3. Potencial Z
En la Tabla 23 se muestran los datos obtenidos para potencial Z realizados 24 horas

posteriores a la preparacion de todos los formulados de transfersomas para ambos

métodos de fabricacion.

Rehidratacion de pelicula
delgada Heating Method
Preparado ZP (mV) ZP (mV)
LF1 -31,3 -45,8
-29,5 -47,7
-30,6 -47

Prom -30,47 -46,83
SD +0,91 +0,96
LF2 -26,2 -26,8
-24,5 -26,5

-24,4 -25,8

Prom -25,03 -26,37
SD +1,01 +0,51
LF3 -34,9 -70,1
-36,7 -71,8

-36,9 -68,7

Prom -36,17 -70,20
SD +1,10 +1,55
LF4 -44,7 -0,99
-46 -1,02

-44,6 -1,1
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Prom -45,10 -1,04
SD +0,78 +0,06
LFS -64,2
-58,2

-58,6

Prom -60,33
SD +3,35

Tabla 23. Datos comparativos de potencial Zeta obtenidos mediante el Zetasaizer® para los
preparados de liposomas flexibles preparados mediante el método de rehidratacion de pelicula
delgada y método de calentamiento a las 24 horas de su fabricacion.

El analisis estadistico (Two-way ANOVA) muestra la interaccion entre el método de
preparacion y la formulacion en el potencial zeta. El potencial zeta muestra diferencias

estadisticas entre los métodos de preparacion y en las formulaciones.

En el potencial Zeta, las medias fueron estadisticamente diferentes para todas las
formulaciones, con la excepcion de LF4 del método de Calentamiento, el resto de las

formulaciones mostraron valores adecuados.

6.3.4. Porcentaje de encapsulamiento

Con el fin de sedimentar por completo los fosfolipidos y que no exista interferencia con
la medicion de la insulina, se decide adicionar Acetonitrilo. Se realiza una curva de
calibracion de insulina + acetonitrilo, de la siguiente manera: 1 mL de insulina en 2.5
mL de acetonitrilo y c.b.p 25 mL de sacarosa al 10%. Se realiza un barrido espectral de
200 a 400 nm y se obtiene un A de 269 con absorbancia de 1.34. De modo que, se

observa que el acetonitrilo no altera la insulina.

Se obtienen muestras del sobrenadante obtenido posterior a la ultra centrifugacion de las
muestras, se realiza medicion espectral a estas fases y los preparados completos, para
obtener por diferencia el porcentaje de encapsulamiento. Los resultados se encuentran

resumidos en la Tabla 24.
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Rehidratacion de Pelicula Heating Method
delgada
Preparado = %encapsulado  %no encapsulado . %encapsulado  %no encapsulado

LF1 36,2 63,8 41,49 58,51
38,85 61,15 38,66 61,34
34,92 65,08 42,53 57,47
Prom 36,661 63,34 40,89 59,10

SD +2,002 +2,004 +2 +2,0028
LF2 28,03 71,97 31,02 68,98
29,45 70,55 41,56 58,44
31,98 68,02 34,73 65,27
Prom 29,82 70,18 35,77 64,23
SD +2,0017 +2,00082 +5,34 +5,34
LF3 54,19 45,81 60,29 39,71
52,43 47,57 59,21 40,79
47,14 52,86 64,29 35,71
Prom 51,25 48,74 61,26 38,73
SD +3,66 +3,669 +2,67 +2,67
LF4 49,8 50,2 67,94 32,06
59,81 40,19 62,89 37,11
62,04 37,96 66,67 33,33
Prom 57,21 42,78 65,83 34,16
SD +6,52 +6,519 +2,62 +2,62
LF5 e 65,36 34,64

- 66,7 33,3
- 62,9 37,1

Prom - 64,99 35,01
SD SE +1,92 +71,92

Tabla 24. Datos de porcentaje de encapsulamiento obtenidos por diferencia de mediciones
espectrofotométricas del sobrenadante obtenido mediante ultracentrifugacion de las muestras y

formulacion completa para los preparados de liposomas flexibles elaborados mediante el método
de rehidratacion de pelicula delgada y técnica de calentamiento.

El porcentaje de encapsulacion muestra diferencias estadisticas tanto en el preparado como en
la técnica de manufactura. El porcentaje de encapsulamiento de LF2 fue estadisticamente igual a
LF1 y LF3 estadisticamente igual a LF4 para ambas técnicas. Sin embargo, el método de

calentamiento mostré un mejor porcentaje de encapsulacion de insulina en comparacion con la

misma formulacion preparada por el otro método.
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6.4. CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS FLEXIBLES DE FASE 2

De acuerdo a los resultados de la Fase 1, se considera que la técnica que presenta
mejores caracteristicas es la de “Heating method”. De los preparados obtenidos por esta
técnica el que presenta mejor porcentaje de encapsulamiento, potencial z y tamafio de
particula es el LF3. De modo que se escoge esta formulacion para la adicion de PEG-
2000 PE con el fin de generar un recubrimiento que genere protecciéon contra la

degradacion de insulina y un alargamiento de la vida media.

6.4.1. Tamaiio de los liposomas
Se evaluaron los liposomas LF3 obtenidos mediante la técnica de Heating Method con
adicion de PEG-2000 PE en diferentes proporciones el dia uno de preparacion y se

evaluaron todas las muestras sin filtrar. Se muestran los resultados en la Tabla 25.

Tamafio de particular Heating Method

Preparado Promedio | Pk 1 Mean Pk 1 Pk 2 Mean Pk 2 Pk 3 Mean Pk 3
Z (d.nm) (d.nm) (%) (d.nm) (%) (d.nm) (%)
LF3- 793.0 5785 90.3 7155 9.7 0.000 0.000
PEGI1
898.2 4760 92.0 5498 8.0 0.000 0.000
855.4 680.2 85.0 1192 15.0 0.000 0.000
Prom 848.87 578.23 89.10 81.91 10.90 0.00 0.00
SD +52.90 110210 +3.65 133.34 23.65 0.00 0.00
LF3-
el 524.7 6213 79.9 108.0 18.1 5560 2.0
505.3 7715 70.5 161.0 24.8 5376 4.7
541.7 601.0 73.9 1265 185 5374 7.5
Prom 523.90 664.60 74.77 131.83 20.47 5436.67 4.73
SD +18.21 193,13 +4.76 126,90 +3.76 +106.81 +2.75
LE3- 547.0 8252 744 2000 22.9 5381 2.7
PEG3
551.5 6415 77.8 1433 124 5026 9.7
540.0 1269 100.0 0.000 0.0 0.000 0.0
Prom 546.17 911.90 84.07 114.43 1177 3469.00 4.13
SD +5.80 1322.61 +13.90 1103.08 +11.46  +3009.48 +5.01
LF3- 406.9 507.7 70.3 110.6 29.7 0.000 0.0
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PEG4
4114 5123 66.0 122.2 34.0 0.000 0.0
389.2 526.1 76.1 80.63 145 5182 9.4
Prom 40250 51537 70.80 10448  26.07  1727.33 3.3
SD +11.74 1958  45.07 2145  +10.25 +2991.83  +5.43
LF3- 768.2 656.7 89.6 82.62 104 0.000 0.000
PEGS
768.2 543.5 93.9 48.07 6.1 0.000 0.000
750.4 590.2 91.2 80.81 8.8 0.000 0.000
Prom 76227 | 59680 9157 | 70.50 8.43 0.00 0.00
SD +1028  56.89  £2.17  £19.45 2217 0.00 0.00

Tabla 25. Datos de tamaiio de particula obtenidos mediante el Zetasaizer® para los preparados de
liposomas flexibles preparados mediante el método de calentamiento una vez realizada su
fabricacion.

El tamafio de particula y la distribucién de tamainos se expresaron en valores de intensidad. La
distribucion de la intensidad describe la cantidad de luz que se dispersa por las particulas en los
compartimientos de diferentes tamafios (Malvern, 2017). Los resultados muestran que LF3-
PEGI, LF3-PEGS presentan dos grupos de particulas, mientras que LF3-PEG2, LF3-PEG3 y
FL3-PEGH4 presentan tres grupos diferentes de tamanos. El grupo de tamafio mas predominante

en cada formulacion es superior a 500 nm, sin embargo esto se ponderé de acuerdo con la

intensidad de dispersion de cada particula.

6.4.2. indice de Polidispersién
En la siguiente tabla (Tabla 26) se muestra una comparacion entre los métodos de
preparacion con respecto al indice de polidispersion (IPD) que predomina en cada uno

de los formulados de la Fase I1.

Indice de Polidispersion - Heating Method

Preparado LF3-PEG1 LF3-PEG2 LF3-PEG3 LF3-PEG4 LF3-PEGS
IPD 0.734 0.638 0.475 0.594 0.696
0.770 0.627 0.491 0.609 0.666
0.721 0.679 0.513 0.642 0.686
Prom 0.741 , 0.648 , 0.493 0.615, 0.682
SD +0.025383722 £0.02740438 0.01907878 +0.02455606 +0.01527525

Tabla 26. Datos comparativos del Indice de Polidispersién (IPD) obtenidos mediante el Zetasaizer®
para los preparados de liposomas flexibles con PEG-2000 PE preparados mediante el método de
calentamiento a las 24 horas de su fabricacion, donde se muestran el estimado para la distribucion
de tamaiios de particulas para cada uno de los preparados.
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El indice de polidispersion es un niimero calculado a partir de un ajuste simple de 2 parametros
a los datos de correlacion. Los resultados muestran que las medias son estadisticamente iguales
para todos los grupos con excepcion de LF3-PEG3. Todas las muestras muestran una

distribucién heterogénea.

6.4.3. Potencial Z
En la Tabla 27 se muestran los datos obtenidos para potencial Z obtenidos luego de la

preparacion de todos los formulados de transfersomas para el método de Calentamiento.

Potencial Z - Heating Method

Preparado LF3-PEGl LF3-PEG2 LF3-PEG3 LF3-PEG4 LF3-PEG5
ZP (mV) -65.5 -46.6 31.7 333 -56.9
64.3 453 334 345 -56.1
-64.6 49.5 325 352 -55.0
Prom -64.8 47.13 -32.53, -34.33, -56
SD 0.62 2.15 0.85 0.96 0.95

Tabla 27. Datos de potencial Zeta obtenidos mediante el Zetasaizer® para los preparados de
liposomas flexibles preparados mediante el método de calentamiento posterior a si periodo de
fabricacion.

Los preparados LF3-PEG3 y LF3-PEG4 no muestran diferencias significativas en el
resultado del potencial Z. Sin embargo todos los preparados presentan adecuado

potencial zeta.

6.4.4. Porcentaje de encapsulamiento

Se obtienen muestras del sobrenadante obtenido posterior a la ultra centrifugacion de las
muestras, se realiza medicion espectral al sobrenadante y a los preparados completos,
para obtener por diferencia el porcentaje de encapsulamiento. Los resultados se

encuentran resumidos en la Tabla 28 y 29.

Heating Method
Preparado encz(;/;srllﬁa do % encapsulado
LF3-PEG1 66.21 33.79
69.84 30.15
62.10 37.89
Prom 66.06 33.94
SD +3.87 +3.87
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LF3-PEG2 59.16 40.84
48.97 51.03

54.60 45.40

Prom 54.24 45.76
SD +5.10 +5.10
LF3-PEG3 22.66 77.34
15.93 84.07

15.75 84.24

Prom 18.12 81.88
SD +3.94 +3.94
LF3-PEG4 63.90 36.10
57.58 42.41

58.60 41.39

Prom 60.03 39.97
SD +3.39 +3.39
LF3-PEG5 53.09 46.91
68.16 31.84

59.25 40.75

Prom 60.16 39.84
SD +7.58 +7.58

Tabla 28. Datos de porcentaje de encapsulamiento obtenidos por diferencia de mediciones
espectrofotométricas del sobrenadante obtenido mediante ultracentrifugacion de las muestras y
formulacion completa para los preparados de liposomas flexibles con adicion de diferentes
porcentajes de PEG-2000 PE elaborados mediante el método técnica de calentamiento.

Porcentaje de Encapsulamiento - Heating Method

Preparado LF3-PEG1 LF3-PEG2 LF3-PEG3 LF3-PEG4 LF3-PEG5
% encap (mV) 33.94, 45.76 4 81.88 39.97, 39.84,
+3.87 +5.10 +3.94 +3.39 +7.58

Tabla 29. Datos de porcentaje de encapsulamiento obtenidos por diferencia de mediciones
espectrofotométricas del sobrenadante obtenido mediante ultracentrifugacion de las muestras y
formulacion completa para los preparados de liposomas flexibles con adicion de diferentes
porcentajes de PEG-2000 PE PE. .., Las columnas con el mismo subindice no muestran diferencias
estadisticas significativas.

Estadisticamente ningin preparados muestra diferencia estadistica con excepcion de
LF3-PEG3. El mayor porcentaje de atrapamiento de principio activo fue alcanzado por

dicho preparado.
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6.5. ESTABILIDAD DE LAS FORMULACIONES

Se evaluaron los liposomas LF3 y LF3-PEG3 el dia uno de preparacion, a los treinta y a

los sesenta dias (Tabla 30 y 31).

Estabilidad de formulacion LF3

Dia Size Peak 1 Size Peak 2 Size Peak 3 Z potential
Mean % Mean % Mean % mV

1 611.36, 85,60 123.90, 14,40 0.00 0.00 -70.20 4
+7/3.45 =+0,62 +7/2.5] =£0,62 0.00 0.00 +].55

30 744.00 70.46 140.06, 25 5363.00, 4.56 -72.90,
+35.06 =+1,55 +3.5] +1.85 +56.92 +1.30 +].76

60 593.60, &83.3 121.16, 12.26 5505.00, 4.46 -68.73
+76.95 +£2.12 +25.82 £2.19 +95.26 +2.85 +0.66

Tabla 30. Distribuciéon de tamaiio de particula y Potencial Z de las muestras de LF3 al dia 1, 30 y 60
de almacenamiento a 4°C ..» Las columnas con el mismo subindice no muestran diferencias
estadisticas significativas.

Estabilidad de LF3-PEG3

Dia Size Peak 1 Size Peak 2 Size Peak 3 Z potential
Mean % Mean % Mean % mV

1 911.90y 74.77 114.43, 11.77 3469.00 4.13 -53.90,

+322.60 =+4.76 +103.07 +11.46 +3009.48 +5.01 +2.95

30 285.50, 79.2 64.49, 20.8 0.00 0.00 -54.20,

+24.92 +£2.47 +£5.25 £2.47 +0.00 0.00 +2.30

60 47523 0 71.13 97.874 28.86 0.00 0.00 -45.70

+2].17 £3.45 +76.31 +3.45 +0.00 0.00 +2 22

Tabla 31. Distribucion de tamafio de particula y Potencial Z de las muestras de LF3-PEG3 al dia 1,
30 y 60 de almacenamiento a 4°C a1, Las columnas con el mismo subindice no muestran diferencias
estadisticas significativas.

Estadisticamente, el tamafio de LF3 no mostrd diferencias en el dia sesenta en
comparacion con el dia 1, ni potencial zeta mostrd diferencias. LF3-PEG3 no mostro
diferencias entre el dia 1 y el dia 30 ni en el dia 1 y dia 60 relacionados con el tamafio,
sin embargo, el potencial zeta mostrd diferencia estadistica con el dia 60, el potencial z

disminuy6 en comparacion con el dia 30 y el dia 1.

94



6.6. PRUEBAS DE DISOLUCION IN-VITRO

La curva de calibracion obtenida se aprecia en la figura 10.

2,5

Absrobancia
=

O T T T 1
0 2 Concentra&én (Ul/mL) 6 8

Figura 10. Curva de Calibracion de Insulina, donde se observa variacion de la absorbancia en
funcion de la concentracion.

La ecuacion de la recta obtenida fue: y= 0.2619x + 0.0952 con una R?*= 0.99647

Las muestras obtenidas para la prueba de disolucion fueron medidas a 269 nm, usando
la ecuacion obtenida en la curva de calibracion, se puede obtener la concentracion de
insulina en funciébn de la absorbancia de cada muestra tomada durante la

experimentacion.

El perfil de liberacion del farmaco se realiz6 solo para LF3 y LF3-PEG3. Las curvas de
disolucion se compararon mediante la prueba univariante ANOVA; mostro diferencias
estadisticas en todos los intervalos de tiempo con la excepcion de las 4 y 5 horas para el
medio HCI (p <0.05). En la figura 11 se muestran las curvas obtenidas para ambas
formulaciones en este medio de disolucion, la desviacion estandar es tan pequefia que
no se percibe, el 84.64% de insulina se liberd 4 horas después de la adicion de TRITON,
mientras que el 20.78% de la insulina fuera liberada antes en la formulacion LF3. En la
formulacion LF3-PEG3 el 90.87% fue liberado en 4 horas, después de la adicion de
TRITON y 22.92% antes. Para PBS, las curvas medias mostraron diferencias

estadisticas en todos los intervalos de tiempo (p <0.05). La figura 12 muestra el perfil de
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liberacion obtenido para ambas formulaciones en medio PBS, la desviacion estandar es
tan pequefia que no se percibe, el 97.43% de la insulina se liber6 5 horas después de la
adicion de TRITON vy solo el 3.22% antes para la formulacion de LF3. El porcentaje de
liberacion de LF3-PEG3 fue 77.43% por el mismo tiempo después de TRITON y 1.46%

antes.

Release profile for flexible liposomes in HCI medium
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Figura 11. Perfil de liberacion de insulina de los preparados LF3 y LF3-PEG3 en medio dcido. La
linea punteada indica el momento en que se agrego el surfactante TRITON.

Release profile for flexible liposomes in PBS medium
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Figura 12. Perfil de liberacion de insulina de los preparados LF3 y LF3-PEG3 en medio PBS. La
linea punteada indica el momento en que se agreg6 el surfactante TRITON.
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El AUC, MDT y DE en el medio PBS mostraron diferencias estadisticas entre ambas
formulaciones, pero el 4rea entre la curva de disolucion del farmaco y su asintota (ABC)
son estadisticamente iguales. Mientras tanto, en el medio HCI, el AUC, ABC, MDT y
DE son estadisticamente iguales (p <0,05). Los resultados se resumen en las tablas 32 y

33.

Valores farmacocinéticos en medio de PBS
LF3 LF3-PEG3
Mean +£SD Mean +SD
AUC 2125714 2.6126 139.2306 5.4360
ABC 177.1640, 3.8496 170.4940 , 18.6834
TMD 1.8182 0.0183 2.1973 0.0752
ED 0.5314 0.0065 0.3481 0.0136

Tabla 32. Valores farmacocinéticos obtenidos mediante el complemento de Excel DDSOLVER para
los preparados LF3 y LF3-PEG3 en el medio de PBS. a.» Las columnas con el mismo subindice no
muestran diferencias estadisticas significativas.

Valores farmacocinéticos en medio de HCI
LF3 LF3-PEG3
Mean +SD Mean +SD
AUC 242613, 20.579 242.613, 20.579
ABC 434586, 15.469 434.586, 15.469
TMD 5.138, 0.091 5.138, 0.091
ED 0.303, 0.026 0.303, 0.026

Tabla 33. Valores farmacocinéticos obtenidos mediante el complemento de Excel DDSOLVER para
los preparados LF3 y LF3-PEG3 en el medio de HCI. a-» Las columnas con el mismo subindice no
muestran diferencias estadisticas significativas.

El célculo de los factores de diferencia (f1) y de similitud (f2) se resume en la tabla 34.
El comportamiento de la formulacion de LF3 y LF3-PEG3 es similar en el medio de

HCI, pero en el medio de PBS diferente.

Factores de similitud y diferencia

Al 12 Similarity
HCl 10.4677556 74.6016548 SI
PBS 33.8646591 40.9468953 NO

Tabla 34. Valores de similitud (f2) y diferencia (f1) obtenidos mediante el complemento de Excel
DDSOLVER para la comparacion entre los preparados LF3 y LF3-PEG3.

En los métodos del modelo dependiente LF3 y LF3-PEG3 se ajustaron a muchos

modelos de disolucion, las ecuaciones de ajuste y los valores obtenidos para cada
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modelo se resumen en la tabla 35. Segun los valores obtenidos para el coeficiente de
determinacion (R?) y el criterio de informacion de Akaike (AIC), los mejores perfiles de
liberacion para ambas formulaciones en medio HCl y PBS podrian explicarse por el

modelo Korsmeyer-Peppas.

Modelos matematicos para el perfil de disolucién

Models PBS (pH 7.4) HCL (pH 1.3)

LF3 FL3-PEG3 LF3 LF-PEG3
Orden Cero F=k0*t
KO 0.313 0.222 0.146 0.159
R2 0.990 0.892 0.866 0.881
AIC 20.862 31.385 55.990 55.867
Korsmeyer-Peppas F=kKKP*t*n
Kkp 0.137 0.008 0.003 0.006
n 1.151 1.610 1.745 1.548
R2 0.999 0.994 0.989 0.980
AIC 8.243 17.844 36.799 43.663
Weibull F=100* {1-Exp[-((t-Ti)"B)/a]}
o 1317.017  5112.740 33603.206 10819.749
B 1.428 1.554 1.691 1.567
Ti 36.000 26.090 24.000 36.000
Td 187.297 269.480 431.519 411.824
R2 0.956 0.954 0.939 0.923
AIC 32.115 30.842 53.573 56.411
Hopfenberg F=100%[1-(1-kHB*t)"n]
Khb 0.003 0.002 0.001 0.002
n 0.842 1.000 1.000 1.000
R2 0.995 0.892 0.866 0.881
AIC 18.205 33.385 57.990 57.867
Peppas-Sahlin F=Kk1*t"m+k2*t"(2*m)
k1 -2.688 -5.048 -4.691 -4.605
k2 0.775 0.823 0.599 0.616
m 0.450 0.450 0.450 0.450
R2 0.999 0.980 0.970 0.968
AIC 11.109 26.406 47.948 49.374
Gompetz F=100*Exp{-a*Exp[-f*log(t)]}
a 147111.558 1441.762  2025.193  3287.178
B 5.336 3.199 3.107 3.328
R2 0.881 0.888 0.854 0.850
AIC 34.943 33.426 58.663 59.725
Logistic F=100*Exp[o+p*log(t)]/{1+Exp[o+p*log(t)]}
o -15.636 -13.016 -14.368 -15.311
B 7.192 5.569 5.706 6.041
R2 0.868 0.949 0.935 0.917
AIC 35.293 29.188 52.091 54.979
Probit F=100*®[a+p*log(t)]
a -9.293 -7.414 -8.121 -8.686
B 4.210 3.178 3.211 3.427
R2 0.920 0.936 0.912 0.899
AIC 33.013 30.521 54.566 56.525

Tabla 35. Ajuste matematico de algunos modelos de disolucion para los preparados LF3 y LF3-
PEG3, mediante el complemento de Excel DDSOLVER. En la tabla se resumen las variables
obtenidas para cada uno de los modelos.
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6.7. PRUEBAS IN-VIVO

Todos los datos de las pruebas in-vivo de los preparados de la FASE I y FASE 1II se

encuentran resumidos en la tabla 36. Y se encuentran en detalle en los siguientes

apartados:
T LF3 SCT LF3 trans PEG SCT PEG trans LF3 oral PEG oral
(min) (prom =+ SD) (prom + SD) (prom + SD) (prom + SD) (prom =+ SD) (prom + SD)
0 465.67 4771 407.83 455 443.17  69.71 475.67 80.32 44986 54.53 457.17 36.63
15 391.00 56.75 421.80 25,7 323.17  39.22 475.00 37.15 472.00 53.56 501.17  34.56
30 183.80 40.92 377.20 g8.3 165.83 60.44 44233 82.22 483.86  70.40 460.00 56.40
45 12850 20.51 466.00 ;0.6 101.00 16.97 453.00 72.12 46325 19.72 493.00 12.46
60 86.83  19.62 397.83 ;4.0 102.50 57.45 439.67 59.11 47529 53.44 436.67 49.04
75 7550 3.54 420.00 (5)3.7 93.00 57.98 44750 91.22 443.00 24.64 490.00 18.26
90 62.00 10.00 410.75 g3.1 80.00 51.78 433.00 62.79 460.33 7141 436.60 46.30
120 61.25 22.56 428.40 28.3 62.50 29.51 41620 44.43 466.00 2731 475.00 58.28
180 72.50 35.07 412.60 ;9.4 97.83  56.80 44250 4577 426.75 46.89 476.20 70.33
240 11433 5150 403.00 25.4 14583  89.61 419.40 19.28 426.50 3538 44820 91.28
300 217.33  107.63 402.60 4610.6 271.67 94.83 365.80 92.97 393.00 25.12 420.75 67.44
360 34950 14274 366.60 27.7 380.00 99.88 39320 68.28 383.33  27.61 422.00 92.30
420  409.67 124.77 363.00 23.7 390.33  93.00 370.40  33.69 - - - -
6

Tabla 36. Curvas de Glucosa obtenidas en los animales diabetizados experimentalmente y tratados

con LF3y LF3-PEG3 por diferentes vias (oral, subcutianea y transdermica).

6.7.1. Curva de glucosa basal

Los animales sanos en ayunas mantuvieron un nivel de glucosa de 127 mg / dL en

promedio, mientras que los animales diabéticos experimentales sin ningln tratamiento

mostraron niveles de glucosa superiores a 400 mg / dL. Los datos se encuentran

detallados en la tabla 37.

Hora Glucosa mg/dL +=SD
(Promedio)

0 103 11.9522861

15 126.5 10.3371729
30 122 7.98212288
45 127.875 16.2431304
60 132.75  20.1476691
75 125.25 16.2985538

99



90 117.875  11.7769448

105 122.25  13.0247018
120 115.714286  14.0322757
135 114.6  10.4067286
150 114 7.43863787
165 117.333333 19.857828

Tabla 37. Datos de Glucosa basal obtenidas en los animales sanos y sin tratamiento.

6.7.2. Via de administracion oral

La concentracion de glucosa en sangre para animales sanos, animales diabéticos y
animales tratados con insulina, LF3 y LF3-PEG por via oral se muestra en la Figura 12.
Estadisticamente, no se mostraron diferencias significativas en los valores de glucosa
de ningun grupo en ningiin momento. El tratamiento con ambos liposomas flexibles o
con insulina sola no genero6 reduccion de los niveles de glucosa. Los valores detallados

se encuentran resumidos en la Tabla 36.
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Figura 12. Curvas de Glucosa obtenidas en los animales sanos y en animales diabetizados con
estreptozotocina (STZ) tratados con insulina comercial y los preparados LF3 y LF3-PEG3 por via
oral.

6.7.3. Via de administracion Transdérmica

La concentracion de glucosa en sangre para animales sanos, animales diabéticos y
animales tratados con insulina, LF3 y LF3-PEG por via transdérmica se muestra en la
Figura 13. Ningun grupo mostr6 diferencias estadisticas en los niveles de glucosa en

ningin momento. Sin embargo, la formulacion de LF3-PEG mostr6 una pequeiia
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reduccién del nivel de glucosa durante 90 minutos en comparacion con la formulacion

LF3 e insulina sola. Los valores detallados se encuentran resumidos en la Tabla 36.

Glucosa Palasmatica (mg/dL)

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 240 300 360 420
Tiempo (minutos)
—¢=—Sana =ll—Comercial =#=LF3-PEG3 ==¢=|F3 ==}=STZ

Figura 13. Curvas de Glucosa obtenidas en los animales sanos y en animales diabetizados con
estreptozotocina (STZ) tratados con insulina comercial y los preparados LF3 y LF3-PEG3 por via
transdérmica.

6.7.4. Via de administracion subcutinea

La concentracion de glucosa en sangre para animales sanos, animales diabéticos y
animales tratados con insulina, LF3 y LF3-PEG por via subcutdnea se muestra en la
Figura 14. Ninguno de los tres tratamientos mostr6é diferencias estadisticas en los
valores de glucosa entre ellos en ningin momento. No obstante, los tres tratamientos
generaron la reduccién de los niveles de glucosa a valores normales. Los valores

detallados se encuentran resumidos en la Tabla 36.
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Figura 14. Curvas de Glucosa obtenidas en los animales sanos y en animales diabetizados con
estreptozotocina (STZ) tratados con insulina comercial y los preparados LF3 y LF3-PEG3 por via
subcutanea.

6.7.5. Liposomas flexibles vacios

Estadisticamente, los niveles de glucosa de ambas preparaciones sin insulina no
mostraron diferencias en ningin momento entre ellos. No obstante, ambas
formulaciones mostraron diferencias estadisticas en los niveles de glucosa en
comparacion con los valores normales de 60 minutos hasta 300 minutos. Las curvas de

glucosa se describen en la Figura 15.
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Figura 15. Curvas de Glucosa obtenidas en los animales sanos con la administracion de los
formulados vacios (sin carga de insulina) por via subcutanea.

6.7.6. Efecto biologico de insulinas expuestas a diferentes temperaturas

Los niveles de concentracion de glucosa en sangre para animales sanos, animales
diabéticos y animales tratados con insulina expuestos a 4°C, 60°C y 100°C se muestran
en la Figura 16. Los animales diabéticos sin tratamiento mostraron niveles de glucosa
superiores a 400 mg / dL. Los animales que recibieron tratamiento mostraron una
reduccion en los niveles de glucosa a valores normales. La insulina a 4°C mostr6é un
efecto reductor de glucosa hasta 240 minutos después de la inyeccion, donde los niveles
de glucosa comenzaron a aumentar. La insulina expuesta a 60°C y 100°C mostraron un
comportamiento similar a la insulina a 4°C; aunque la insulina a 100°C redujo los
valores de glucosa en sangre a valores normales, el tiempo de efecto fue relativamente
corto en comparacion con los otros tratamientos, porque los valores de glucosa
aumentaron a los 180 minutos después de la inyeccion. Estadisticamente, ninguno de
los tres grupos mostrd diferencias de 0 a 120 minutos (p <0.05). La insulina a 4°C y
60°C no mostraron diferencias significativas en la curva de glucosa completa entre ellas,
mientras que la insulina a 100°C mostrd diferencias significativas a los 180 y 240
minutos en comparaciéon con los tratamientos a 4°C y 60°C. Sin embargo, a los 420
minutos, no hubo diferencia en la concentraciéon de glucosa en sangre entre los grupos

de insulina a 60°C y 100°C (p <0,05).
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Figura 16. Curvas de Glucosa obtenidas en los animales sanos, en animales diabetizados

experimentalmente con estreptozotocina (STZ) y en animales diabetizados luego del tratamiento
con insulinas expuestas a diferentes temperaturas (4°C, 60°C y 100°C).
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7. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

7.1.1. Linealidad del Sistema
Se observa que el sistema sigue una tendencia lineal en un intervalo de concentraciones
de 0.8 Ul/mL hasta 4.8 Ul/mL. Para determinar que un sistema cumple con la

linealidad, deben considerarse los siguientes criterios de aceptacion (Tabla 38):

Parametro de desempeiio  Factor de evaluacion Criterio de Aceptacion
Linealidad del sistema Coeficiente de correlacion (r) 1>0.99

Coeficiente de determinacion 1>>0.98

()

Intervalo de Confianza de la El IC debe incluir el cero
ordena al origen (IC (Bo))

Tabla 38. Criterios de Aceptaciéon para la linealidad de un sistema.

En este sistema se observa que se cumplen con todos los factores de evaluacion. De modo que

el sistema presenta una relacion lineal entre la respuesta analitica y la concentracion de Insulina.

7.1.2. Precision y Exactitud

Se puede observar que el coeficiente de variacion que es el parametro que se evaltia
para determinar precision y exactitud, se encuentra dentro del criterio de aceptacion
establecido (CV < 2%), por lo cual se puede afirmar que la dispersion de los datos es

minima y por tanto el sistema se considera tanto preciso como exacto.

7.1.3. Repetibilidad y Reproducibilidad

Para determinar si los resultados son repetibles se debe calcular el coeficiente de
variacion global, el cual debe ser menor al 3% para poder ser un criterio aceptado,
entonces, como los coeficientes de variacion por dia son menores al 3% y el coeficiente
de variacion global también lo es, se puede considerar que el método es repetible entre
dias. Adicionalmente se realiza una prueba de Hipoétesis para determinar si existe
diferencia entre las medias de los dias, el nivel de significancia de la prueba fue de 0.05,
y los resultados indican que hay evidencia estadistica suficiente para concluir que los

resultados obtenidos son los mismos para ambos dias.
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Para determinar si los resultados son reproducibles por diferentes analistas se realiz6é un
analisis de varianza donde se utiliz6 al analista como factor. Los resultados indican que
hay evidencia estadistica suficiente para concluir que los resultados obtenidos son los

mismos para ambos analistas.

7.1.4. Selectividad

Para los Dbarridos espectrales de InsulinatPBS, Insulinatsacarosa 10%,
Insulina+acetronitrilo se mantiene la longitud maxima de absorcién en 269 nm y se
obtienen las mismas absorbancias para todos. Para la medicion de
Insulina+fofatidilcolina se obtiene una longitud maxima de absorcion también a 269
nm, sin embargo la curva no empieza desde el cero, de modo que se puede concluir que
los fosfolipidos estan interfiriendo con la medicién de la insulina en los preparados
finales. Por dicho motivo deben separarse los fosfolipidos de los sistemas antes de
realizar la medicion de la insulina. Sin embargo la Norma NOM-177-SSA1-1998 del
colegio de quimicos farmacéuticos bidlogos, establece que el método es selectivo si

cumple con los criterios de linealidad, exactitud y precision.

7.1.5 Robustez

Para determinar si existe diferencia entre los equipos se realizd una comparacion de
medias de las absorbancias obtenidas en ambos equipos. Los resultados indican que hay
evidencia estadistica suficiente para concluir que los resultados obtenidos son los

mismos para ambos equipos.

7.2. EVALUACION ESTRUCTURAL DE INSULINA EXPUESTA A
DIFERENTES TEMPERATURAS

La exposicion de proteinas y formulaciones de péptidos a temperaturas elevadas
generalmente disminuye su estabilidad quimica al acelerar todas las reacciones de
degradacion quimica. A altas temperaturas, puede ocurrir una degradacion fisica debida
a una desnaturalizacion irreversible. Esto a menudo resulta de la destruccion de los
enlaces disulfuro, lo que da como resultado un cambio conformacional en la proteina

nativa y la posterior agregacion de proteinas (Jacob et al., 2006).
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Las proteinas generalmente mantienen sus estructuras nativas en sus entornos naturales
para ser funcionales. Ademas, son flexibles para adaptarse a entornos cambiantes para
sus funciones biologicas. Por ejemplo, la mayoria de las proteinas experimentan
cambios conformacionales cuando interactian con ligandos o receptores para sus
actividades. Esto implica que las proteinas pueden sacrificar la estructura original y
reordenar a diferentes conformaciones cuando el entorno cambia, por ejemplo,
superficie de contacto, temperatura, concentracion, condicion de la solucion (Chang y

Yeung, 2010).

La inestabilidad fisica incluye las reacciones que no implican la formaciéon o
destruccion de enlaces covalentes y da como resultado la agregacion y precipitacion de
proteinas. Los factores estresantes ambientales, como el pH y la temperatura, pueden
causar modificaciones estructurales o cambios conformacionales, que pueden detectarse
mediante técnicas espectroscopicas estandar, incluida la espectroscopia infrarroja (Jacob

et al., 2006; Chang y Yeung, 2010).

La necesidad de mejorar la administracion de insulina y la busqueda de una
metodologia relativamente simple y rapida para fabricar transportadores de insulina nos
llevaron a varios métodos que requieren altas temperaturas. Por lo tanto, estos métodos
de fabricacion son la razon para investigar si la actividad bioldgica de la insulina se
veria afectada después del proceso de calentamiento. La espectroscopia infrarroja y la
electroforesis en gel se realizaron con el fin de determinar la integridad de la insulina a

pesar de la exposicion a altas temperaturas.

Como se planted en los resultados, fisicamente la insulina expuesta a 100°C mostro
cambios en el color en comparacion con las otras insulinas. No obstante, los cambios
conformacionales en la insulina no se apreciaron después de la exposicion al calor. La
espectroscopia infrarroja se usa generalmente para la identificacion de grupos
funcionales que son activos para IR. En la espectroscopia infrarroja, una molécula
absorbe radiacion infrarroja a medida que experimenta un cambio neto en el momento
dipolar debido a su movimiento vibratorio o de rotacion. En términos de numero de

onda, el espectro infrarrojo se divide en regiones cercanas (de 12800 a 4000 cm-1),
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medias (de 4000 a 200 cm-1) y de infrarrojo lejano (de 200 a 10 cm-1), con 1700 a 1600
cm -1 es la region mas utilizada para el andlisis de proteinas (Chang y Yeung, 2010). La
region de frecuencia interesante para determinar la estructura secundaria de la proteina
es la denominada region amida I; la vibracion de la amida I da lugar a una banda IR en
la region entre 1600 cm-1 y 1700 cm-1 (Bandekar, 1992; Mauri, 2014). La estructura
nativa de la insulina se caracteriza por un pico a 1656 cm-1, como lo muestran los
estudios previos en IR de todas las muestras (Bouchard et al., 2000; Dzwolak et al.,
2004, 2006). La relacion de los picos entre todas las muestras de insulina es la misma,
con cambios minimos en algunas regiones, lo que indica que no se produjeron cambios

estructurales significativos con la exposicion a 60°C o 100°C.

Se realizaron estudios PAGE para confirmar la estructura de la insulina, y se encontrd
que era estable en las formulaciones a 4°C, 60°C y 100°C. PAGE puede utilizarse no
solo como una herramienta de separacion, ya que se ha utilizado histéricamente, sino
también como un método de cuantificacion para compuestos de alto peso molecular,
como proteinas, si se acompafia con un sistema de documentacion en gel (Tippavajhala

y Yamsani, 2010; Chi y Huang, 2016).

La técnica de DSC ha sido util para estudiar el despliegue de estructuras secundarias de
proteinas y para caracterizar la estabilidad conformacional de proteinas en diferentes
condiciones, tanto en estado sdlido como liquido. Mientras que el despliegue de
proteinas produce picos endotérmicos medidos por DSC, la agregacion de proteinas se
detecta como un evento exotérmico (Biltonen y Lichtenberg, 1993; Chang y Yeung
2010). Los termogramas DSC de insulina indicaron un punto de fusion a 85°C, y la
desnaturalizacion ocurre solo si la insulina se calienta por encima de esta temperatura.
Los termogramas previos de DSC informaron dos picos distintos a 72°C y 86°C con
cantidades variables de zinc. La insulina humana libre de cinc a pH 7.4 muestra una
transicion aparente con un punto medio a 68.5 °C, segun Huus et al., (2005), insulina
nativa a 75°C segin Sarmento et al., (2006), y 85°C por Todinova et al., (2016). A pesar
de esto, IR y PAGE mostraron que la insulina expuesta a mayor temperatura de punto

de fusion no cambia estructuralmente.

108



7.3. CARACTERIZACION DE LOS LIPOSOMAS FASE 1y FASE II

7.3.1. Tamaiio de los Liposomas

En todos los preparados elaborados mediante el método de rehidratacion de pelicula
delgada se observan tres tamafios de particulas, mientras que en los elaborados por la
técnica de calentamiento se observan tres tamanos en los preparados LF2 y LF4, dos
tamafios en LF1 y LF3, mientras que se obtiene un tamafio homogéneo en LF5. En el
método de calentamiento las particulas en general presentan tamafios menores que en la
técnica de rehidratacion. El tamafio predominante de la formulacion hecha por el
Me¢étodo de Calentamiento se encuentra por encima de los 600 nm, mientras que en

método de rehidratacion de pelicula delgada se encuentra por encima de los 800 nm.

En la Fase 2, Los resultados muestran que LF3-PEG1, LF3-PEGS5 presentan dos grupos
de particulas, mientras que LF3-PEG2, LF3-PEG3 y LF3-PEG4 presentan tres grupos
diferentes de tamafios. El grupo de tamafio mas predominante en cada formulacion es
superior a 500 nm, sin embargo esto se determind de acuerdo con la intensidad de

dispersion de cada particula.

La distribucion de intensidad se pondera naturalmente de acuerdo con la intensidad de
dispersion de cada fraccion de particula o familia. Para materiales o polimeros
biologicos, la intensidad de dispersion de particulas es proporcional al cuadrado del
peso molecular. Como tal, la distribucion de intensidad puede ser algo engafiosa, ya que
una pequefia cantidad de agregacion / aglomeracién o presencia o una especie de
particulas mas grande puede dominar la distribucion. Sin embargo esta distribucion se
puede utilizar como un detector sensible para la presencia de material grande en la
muestra (Malvern, 2017). Sin embargo, si asumimos que todas las particulas son
esféricas, todas las particulas tienen una densidad homogénea y equivalente, es posible
transformar estos datos en valores numéricos, las distribuciones de tamafos numéricos
solo se deben usar para estimar las cantidades relativas de material en picos separados
como medios y particularmente Las anchuras son menos fiables: LF3 tiene un tamafio
medio de 131 + 38 nm con 97,2% de predominio en la poblacién de particulas, LF3-

PEG1, LF3-PEG4 y LF3-PEGS tiene tamafios mayores de 445 nm, LF3-PEG2 muestra
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97,3% de la poblacién con tamafio de 97,6 £ 10,5 nm y 87,6% de la poblacion de LF3-
PEG3 de tamano 131,4 + 33,3 nm, sin embargo, estos datos son una cantidad relativa,
ya que el Zetasizer Nano utiliza la teoria Mie por defecto para convertir las

distribuciones de tamaio de intensidad en volumen y nimero Para todos los tamafios de

particulas (Wriedt, 2012).

7.3.2. Indice de Polidispersién

Todas las muestras tienen una distribucion heterogénea, con la excepcion de LF2 de
rehidratacion de pelicula delgada que muestra un indice de polidispersion bajo respecto
a los demés. Los preparados con contenido de PEG, continian mostrando poblacion de

particulas heterogénea.

El indice de polidispersidad proporciona informacion sobre la distribucion del tamano
de particula, todas las formulaciones mostraron polidispersidad elevada con excepcion
de LF1 y LF2 con polidispersidad moderada, esto podria afectar a la estabilidad del

sistema en términos de aglutinacion de particulas (Malvern, 2017)

El indice de polidispersion (IPD) es una medida que estima la heterogeneidad de los
tamafos de particula en un compuesto (Awad et al, 2008). Un IDP < a 0.25 demuestra
mayor uniformidad, monodispersién, y garantiza la estabilidad del sistema ya que
disminuye la probabilidad de cambio del tamafio de particula en corto tiempo. El IPD
con valores mayores a 0.5 indican pobre uniformidad de la muestra o polisdispersion de
esta (Cheng et al, 2013; Karn et al, 2013; Pereira-Lachataignerais et al, 2006). Los
indices de polidispersion altos presuponen la formacion de un sistema inestable que
muy probablemente no permitird mantener en dispersion las particulas por tiempos

prolongados.

El incremento en el IPD puede atribuirse a que el exceso de energia es absorbida en la
superficie de las particulas a consecuencia del esfuerzo mecénico, lo que provoca
modificaciones en la distribucion del tamafio de particula y en la amplitud de las

mismas (Xu y Zhang, 2009).
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7.3.3. Potencial Z

El potencial zeta de un preparado de liposomas puede ayudar a predecir el destino de
estos y la eficacia terapéutica in-vivo. Ademds, ayuda en la investigacion del
comportamiento de los liposomas influenciado por su carga superficial. Los liposomas
en dispersiones acuosas tienden a agregarse y posteriormente se fusionan en el
almacenamiento si tienen potenciales zeta inferiores (Batalla et al., 2014). El valor del
potencial zeta demuestra la estabilidad de los sistemas de particulas. Es una medida de
las fuerzas repulsivas entre las particulas. Las particulas que tienen una potencial Z de
menos de -30 mV o mas de +30 mV se consideran generalmente estables (Malvern,
2017). Considerando que los valores del Potencial Zeta de las formulaciones LS1 y LS3
de ambos métodos y la formulacion del método de calentamiento LS4 fueron superiores
a -30 mV, confirma la estabilidad aceptable asi como su uniformidad y suspension de
homogeneidad de tamafio. Con presencia de PEG-2000 PE en su composicion, todos
los formulados muestran adecuados valores de potencial Z, sin embargo son

relativamente menores con los obtenidos con la formulacion LF3 de la Fase 1.

7.3.4. Porcentaje de Encapsulacion

Se observa que mediante la técnica de centrifugacion a 10000 rpm hay un porcentaje de
encapsulacion muy bajo, lo cual puede indicar que los sistemas se rompen durante el
proceso y liberan su contenido de insulina, lo cual no permite evaluar en realidad la
cantidad de insulina que logro incorporarse a los sistemas. En la ultrafiltracion ocurre la
separacion de las fases, sin embargo los valores obtenidos nos muestran valores de
insulina incorrectos, lo cual indica que muy probablemente debido a la flexibilidad de
los liposomas, estos atraviesan las membranas de filtracion, alterando la completa

separacion.

De modo que se realiz6 Ultracentrifugacion a 25000 revoluciones por minuto (rpm),
donde se obtuvo una adecuada separacion de fases. Luego de comparar los tres métodos
de separacion se concluye que la separacion adecuada se realiza por medio de este

ultimo método, descartando los otros dos métodos nombrados.
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Los resultados mostraron que los liposomas flexibles preparados por el método de
calentamiento poseian un mayor porcentaje de atrapamiento en comparacion con el
método de rehidratacion de pelicula fina. LS2 en ambos métodos mostré el menor
porcentaje de encapsulacion de insulina, estas formulaciones contienen colesterol. En
ambas técnicas, el aumento de proporciones de fosfolipidos y surfactante aumenta el
porcentaje de encapsulacion, pero aparentemente aumenta el tamano y la
heterogeneidad de las particulas. LS3 y LS4 del método de calentamiento mostraron un

encapsulado superior al 60%.

En la fase 2, los resultados mostraron que los liposomas flexibles con un 10% de
adicion de PEG presentaban un mayor porcentaje de captura (> 81%) en comparacion
con las otras formulaciones con diferente cantidad de PEG. LF3 Y LF-PEG3 mostraron
tamafio y distribucion similares. Los liposomas convencionales habian mostrado
porcentajes de atrapamiento inferiores comparados con liposomas flexibles. En esta
investigacion, la adicion de PEG a liposomas flexibles genera un aumento en el

porcentaje de encapsulacion.

7.4. ESTABILIDAD DE LOS FORMULADOS

El estudio de estabilidad muestra que los liposomas mantienen su tamafio y carga
durante al menos sesenta dias. Sin embargo es necesario realizar estudios adicionales de

estabilidad a largo plazo.

7.5. PRUEBAS DE DISOLUCION IN-VITRO

El perfil de disolucion se realizd con membranas de dialisis, donde la liberacion del
farmaco observada es el resultado de dos procesos de transporte paralelos: la liberacion
del farmaco desde los liposomas y la difusion del firmaco liberado a través de la
membrana de didlisis (Xu et al., 2012). Es muy importante determinar la cinética de
difusion del farmaco a través de la membrana de didlisis para comprender las
caracteristicas reales de liberacion del fairmaco. Sin embargo, para las nuevas formas de

dosificacion no existen normas regulatorias o compendiales, la evaluacion in-vitro de la
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liberacion de medicamentos asume mayor importancia como un indicador de la calidad

y el rendimiento del producto (D'Souza, 2014).

Para transportar el farmaco directamente al objetivo, los liposomas deberian tener una
estabilidad in-vivo razonable (retenciéon del farmaco) durante la circulacion. Para
simular este escenario, en la primera etapa de la prueba de liberacion in-vitro, las
formulaciones de liposomas se dializaron contra el tampdn y a la temperatura corporal
de la rata (38 °C) (Xu et al., 2012). Los farmacos hidrofilos, tales como Insulina, se
encapsulan en el compartimiento acuoso interno del liposoma y se separan del medio
exterior mediante una bicapa hidr6foba. Debido a su alta polaridad, no es posible la
particion y posterior difusiéon de moléculas de insulina en la bicapa lipidica. Por esta
razon, la dilucidn de liposomas en el medio de liberacion de PBS no tuvo efecto sobre la
retencion de farmaco dentro de los liposomas (Bhardwaj y Burgess, 2010). Esto
determina la alta estabilidad de las bicapas lipidicas que reducen en gran medida la
difusion de moléculas de farmaco. Durante esta etapa se encontraron 3.22% de insulina
de FL y 1.46% de FL-PEG3 en el medio, esta pequeiia cantidad podria explicarse por la

insulina no encapsulada en la formulacion.

En el cuerpo, después de que los liposomas entren en las células diana mediante
endocitosis, se espera que se rompan en los endosomas debido a la hidrolisis inducida
por pH, y se liberar4 el contenido de los liposomas (Xu et al., 2012; Sonia y Sharma,
2014). In-vitro para imitar este tipo de caracteristicas de liberacion del farmaco, se
afiadieron soluciones tensoactivas al final de la prueba de la primera etapa para simular
los estimulos para la liberacion del farmaco desde los liposomas. El uso de TRITON X-
100 como surfactante no i6nico actué como disruptivo para la estabilidad de las bicapas
de liposomas, y genera la difusion del farmaco a través de la bicapa lipidica (Xu et al.,

2012).

En sujetos sanos, el vaciado gastrico a medio tiempo (T1 / 2) normalmente ocurre para
liquidos en 80.5 &+ 22.1 min y para s6lidos 143.6 = 54.6 min (Hellmig et al., 2006). En
ratas sanas, el vaciado gastrico puede ocurrir entre 20 minutos y 200 minutos (Tomlin et

al., 1993). Por este motivo, no es necesario obtener valores de la disolucién en pH
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gastrico durante mas tiempo. En medio de HCI, el 20,78% de la insulina se habia
liberado en la formulacién de FL antes de la adicion de tensoactivo y el 22,92% para
FL-PEG3, era de 4 horas en condiciones acidas. Es evidente que se liberaba mas
cantidad de insulina con medio de pH &cido en comparacion con el medio PBS. Sin
embargo, el efecto en la liberacion después de la adicion de tensoactivo puede suponer
que la bicapa lipidica no se interrumpi6é completamente por efecto del pH bajo, porque
la liberacion mejora después de la adicién de tensoactivo. Esta informacion es muy
crucial en el momento de la administracion oral de formulaciones de FL y FL-PEG3; es
importante considerar que este porcentaje probable de liberacion de insulina en el
estobmago no puede generar control de glucosa, porque el ambiente 4cido con un rango
de pH de 1.5 a 3.5 induce la protedlisis de proteinas y péptidos en aminodcidos
constituyentes, dipéptidos y tripéptidos para la absorcion (Sonia y Sharma, 2014). Sin
embargo, el porcentaje de insulina no liberada durante el tiempo en el estdbmago
probablemente esté protegido por los restos de la bicapa lipidica, que no sufrieron
ningin cambio en el pH intestinal, puede permitir que los liposomas con la insulina no
liberada contintien su proceso de absorcion. Esta absorcion puede ocurrir directamente,
debido a la evidencia existente de absorcion de insulina en el tracto gastrointestinal en la
rata por infusion directa de una solucion de insulina en varias partes del TGI (32, 33), se
encontr6 que la insulina se adsorbe al plasma apical membrana e internalizado por

endocitosis.

Sin embargo, como se discutié anteriormente, existen otras teorias sobre la interaccion
de las particulas de lipidos con la membrana gastrointestinal, como: fusion, endocitosis,
transporte paracelular o transcelular o absorcion por el sistema linfatico. Es muy dificil
saber cual de estas vias es utilizada por los liposomas para cruzar las barreras, ya que
depende de varias caracteristicas, como la composicion, la técnica de preparacion, la
carga i6nica, etc. Sin embargo, los liposomas flexibles que llegan al intestino deben ser
capaces de deformarse para pasar por uniones estrechas (Cevce et al., 1998; Jadupati et
al., 2012). Para sortear estas barreras dificiles, la insulina puede administrarse utilizando
portadores submicrométricos (didmetro <1 mm), (Garcia-Fuentes et al., 2005; Pinto
Reis y Damgé, 2012). De los diferentes portadores submicrométricos, las formulaciones

obtenidas mostraron que pueden permanecer en estado solido a la temperatura corporal
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(Miiller et al., 1995), son particularmente atractivos para la administracion oral de

proteinas.

Los péptidos, como la insulina, se degradan facilmente en el tracto GI en presencia de
varias enzimas proteoliticas (Thompson et al., 2010). Se suponia que la incorporacion
de insulina en un liposoma flexible con PEG habia reducido su degradacion enzimatica,
porque estaba parcialmente protegida en el pH &acido del estbmago y completamente

protegida en el pH intestinal.

El céalculo de los factores de diferencia (f7) y similitud (f2) estima la diferencia
porcentual entre las dos curvas en cada punto de tiempo y es una medida del error
relativo entre las dos curvas (Costa y Souza Lobo, 2001). La liberacion de insulina en
formulacion FL y FL-PEG3 fue similar en medio HCI, pero diferente en medio PBS. El
enfoque del factor de similitud independiente del modelo es un método relativamente
simple y ampliamente aceptado para comparar los perfiles de disolucion. Sin embargo,
los criterios asociados con la aplicacion de esta prueba no estan armonizados en todo el

mundo (Diaz et al., 2016).

Los valores farmacocinéticos como el area bajo la curva (AUC), el tiempo medio de
disolucion (MDT) y la eficacia de la disolucion (DE) en el medio PBS no mostraron
diferencias entre FL y FL-PEG3. Mientras tanto en medio HCI estos pardmetros son
similares para FL y FL-PEG3. Es consistente con los resultados de los factores de

similitud y diferencia.

El perfil de liberacion se ajusta al modelo de Korsmeyer-Peppas, el cual describe el
mecanismo de liberacién de farmacos de los sistemas poliméricos (Kousar et al., 2013).
En la Tabla 7 se describe el exponente de liberacion n del modelo cinético de
Korsmeyer-Peppas, que describe el mecanismo de liberacion del farmaco. Dependiendo
de su valor, el proceso de liberacion puede ser impulsado por la difusion de Fick, la
erosion o la combinacion de ambos mecanismos. Para todos los casos, el valor n es>
0,89, es un mecanismo de transporte de farmacos asociado con las tensiones y la

transicion de estado en polimeros vidriosos hidréfilos que se hinchan en agua o fluidos
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biologicos. Eso indicaria un mecanismo de liberacion de farmaco controlado por
difusion (Singhvi y Singh, 2011). Esto sugiere que puede haber mas de un mecanismo
involucrado en la cinética de liberacion, refiriéndose a la combinacion de mecanismos
de liberacion de drogas basados en difusion y erosion (Costa y Souza Lobo, 2001;
Singhvi y Singh, 2011; Kousar et al., 2013). Segin este modelo en medio HCI, la
liberacion del 90% de la insulina de FL se alcanza a 510,79 + 2,59 minutos, mientras
que para FL-PEG3 se alcanza a 504,84 + 1,59 minutos. Confirma la liberacién de
similitud obtenida para ambas formulaciones en medio 4cido. Sin embargo, en el medio
PBS el comportamiento de la liberacion fue muy diferente para ambas preparaciones,
ninguna de ellas libera una cantidad significativa antes de la exposicion al surfactante;
FL alcanzo el 90% de la liberacion de insulina a 280.85 + 3.32 minutos después del uso
de surfactante y LF-PEG3 alcanzo el 90% de liberacion a 337.74 + 9.57 minutos. Todos
los parametros de disolucion permiten concluir que FL-PEG3 tuvo una accion mas

prolongada que FL en el escenario mimético de la liberacion en las células objetivo.

Los resultados mostraron que la inclusion de polimero en la estructura de liposoma
flexible genera un nanovehiculo excelente para proteinas tales como insulina en
términos de estabilidad y composicion. Ademas, el perfil de disolucion mostré6 una
accion mas prolongada en la simulacion de algunas condiciones del tracto
gastrointestinal con buena retencion de fairmaco dentro de los liposomas. A pesar de
eso, es necesario evaluar el comportamiento de la formulacién en otros posibles
escenarios del tracto gastrointestinal antes de realizar pruebas in-vivo en sujetos

diabéticos.

7.6. PRUEBAS IN-VIVO

Se informd que la insulina atrapada por los liposomas redujo significativamente los
niveles de glucosa en plasma de los animales diabéticos por administracion oral (Patel y
Ryman, 1976), lo que sugiere la posibilidad de que los liposomas sean una herramienta
de administracion oral de farmacos peptidicos. Sin embargo, la eficacia de los

liposomas como una forma de dosificacion oral ain no se ha definido debido al
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comportamiento complejo de los liposomas en el tracto GI (Spangler, 1990; Chodhari et

al., 1994).

Los desafios de desarrollar una formulacion de insulina oral estdn asociados a las
barreras que tendrian que cruzarse. La principal barrera es la absorcion a través de la
membrana gastrointestinal. En términos generales, la absorcion de moléculas en el
tracto gastrointestinal (TGI) se produce a través de la ruta paracelular o transcelular. Las
moléculas con un alto peso molecular, como la insulina (6 KDa), no penetrarian a través
de esta ruta. Este gran tamafio molecular, su carga y su hidrofilicidad impedian la
absorcion de la insulina por difusion transcelular. Las uniones estrechas presentes entre
las células evitan el transporte paracelular de farmacos, con la excepcion de moléculas
de farmacos hidrofilos que pesan menos de 200 Da (Mustata y Dinh, 2006). Sin
embargo, la evidencia morfocitoquimica y bioquimica para la absorciéon de insulina se
demostré en el TGI de rata (Bendayan et al., 1994). Esto se logré mediante la infusion
directa de insulina en diversas partes del TGI, seguida de visualizacién con marcadores
de oro e inmunoensayo de insulina en la sangre (Khan y Agarwal, 2003). Se encontr6
que la insulina se adsorbe en la membrana plasmatica apical y se internaliza por

endocitosis (Bendayan et al, 1990).

Por lo cual, los liposomas flexibles son suficientemente flexibles para pasar a través de
los poros considerablemente mas pequefios que ellos mismos; esta capacidad de
deformacion es la razon para seleccionarlos para sondear por esta ruta, debido a que los
liposomas flexibles deben adaptarse a su forma para pasar a través de uniones estrechas

(Ceve 1998, 2003).

Obstaculos adicionales son los cambios de pH y las enzimas en todo el TGI. En el
estdbmago estan las proteasas asparticas llamadas pepsinas. En el intestino delgado, las
proteasas pancreaticas que consisten en la serina endopeptidasa (tripsina, o-
quimotripsina, elastasa y exopeptidasas, carboxipeptidasas A y B) son responsables de
la degradacion de las proteinas (TenHoor y Dressman, 1992). Para reducir el ataque
enzimatico y proteger a los cambios de pH es necesario mantener la insulina dentro del

portador; por esa razon se seleccionaron liposomas, porque tienen buenas propiedades
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de permeacion porque su estructura bicapa es similar a la de la membrana celular, y se
ha demostrado que la insulina cuando se encapsula dentro de los liposomas esta
probablemente protegida de la degradacion proteolitica en el TGI (Patel y Ryman 1976;
Patel et al., 1982; Owens et al., 2003), ademdas la administracion de liposomas no

informa ningun efecto toxico.

Otra barrera es la capa de moco presente en el intestino. El revestimiento de mucina
presenta una barrera fisica en lugar de una barrera quimica. Se informa que la capa de
mucina es mas gruesa en el estdmago y el colon, mientras que en el intestino delgado el
grosor varia segin el grado de actividad digestiva. La capa de moco disminuye la
velocidad de difusion de los farmacos para alcanzar la superficie de absorcion de las
células epiteliales (Lai et al., 2009), aunque el efecto es insignificante para los farmacos

hidrofilos de bajo peso molecular (Sonia y Sharma, 2014)

Sin embargo, los liposomas también tienen algunas limitaciones, en primer lugar,
generalmente muestran una semivida de circulacion corta después de la administracion
debido a la captacion de liposomas en el sistema reticuloendotelial (RES); en segundo
lugar, son propensos a adherirse entre si y fusionarse para formar vesiculas mas grandes
en suspension, lo que puede dar lugar a fugas de inclusion. Por lo tanto, la estabilidad es
un problema general en las vesiculas lipidicas (Degim 2006; Sipai Altaf Bhai et al.,
2012). Se han investigado muchos intentos, tales como la modificacion de la superficie
de los liposomas, para mejorar sus propiedades. En general, el material modificado en
superficie de los liposomas incluye proteinas, polisacaridos, glicolipidos, PEG, etc. PEG
es un polimero soluble en agua, no toxico, no antigénico y biocompatible que ha sido
aprobado por la FDA para aplicaciones humanas intravenosas, orales y dérmicas. El
polimero de PEG forma una cubierta exterior en los liposomas con efectos beneficiosos.
El polietilenglicol soluble en agua forma un revestimiento de polimero protector, que se
encontrd6 que mejoraba el tiempo de circulacion de los liposomas al disminuir la

absorcion en el RES (Rajamanickam Vijayakumar et al., 2016).

Las formulaciones FL1 y FL2 administradas por via oral no mostraron reduccion en los

niveles de glucosa, lo que sugiere que los liposomas flexibles no superaron todas las
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barreras TGI, considerando que la insulina estaba protegida dentro de los portadores y
adicional protegida por polimero modificado, soporta cambios de pH y agresion
enzimatica , pero probablemente no fue suficiente para cruzar a fondo la capa de moco;
Es comun que las particulas de portadores de farmacos administrados por via oral
queden atrapadas dentro de la capa mucosa del intestino, independientemente de su
tamafio (Sonia y Sharma, 2014). Estas particulas atrapadas en el moco tienen, entonces,
una capacidad muy limitada para la absorcion sistémica y la administracion de

farmacos.

En la administracion de via transdérmica, solo FL1 mostré una pequena reduccion en
los valores de glucosa en comparacion con los otros. Sin embargo, la reduccion no fue
suficiente para reducir la glucosa a niveles normales, a pesar de la experiencia con otras
drogas que sugiere que la biodistribucion de los farmacos inyectados y administrados

transcutaneamente puede ser muy similar (Ceve et al., 2002; Ceve, 2003).

Los liposomas flexibles son nuevos portadores de farmacos, llamados también
transfersomas, que proporcionan medios para la administracion transdérmica no
invasiva de agentes terapéuticos. Cuando se cargan con insulina y se aplican en una
cantidad razonable, inducen una hipoglucemia terapéuticamente significativa en ratones
y en humanos con buena eficacia y reproducibilidad. Esto ofrece nuevas oportunidades
para el uso terapéutico de grandes agentes biogénicos o biotecnoldgicos, tales como
péptidos, en la piel de mamifero intacta (Cevc et al., 1998). Los atajos transcutaneos,
como las glandulas o los foliculos capilares, juegan un papel importante en el proceso
de difusiéon molecular a través de la piel (Potts y Guy, 1992). A pesar de esto, estos son
demasiado limitados o demasiado impermeables para permitir que una molécula grande,
como la insulina, atraviese la piel en cantidades apreciables. Esto explica por qué una
aplicacion cutanea de insulina en las micelas de lipidos mixtos o liposomas no tiene un
efecto hipoglucémico significativo (Cevc et al, 1998). Investigaciones previas informan
la posibilidad de que solo las moléculas con un peso inferior a 500 Da puedan atravesar
la piel (Potts y Guy, 1992). Sin embargo, otros investigadores indicaron que las
vesiculas aplicadas por esta via se desintegran en la piel y liberan sus componentes con

poca eficacia en el cuerpo (Schreier y Bouwstra, 1994).
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Aparentemente, las micro-lesiones cutaneas han demostrado mejorar la penetracion de
vesiculas a través de la piel. Los dafios generados permeabilidad andémala a las
moléculas de insulina, que corresponden a aumentar el transporte de liposomas
flexibles. Sin embargo, estos efectos de las lesiones cutaneas deben reflejarse en la
mayor variabilidad interindividual (Cevc et al, 1998). Probablemente sugiere una causa
de efecto reducido de nuestra formulacion. Ademads, la penetracion de los liposomas
flexibles estd completa en relacion con la dosis aplicada y el area de aplicacion

superficial (Schreier y Bouwstra, 1994).

Todas las formulaciones administradas por via subcutanea mostraron una reduccion a
los niveles de glucosa a valores normales. Sin embargo, ambas formulaciones alcanzan
valores mas altos de glucosa antes de que la insulina se administre sola. El hecho de que
los niveles de glucosa disminuyan con la inyeccioén subcutanea de nanocarmacos indico
que las formulaciones pueden liberar su contenido. Pero a pesar de la excelente eficacia
de encapsulacion de estos liposomas flexibles, la liberacion de insulina se limit6 in-vivo
por via oral y transdérmica. Sugiere que otra posibilidad es que el nanovehiculo no
permita que la proteina cruce su membrana, porque la temperatura de transicion de los
lipidos utilizados en la fabricacion no alcanza un ambiente térmico adecuado dentro del
cuerpo para liberar su contenido. Por esa razén es necesario reducir esta temperatura de
transicion. Las transiciones polimorficas de la matriz de particulas lipidicas presentan
una barrera para la caracterizacion fisicoquimica y el desarrollo exitoso de la

formulacion (Martins et al, 2007).

La temperatura de esta transicion (Tm) es una caracteristica fisica extremadamente
importante de los liposomas. De hecho, la transicion de fase y la fluidez de las
membranas de fosfolipidos determinan propiedades tales como empaquetamiento,
permeabilidad, fusidon, agregacion, unidn a proteinas, todo lo cual puede afectar
marcadamente la estabilidad de los liposomas y su comportamiento en sistemas

bioldgicos (Lassic, 1993).
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Los liposomas flexibles vacios administrados en animales sanos mostraron una pequeia
reducciéon de los niveles de glucosa en comparacion con los animales sin tratamiento.

Sin embargo, es necesario evaluar este efecto en animales diabéticos.

En conclusion, la administracion oral es la via mdas adecuada para obtener un
comportamiento fisiologico similar de la insulina; sin embargo, los desafios para
desarrollar formas de dosificacion de insulina oral son significativos, considerando que
la absorcion de insulina es el principal obstaculo. Sin embargo, los resultados de este
estudio indican que los liposomas flexibles mantienen la insulina protegida en su
interior, tanto que la insulina no podria liberarse al exterior en la via oral y
transdérmica, pero eso indica que es posible obtener un nanovehiculo con alto contenido
de insulina; sin embargo es necesario modificar algunos detalles en la composicion,
como la temperatura de transicion de los lipidos de la formulacion, para lograr mejoras
en la liberacion in-vivo de esta proteina en diferentes rutas a subcutdneas. Se estan

investigando otros estudios para aclarar estos puntos.

8. CONCLUSIONES

La insulina tiene una biodisponibilidad muy baja cuando se administra por vias
alternativas debido a su baja permeabilidad e inestabilidad frente a las enzimas y
cambios de pH. Los liposomas pueden proporcionar una capa protectora para las
moléculas de insulina, y hay un nimero de estudios que indican que las moléculas de
farmacos en forma de liposomas pueden penetrar mas eficazmente a través de las

membranas celulares (Patel y Ryman 1976; Iwanaga et al, 1997; Owens, 2003)

El tamafio de particula de los liposomas es muy importante, ya que las particulas
grandes tenderan a ser excretadas fuera del cuerpo a una velocidad mucho mas rapida
que las mas pequefias mas largo lo cual puede causar toxicidad. El indice de
polidispersidad proporciona informacion sobre la distribucion del tamafio de las
particulas, todas las formulaciones mostraron una alta polidispersidad con excepcion de
LS1 y LS2 con polidispersidad moderada, lo que podria afectar a la estabilidad del

sistema en términos de aglutinacion de particulas (Malvern, 2017).
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Los resultados mostraron que los liposomas flexibles preparados por método de
calentamiento poseian un mayor porcentaje de atrapamiento en comparacion con el
método de rehidratacion de pelicula fina. En ambas técnicas, el aumento de
proporciones de fosfolipidos y surfactante aumenta el porcentaje de encapsulacion, pero

aparentemente aumenta el tamafio y la heterogeneidad de las particulas.

La insulina se someti6 a alta temperatura en el proceso de fabricacion, se determino la
integridad de su estructura. Los termogramas DSC de insulina indicaron un punto de
fusion a 85°C, y la desnaturalizacion solo se produce si la insulina se calienta a esta
temperatura. Se realizaron estudios de PAGE para confirmar la estructura de la insulina;
se encontro estable en Insulina a formulaciones de 4°C, 60°C y 100°C. Adicionalmente,
junto con los resultados obtenidos de dichas insulinas expuestas en las pruebas in-vivo,
los datos sugieren que la refrigeracion de la insulina en periodos cortos no es esencial. A
pesar de los pequefios cambios estructurales que puede sufrir la insulina, el efecto
bioldgico no se ve afectado. Las formulaciones farmacéuticas que requieren altas
temperaturas para su preparacion, pueden usarse para insulina sin afectar su efecto
bioldgico. Sin embargo, es necesario evaluar la actividad bioldgica de esta proteina bajo

diferentes condiciones de desnaturalizacion y extender este estudio a otra especie.

El método de calentamiento, es un modelo de técnica para la produccion rapida y
sencilla de las vesiculas lipidicas. Ademas, esta técnica evitd el uso de disolventes
organicos, reduciendo la toxicidad sin afectar la estabilidad y la respuesta clinica, es un
método relativamente econdmico y eficaz para fabricar liposomas cargados eficazmente
con insulina, con una dispersidad y estabilidad superiores usando un protocolo simple y
rapido en comparacion con otros métodos tradicionales (Mozafari 2005, 2010; Mozafari

et al., 2007).

La adicion de PEG a los liposomas flexibles redujo el tamafio de particula de liposomas,
asi como el porcentaje encapsulado en comparacion con los liposomas flexibles
convencionales. Ademas, uno de los principales problemas que limita el uso

generalizado de liposomas es la estabilidad, tanto fisica como quimica, sin embargo los
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liposomas flexibles con PEG mantienen la estabilidad durante mas de 60 dias, la
formacion de sedimento o el aumento de la turbidez de sobrenadantes no se observaron
hasta este periodo. Los liposomas flexibles cargados de insulina son un nano-
transportador potencialmente adecuado para proteger las proteinas contra la

desnaturalizacion y la degradacion causadas por el tracto gastrointestinal.

En las pruebas in-vivo previas se ha demostrado que la administracion oral es la via
mas adecuada para obtener un comportamiento fisioldégico similar de la insulina; sin
embargo, los desafios para desarrollar formas de dosificacién de insulina oral son
significativos, considerando que la absorcion de insulina es el principal obstaculo. Sin
embargo, los resultados de este estudio indican que los liposomas flexibles mantienen la
insulina protegida en su interior, tanto que la insulina no podria liberarse al exterior en
la via oral y transdérmica, pero eso indica que es posible obtener un nanovehiculo con
alto contenido de insulina; sin embargo es necesario modificar algunos detalles en la
composicion, como la temperatura de transicion de la formulacion, para lograr mejoras
en la liberacion in-vivo de esta proteina en diferentes rutas a subcutdneas. Se estdn

investigando otros estudios para aclarar estos puntos

Las pruebas de disolucion In-vitro del preparado LF3-PEG3 muestran que el poco
efecto que se obtuvo en las pruebas in-vivo puede ser debido a la insulina que quedo
fuera de los sistemas, ya que en el momento de agregar el surfactante TRITON X-100,
el cual rompe por completo los liposomas, se muestra una liberacion de la insulina. Lo
cual confirma que nuestros sistemas si han encapsulado la insulina de manera eficiente,
pero que la temperatura de transicion que requieren para generar liberacion no es
suficiente, de modo que se debe disminuir la temperatura de transicion de nuestros

preparados y de esa manera asegurar la liberacion de la Insulina.
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