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Resumen. La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronica metabdlica que se
caracteriza por una elevacion anormal de la glucosa sanguinea. La afeccion surge de la
alteracion metabdlica de los carbohidratos, las grasas y las proteinas causada por la
alteracion en la liberacion de insulina, la accion de la insulina o ambas. Hoy en dia la DM
plantea un importante problema de salud publica. La DM y las complicaciones derivadas de
la DM imponen una carga bastante importante para las personas, asi como para el sistema
sanitario de algunos paises. En el area veterinaria, la DM es comun en perros de mediana
edad y geriatricos. Se estima un gasto de $ 70 ddlares por mes solo en insulina, y un valor
de mercado (conservador) proyectado de ~ $ 110 millones de ddlares por afio. Se elabord
una formulacién de insulina de liberacibn modificada y se evalué mediante pruebas
preclinicas, la prueba de concepto o de eficacia y de toxicidad in vivo, en un modelo
experimental de diabetes mellitus tipo | en ratas Wistar, con el fin de contar con el perfil de
seguridad y eficacia del prototipo. Se probaron varios preparados de liposomas flexibles
con adicién de polimeros por diferentes métodos de manufactura; las caracteristicas fisicas
y de estabilidad fueron determinadas para todos los preparados y los mejores preparados
fueron evaluados in vivo en modelos experimentales de ratas Wistar de diabetes tipo 1
inducidos por medio de la administracion de estreptozotocina a dosis de 45mg/k por via
intraperitoneal, para determinar su liberacién y efecto biolégico. Se utilizaron 51 ratas Wistar
sanas, machos, de 250-300 gramos de peso vivo; se distribuyeron de manera aleatoria en
9 grupos de seis animales cada uno, del grupo 1 al grupo 8, y el grupo 9 con 3 animales, a
los cuales se les administré un formulado de liposomas con y sin insulina (humerados del
1 al 7), con diferentes caracteristicas fisicoquimicas, tanto por via oral (PO) como por via
subcutanea (SC). Se observé que los formulados 1 y 2 iniciaron su efecto farmacolégico
hipoglucemiante por via SC aun antes que la insulina comercial de accion intermedia,
persistiendo su efecto por mas tiempo. Por via oral no se observaron efectos
hipoglucemiantes. En estudios previos se observaron resultados similares por estas vias,
con el uso de liposomas, pero con distintos surfactantes; lo anterior permite el desarrollo de
nuevos modelos de nanoparticulas para la administracion de insulina. La via subcutanea
resultdé ser la via de administracion mas eficiente de los formulados disefiados para
disminuir glucemia en comparacién con la via oral. Los excipientes utilizados para la
fabricacion de liposomas no ejercieron algun efecto en los niveles de glucosa en sangre.
Sobre los resultados obtenidos en la toxicidad, en los hallazgos post mortem, de las ratas

del presente estudio, se observo degeneracion de los érganos analizados (higado y rifion),



tales como acumulacién de gotitas de lipidos, infiltracion de células inflamatorias, aumento
de contenido fibroso, dilatacion de los vasos porta, congestion de estos vasos y proliferacion
de células epiteliales de los conductos biliares.

Palabra clave: liposomas, insulina, diabetes, glucosa.



Abstract. Diabetes mellitus (DM) is a chronic metabolic disease characterized by an
abnormal elevation of blood glucose. The condition arises from metabolic disturbance of
carbohydrates, fats, and proteins caused by an imperfection in insulin release, insulin action,
or both. Today, DM poses a significant public health problem. DM and the complications
derived from DM impose a fairly considerable burden on individuals and the health system.
DM is common in dogs, affecting middle-aged to senior dogs. Estimated spending of USD
70 per month on insulin alone and a projected (conservative) market value of ~ USD 110
million per year. Objective: Developed an insulin formulation of enhanced, modified release
and evaluation through preclinical tests, proof of concept or efficacy and toxicity, in vivo, in
an experimental model of diabetes mellitus in Wistar rats, to have the safety and efficacy
profile of the prototype. Methodology: Several preparations of flexible liposomes with
polymers were received by different manufacturing methods. For all the formulations,
determined the physical and stability characteristics. The best formulations were evaluated
in vivo in experimental models of Wistar rats of type 1 diabetes induced by the administration
of streptozotocin at a dose of 45mg/kg intraperitoneally to determine its release and
biological effect. Fifty-one healthy male Wistar rats of 250-300 grams live weight were used.
The animals were randomly distributed into nine groups of six, each (from group 1 to group
8), and group 9 with three animals, to which a formulation of liposomes with and without
insulin  (numbered from 1 to 7) was administered, with different physicochemical
characteristics, both orally and subcutaneously (SC). Results and Discussion: It was
observed that formulations 1 and 2 started their hypoglycemic pharmacological effect by the
SC route even before the intermediate-acting commercial insulin, persisting in its impact for
a longer time. Oral hypoglycemic effects were not observed. Similar results have been
observed in previous studies by these routes, with the use of liposomes but with different
surfactants; This allows the development of new models of nanoparticles for the
administration of insulin. Conclusion: The subcutaneous route turned out to be the most
efficient route of administration of the formulations designed to reduce glucose concentration
in blood compared to the oral way. In addition, the excipients used to manufacture liposomes
did not affect blood glucose levels. Regarding the results obtained in toxicity, in the post-
mortem findings of the rats in this study, degeneration of the analyzed organs (liver and
kidney) was observed, such as accumulation of lipid droplets, infiltration of inflammatory
cells, increase in content fibrous, dilatation of the portal vessels, congestion of these vessels

and proliferation of epithelial cells of the bile ducts.
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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad cronica metabdlica que se caracteriza
por una elevacion anormal de la glucosa sanguinea (Mufioz, 2014). La afeccion surge de la
alteracion metabdlica de los carbohidratos, las grasas y las proteinas causada por la
deficiencia en la liberacion de insulina, la accién de la insulina o ambas (Sen, 2016). Las
principales categorias de diabetes son de tipo 1, tipo 2, y la DM gestacional. Tanto la DM
tipo 1 como el tipo 2 son enfermedades multifactoriales en las que un trasfondo genético
muy complejo interactia con factores ambientales que contribuyen al desarrollo de la
enfermedad (Chatzigeorgiou et. al., 2009; FID, 2019)

Hoy en dia la DM como enfermedad, plantea un importante problema de salud
publica. La Federacion Internacional de Diabetes (FID) ha estimado que, en 2017, 425
millones de personas (el 8,8% de todos los adultos) en todo el mundo de entre 20 y 79 afios
ahora tienen diabetes. Si esta tendencia ascendente continla, que es el escenario mas
probable, entonces, para 2045, se estima que 693 millones de personas de 18 a 99 afios,
0 629 millones de personas de 20 a 79 afios, vivan con DM (Vallianou et. al., 2021). La DM
se esté convirtiendo en uno de los principales problemas de salud del mundo que afecta a
personas de todas las edades, incluidos nifios, jovenes, adultos y mujeres embarazadas.
La DM y las complicaciones derivadas de la DM imponen una carga bastante importante

para las personas, asi como para el sistema sanitario (Sen et. al., 2016).

La DM tipo 1 es comun en perros de mediana edad hasta geriatricos. Se estima que
la prevalencia de DM dentro de la poblacién de perros de compafiia oscila entre el 0,2% y
el 1,2%, y es incluso mayor en razas genéticamente predispuestas como Samoyedos,
Terriers tibetanos, Cairn Terriers y otras. Ademas, sobre una base de datos de 2,5 millones
de pacientes caninos, la prevalencia de DM en perros ha aumentado en un 79,7% desde
2006 (Banfield’s State of Pet Health, Informe de 2016). Suponiendo una poblacion general
de 70 millones de perros en EE. UU. solo en 2012, se prevé un minimo de 165 000 perros
diabéticos solo en EE. UU. Una encuesta reciente a gran escala indicé ademas que 1/10
perros diabéticos estan siendo eutanaziados en el momento del diagndstico de la DM, y
1/10 podrian ser eutanaziados dentro de un afio. Con un gasto estimado de $ 70 délares
por mes solo en insulina, se estima un valor de mercado (conservador) proyectado de

aproximadamente ~ $ 110 millones de ddlares por afio (Moshref, et. al., 2019).

Tratamiento con insulina. El tratamiento con insulina ha sido altamente especifico

y efectivo frente a esta enfermedad y lo que se busca es simular la secrecion fisiolégica de
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la insulina, la cual ocurre de manera continua, para mantener el nivel basal, y también de
manera aguda, desencadenada por el aumento de la glicemia ocasionado por la ingesta de

alimentos (Mufioz, 2014).

En el &rea humana la insulina es la linea de vida para los pacientes con DM tipo 1,
de la misma forma para los pacientes con esta enfermedad en la Medicina Veterinaria. El
uso inadecuado de la insulina puede ser peligroso. Dado que se espera que los pacientes
se apliquen las inyecciones ellos mismos, la educacion adecuada del paciente y la familia
es imprescindible para un control éptimo de la diabetes (Sahasrabudhe et al., 2017). La
terapia con insulina se asocia con efectos adversos cutaneos importantes, que pueden
afectar la cinética de absorcion de la insulina y provocar variaciones glucémicas por encima
y por debajo de los niveles objetivo de glucosa en sangre. Las complicaciones comunes de
la inyeccion subcutdnea de insulina incluyen: lipoatrofia, lipohipertrofia, reacciones
alérgicas como eritema, prurito, endurecimiento, y reacciones cutaneas idiosincraticas

(pigmentacion, acantosis nigricans) (Richardson et. al., 2003).

Por lo tanto, los sistemas alternativos de administracion de farmacos no invasivos,
seguros, compatibles con el paciente y convenientes son esenciales para eliminar los
problemas clinicos asociados con la inyeccién de insulina (Niu et al., 2014). Los puntos
fuertes y las limitaciones de varias vias de administracion no invasivas, como la oral, bucal,
nasal, pulmonar, peritoneal y transdérmica, se han investigado y revisado exhaustivamente
(Wong et al., 2016; Shah et al., 2016; Wong et al., 2018). La insulina se puede encapsular
en sistemas de administracion de farmacos en nanoparticulas, microparticulas y liposomas.
Los liposomas se definen como vesiculas esféricas que consisten en una o mas bicapas
lipidicas. Estudios previos han indicado que los liposomas se pueden administrar a través
de varias vias de administracion, y en comparacion con otros sistemas de administracion
de farmacos de tamafio submicrénico, los liposomas parecen ser sistemas potenciales de
administracion oral de farmacos debido a su biocompatibilidad, efecto protector contra la
degradacién enzimatica, membranas bicapa estables y orientacion especifica de células
blanco (Wong et al., 2018).

En el presente trabajo de investigacion, es continuacion de la linea de investigacion
previa iniciada por la Dra. Arciniegas et al., 2020. Previo a este estudio se desarroll6 un
prototipo de liberacion modificada de insulina incluida en liposomas con diferentes
composiciones de excipientes en su estructura, que permita simular la liberacion fisiologica

de insulina ante las variaciones de la concentracion de glucosa en sangre en pacientes con



diabetes mellitus tipo 1. Ademas de su evaluacion de eficacia y toxicidad pre clinica in vivo
en modelos biolégicos experimentales inducidos de diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) en ratas
Wistar.

El desarrollo de un vehiculo novedoso que permita la administracion de insulina con
efectos normoglucemiantes en pacientes con DMT1 a largo plazo, disminuird los efectos
adversos de la aplicacion constante de esta hormona por via subcutanea, y por la via de
administracion oral se estableceran las bases para una mejora en el desarrollo de
formulaciones de liposomas para considerar esta via como alternativa terapéutica en la

administracion de insulina.

Aunque se ha publicado la inocuidad de los excipientes utilizados en la formulacion
(Rowe et. al., 2009), se decidié conocer si existia algun efecto en la salud de los animlaes,
se considerd la medicion de analitos de importancia clinica tales como la alanino
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), urea, nhitrégeno uréico en
sangre (BUN), y creatinina en los modelos experimentales de DMT1 inducida en ratas
Wistar, con extraccién de muestras sanguineas previo a la administracion de liposomas y

al término de su periodo de experimentacion.

Para conocer la eficacia de los liposomas con y sin insulina se obtuvieron muestras
de sangre en diversos periodos de tiempo de los modelos experimentales en ratas Wistar
con DMT1 para el monitoreo de la concentracién de glucosa, y de esta forma descubrir la
vida media y el tiempo de absorcién de la insulina contenida en los liposomas y de los

efectos de los excipientes en los niveles de glucosa en sangre.

Al término del tratamiento, se realiz6 la necropsia de los sujetos utilizados en el

estudio, y se obtuvieron muestras para el andlisis histopatolégico de los rifiones e higado.



2. ANTECEDENTES

Los liposomas son pequerias vesiculas artificiales de forma esférica que pueden crearse
a partir de colesterol y fosfolipidos naturales no téxicos. Debido a su tamafio y caracter
hidrofébico e hidrofilico (ademas de biocompatibilidad), los liposomas son sistemas
prometedores para la administracion de farmacos. Las propiedades de los liposomas
difieren considerablemente segun la composicion lipidica, la carga superficial, el tamafio y
el método de preparacion. Los liposomas pueden atrapar compuestos hidrofébicos e
hidrofilicos, evitar la descomposicion de las combinaciones atrapadas y liberarlas en los
objetivos designados (Cuadrol) (Akbarzadeh, 2013).

Cuadro 1. Ventajas y desventajas de los liposomas

Ventajas

Los liposomas aumentan la eficacia y el indice terapéutico del farmaco.
El liposoma aumenta la estabilidad a través de la encapsulacion.

Los liposomas no son toxicos, son flexibles, biocompatibles, completamente
biodegradables y no inmunogénicos para administraciones sistémicas y no sistémicas.

Los liposomas reducen la toxicidad del agente encapsulado.

Los liposomas ayudan a reducir la exposicion de los tejidos sensibles a farmacos toxicos.

Flexibilidad para acoplarse con ligandos especificos del sitio para lograr una orientacion

activa

Clasificaciéon de liposomas. El tamafio de los liposomas puede variar desde
vesiculas muy pequefias (0,025 pm) hasta vesiculas grandes (2,5 ym). Ademas, los
liposomas pueden tener membranas de una o dos capas. El tamafio de la vesicula es un
parametro agudo para determinar la vida media en circulacion de los liposomas, y tanto el
tamafio como el nUmero de bicapas afectan la cantidad de farmaco encapsulado en los

liposomas. Segun su tamafio y numero de bicapas, los liposomas también se pueden



clasificar en una de dos categorias: 1. Vesiculas multilamelares (MLV) y 2. Vesiculas
unilamelares (VU). En los liposomas multilamerales grandes (LMLV), las vesiculas tienen
una estructura de cebolla. Clasicamente, varias vesiculas unilamelares se formaran en el
interior de otras de menor tamafo, formando una estructura multilamelar de esferas
concéntricas de fosfolipidos separadas por capas de agua. Las vesiculas unilamelares
también se pueden clasificar en dos categorias: 1. vesiculas unilamelares grandes (LVU)
y 2. vesiculas unilamelares pequefias (SUV). En los liposomas unilaminares, la vesicula
tiene una Unica esfera bicapa de fosfolipidos que encierra la solucion acuosa (Akbarzadeh,
2013).

Los liposomas convencionales y novedosos se han investigado ampliamente para
la administracion oral de péptidos en las Ultimas décadas. Los liposomas convencionales
se preparan Unicamente con fosfolipidos indispensables y colesterol, mientras que los
liposomas novedosos estan constituidos por fosfolipidos substituidos parcialmente y
colesterol (Schlegel et al., 2011).

Estos transportadores submicrénicos han atraido una atencién sustancial para
encapsular farmacos peptidicos y proteicos. Para optimizar el tamafio de las particulas y la
eficiencia de atrapamiento de la insulina en el nucleo, se deben tomar en cuenta varios
factores, que incluyen la proporcion de fosfolipidos/colesterol, la proporcién de
fosfolipidos/farmaco, el pH del agente amortiguador durante la hidratacién y la proporcion
de fase de la emulsion de agua en aceite. Una proporcion adecuada de
fosfolipidos/colesterol permite la formacion de la fluidez de la membrana, permitiendo la
encapsulacion de grandes cantidades de moléculas de insulina y evitando la fuga de

insulina del nacleo del liposoma (Wong et al., 2018).
Categorias de liposomas que se han investigado para incluir a la insulina:

1. Liposomas convencionales: estructuras con bicapa simple/multi vesicular.
2. Liposomas con capa revestida:
- Liposomas revestidos de polimeros naturales (ejemplos: quitosano, dextrano)
- Liposomas revestidos de nanoparticulas de silice.
- Liposomas revestidos con polietilenglicol.
- Liposomas revestidos de mucina.
3. Liposomas con orientacion especifica de célula blanco:

- Liposomas con biotina modificada.



- Liposomas con &cido félico modificado.
- Liposomas con lecitina modificada (ejemplos: aglutinina de germen de trigo,
lectina de tomate, aglutinina europea ulex)
4. Bilosomas: liposomas que contienen sales biliares:
- Deoxicolato de sodio.
- Taurocolato de sodio.
- Glicolato de sodio.
5. Liposomas que contienen esteroles boténicos.
6. Proliposomas: se convierten a liposomas una vez con el contacto con medios
fisiolégicos.
7. Liposomas dobles: preparados con filtros con poros de diferentes tamaiios.

8. Liposomas a base de lipidos de membrana arqueobacteriana (Wong et al., 2018)

En investigaciones previas, Arciniegas et al., 2019, se obtuvieron 14 formulaciones
de liposomas con encapsulacion de insulina, compuestos con diferentes surfactantes,
tamafio de distribucion, indice de polidispersion y potencial Z; los cuales obtuvieron un
porcentaje de encapsulacién mayor al 61%, con una concentracion de insulina de 15Ul/mL.
Todos estos fueron evaluados in-vivo en ratas Wistar (con induccibn de DM con
estreptozotocina), por medio de su administracion oral y subcutdnea, y sus curvas de

glucosa fueron obtenidas durante 480 minutos.

Todas las formulaciones por via subcutanea obtuvieron una 6ptima reduccion en los
niveles de glucosa, sin embargo, la adicion de BrijL23 produjo una mejor reduccion durante
los 420 minutos. Por la via oral, la reduccién de glucosa no alcanzé los niveles normales,
pero la adicion de Poloxamero 407 y BrijS10 mostraron la mejor reduccién de los niveles
de glucosa por esta via. Concluyeron que la adicién de surfactantes a la estructura lipidica
puede modificar la liberacion de insulina por diferentes rutas de administracion, pero esto
depende de las caracteristicas del mismo surfactante, asi como de la temperatura de la
fase de transicion de la bicapa lipidica (Arciniegas et al., 2020). Por lo anterior, en el
presente trabajo se decidi6 continuar con el disefio de liposomas en diferentes
concentraciones con el fin de mejorar el efecto de los prototipos de insulina de liberacion

modificada, en la reduccién de la hiperglicemia en ratas diabetizadas experimentalmente.



3. DIABETES MELLITUS
La diabetes mellitus (DM) es un grupo de trastornos metabodlicos de numerosas
etiologias caracterizados por hiperglucemia e intolerancia a la glucosa. Sed, vision borrosa,
poliuria y pérdida de peso son los sintomas generales de la DM. En la progresion diabética
grave, las complicaciones como la cetoacidosis 0 un estado hiperosmolar no cetésico
pueden provocar estupor, y la falta de un tratamiento eficaz puede aumentar el riesgo de

coma y muerte (Sen et.al., 2016).

3.1. Clasificacion de la diabetes mellitus.

Las principales categorias de diabetes son tipo 1, tipo 2, y la DM gestacional. Tanto
la diabetes mellitus tipo 1 como el tipo 2 son enfermedades multifactoriales en las que un
trasfondo genético muy complejo interactia con factores ambientales que contribuyen al

desarrollo de la enfermedad (Chatzigeorgiou et al., 2009; FID, 2019).

La diabetes tipo 1 esta causada por una reaccion autoinmunitaria en la que el
sistema inmunitario del organismo ataca a las células beta del pancreas que producen
insulina. Como consecuencia, el cuerpo no produce insulina o la cantidad que produce no
es suficiente (FID, 2019). La diabetes tipo 1 (comUnmente conocida como diabetes de inicio
juvenil o insulinodependiente) representa aproximadamente el 10% de todos los casos de
diabetes mellitus y se caracteriza por una destruccion autoinmune de las células beta
pancreaticas por linfocitos efectores que conduce a la pérdida de produccion de insulina y
la hiperglucemia prospectiva. Al menos 20 genes del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) estan implicados en la diabetes tipo 1, que se caracteriza por la presencia de
autoanticuerpos contra proteinas como la insulina, la descarboxilasa del acido glutamico
(GAD) vy la tirosina fosfatasa ICA512 (también conocida como IA-2) (Chatzigeorgiou et al.,
2009). En el area de la Medicina Veterinaria, la presentacién de la enfermedad en los
perros, suelen tener entre 4 y 14 afios y la mayoria son diagnosticados entre los 7 y los 10
afos. La diabetes ocurre en las hembras con el doble de frecuencia que en los machos
(AVMA, 2022).

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (cominmente conocida como diabetes de inicio
en la edad adulta) representa aproximadamente el 90% de todos los casos (Chatzigeorgiou
et al., 2009). La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) también se conoce como diabetes mellitus
no insulinodependiente (DMNID), que se caracteriza por la resistencia del tejido hacia la

accion de la insulina o la disminucion relativa de la secrecion de insulina. La DM tipo 2 esta
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relacionada con la obesidad y suele aparecer més tarde en la vida (después de los 40 afios
en el humano). La DMT2 puede pasar desapercibida (asintomatica) durante varios afios, lo
que puede dar lugar a diferentes complicaciones. Las personas que padecen DMT2 no

dependen de la insulina de una fuente exdgena. (Sen et al., 2016).

La Diabetes mellitus gestacional (DMG), se refiere a las mujeres embarazadas
previamente diagnosticadas con diabetes o que padecen hiperglucemia diagnosticada por
primera vez durante el embarazo (FID, 2019). El desarrollo de resistencia a la insulina al
final de la gestacion es un proceso comun en los humanos. La fisiopatologia subyacente de
la DMG se caracteriza por presentar la disminucion de la sensibilidad a la insulina
(respuesta normal de los tejidos a su accion, explicada por el factor de sensibilidad a la
insulina) o por el aumento de la resistencia a la insulina (la respuesta bioldgica disminuida
en los tejidos blancos, principalmente masculo, higado y grasa a los efectos biol6gicos de
esta hormona)(Morales et al., 2007) que se define como la incapacidad de una
concentracion definida de insulina para efectuar una respuesta biol6gica predecible del

metabolismo de los nutrientes a nivel del tejido diana (Poretsky, 2017).

3.2. Insulina.

Es secretada por las células beta de los islotes de Langerhans en el pancreas. Llega
al higado a través de la circulacién portal y luego se extiende al resto del cuerpo y alcanza
sus otros drganos diana, principalmente el musculo esquelético y tejido adiposo. La sintesis
y secrecion de insulina se estimulan predominantemente por el aumento en las
concentraciones de glucosa en la sangre, pero el grado en el que las células beta responden
a la glucosa es modificada por muchos otros factores, incluyendo nutrientes, hormonas y

estimulacion nerviosa. (Burge et al., 1997; Porte, 2002; Borgofio et al., 2012).

Los principales blancos de accion de la Insulina en el metabolismo de la glucosa se

encuentran en:

*Higado

-Estimula la utilizacion de glucosa promoviendo la glucogénesis.

-Estimula el depdsito de glucégeno.

-Reduce o inhibe la produccion hepética de glucosa (Glucogendlisis).

-Reduce o inhibe la formacién de glucosa a partir de aminoacidos (Gluconeogénesis).
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*Musculo Esquelético
- Mejora la disponibilidad, almacenaje y oxidacion de la glucosa.

- Estimula la traslocacion del transportador GLUT-4 del citoplasma a la membrana celular

muscular.
-Estimula la sintesis de proteinas musculares.
*Adipocito

- Disminuye la lipdlisis en el adipocito y con ello la disponibilidad de glicerol para la
gluconeogénesis (Rodriguez, 2003).

3.3. Indicaciones para la terapia con insulina.

Los objetivos del tratamiento con insulina son los siguientes: normalizar la glucosa
en ayunas, normalizar la glicemia posprandial y minimizar el riesgo de hipoglicemia
(Rodriguez, 2003).

Se requiere insulina para tratar los siguientes grupos:

1. Diabetes tipo 1 (propensa a la cetosis): todos los pacientes desde el diagndstico.
2. Diabetes tipo 2

+Con falla secundaria a los medicamentos antidiabéticos o pobre control glicémico.
*Durante una enfermedad intercurrente grave (puede ser temporal).

*Con complicaciones metabdlicas agudas (p. €j., estados hiperosmolares)

*Con complicaciones diabéticas avanzadas, (por ejemplo, insuficiencia renal)
*Antes, durante y después de una cirugia o procedimientos mayores

*Durante el tratamiento con esteroides orales o parenterales (glucocorticoides)

3. Diabetes gestacional (después de fallar con la dieta 0 medicamentos orales
antidiabéticos)

3.4. Clasificacién de los tipos de insulina.

Los diferentes tipos de insulina usados en el tratamiento de la DMT1 se clasifican por la

duracion de su accion en tres grupos principales:
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*De accidn corta.
*De accidn intermedia.
*Accion larga (Strachan, 2013)

La duracion de la accion puede prolongarse mediante la adicion a pH neutro de una
proteina de pescado llamada protamina para formar insulina is6fana (o NPH (protamina
neutra Hagedorn)). La protamina se une a la insulina y reduce su solubilidad después de la
inyeccion, lo que retrasa su absorcion. Al agregar un exceso de iones zinc a la insulina, se
produce la cristalizacién de la insulina en una suspension, lo que también retrasara la
liberacion de insulina después de la inyeccién subcutanea. Esto forma la insulina de
liberacion lenta, que son suspensiones de cristales de insulina zinc, en general, estas

insulinas "depot" modificadas son preparaciones turbias (Strachan, 2013).

3.5. Especificaciones para el desarrollo de preparados de insulina para el tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 1y tipo 2.

Las preparaciones de insulina se diferencian principalmente por sus perfiles
cinéticos/farmacodinamicos. Por lo general, se clasifican en preparaciones de accién
rapida, corta, intermedia y prolongada, y se utilizan solas o como mezclas libres o
preparaciones premezcladas de insulina de accién rapida / corta e insulina de accién
intermedia / prolongada en diversas proporciones. Se utiliza la misma clasificacién para los
analogos de insulina, que se diferencian de las preparaciones de insulina humana por la
sustitucién de aminoacidos u otros cambios quimicos, por ejemplo: adicién de una cadena
de &cidos grasos dentro de la molécula de insulina. (Owens, 2011; European Medicines
Agency, 2018; Jacob et. al., 2018; Donner et. al., 2019; Jarosinski et. al., 2021; Bolli et. al.,
2022).

Farmacocinética. Es necesario que también se realicen estudios de farmacocinética
(FC) en todo tipo de pacientes a los que se destina el tratamiento. Se deben proporcionar
datos farmacocinéticos completos, incluida la concentracion méaxima de insulina, el tiempo
hasta la concentracion méxima, el area bajo la curva insulina-tiempo y la vida media.
Ademas de los estudios cinéticos en voluntarios sanos, se deben realizar estudios en
pacientes diabéticos tipo 1y tipo 2, adultos y nifios (estratificados por edad), y en diversas
situaciones asociadas a la variabilidad farmacocinética: dosis de insulina, lugar de inyeccién

y grosor en la capa de grasa contribuye a la considerable variacion de los pardmetros
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farmacocinéticos observados con la insulina. (European Medicines Agency, 2018; Donner
et. al., 2019)

Farmacodindmica. Los datos farmacodindmicos en pacientes sensibles a la insulina
con diabetes tipo 1 son de importancia primordial para la comparacion de preparaciones de
insulina, incluido su uso en mezclas. La técnica de pinzamiento de glucosa, propuesta por
DeFronzo y colaboradores en 1979, la cual permite conocer tanto la sensibilidad tisular a la
insulina (hepatica y muscular) como la respuesta de la célula 8 a la glucosa; y esta misa
tiene dos variantes: el pinzamiento (“clamp”) hiperinsulinémico que permite cuantificar la
utilizaciéon global de glucosa bajo un estimulo de hiperinsulinemia y el pinzamiento
hiperglucémico, que permite medir la respuesta pancreética a la glucosa bajo condiciones
de hiperglucemia, son los métodos preferidos para evaluar el perfil de accion del tiempo de
las insulinas. (Martinez et. al., 2011; European Medicines Agency, 2018; Donner et. al.,
2019). El clamp hiperinsulinémico (hiperinsulinémico-euglucémico) se basa en el concepto
de que bajo concentraciones constantes de hiperinsulinemia, la cantidad de glucosa
captada por los tejidos insulinodependientes sera proporcional a la tasa de infusién de
glucosa exdégena necesaria para mantener constante la concentracion de glucosa
circulante. La meta del clamp es aumentar la concentracion de insulina en 100 pU/ml sobre
su valor basal y mantener constante la concentracibn de glucosa en sangre en
aproximadamente 90 mg/dl mediante ajustes periédicos en una infusién de glucosa. En
relacién con el clamp hiperglucémico, éste nos permite medir la respuesta pancreatica a la
glucosa bajo condiciones de hiperglucemia. Su meta es aumentar la concentracion
plasmética de glucosa a 125 mg/dl sobre la concentracion basal y mantenerla asi durante
un periodo aproximado de dos horas. En esta técnica el pancreas es sometido a un reto, lo
gue permite evaluar la secrecién bifasica de la insulina in vivo, donde una alteracion en la
primera fase de la secrecién de insulina sera un reflejo de una patologia de células 3
(Martinez et. al., 2011).

Estudios terapéuticos confirmatorios. Los estudios seran generalmente controlados
de forma activa utilizando una preparacion de insulina como comparador con un perfil
farmacologico similar al del agente analizado. En pacientes con diabetes tipo 1, el periodo
de ejecucion debe usarse para evaluar la variabilidad en los perfiles de glucosa en sangre
y el numero de episodios hipoglucémicos al inicio del estudio. Debe tener una duracién
suficiente para permitir la estabilizacién del control glucémico (European Medicines Agency,
2018).
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Los estudios terapéuticos de confirmacion deben evaluar la seguridad y eficacia de
la preparacion de insulina en la diabetes tipo 1 y tipo 2. Los pacientes deben ser tratados
con el objetivo glucémico teniendo en cuenta los efectos adversos limitantes, en particular
la hipoglucemia. La fase comparativa deberia durar habitualmente 6 meses. Para los
nuevos analogos de insulina, también deben estar disponibles datos de seguimiento que
cubran un periodo de al menos 12 meses (Dornhorst et. al., 2007; European Medicines
Agency, 2018).

3.6. Funcionalidad de la insulina: Autofosforilacién del receptor.

La insulina es una hormona importante que participa en la regulacion del
metabolismo energético y de los lipidos a través de la activacion de una cascada de
sefalizaciéon intracelular que involucra al receptor de insulina (INSR), las proteinas del
sustrato del receptor de insulina (IRS), la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) y la proteina quinasa
B (AKT).

La insulina activa el receptor de insulina tirosina quinasa (IR), que fosforila y recluta
diferentes adaptadores de sustrato como la familia de proteinas IRS (insulin receptor
substrate). El IRS fosforilado con tirosina muestra los sitios de unién para numerosos socios
de sefializacion. Entre ellos, PI3K (tipo de enzima que transmite sefiales en las células y
gue ayuda a controlar el crecimiento celular.) Algunos tumores tienen concentraciones mas
altas de PI3K que lo normal. También se llama cinasa PI3 y fosfatidilinositol-3 cinasa) tiene
un papel importante en la funcién de la insulina, principalmente a través de la activacién de
las cascadas Akt / PKB y PKC( (Cell Signaling Technology, 2021).

La Akt activada induce la sintesis de glucégeno mediante la inhibicion de GSK-3;
sintesis de proteinas a través de mTOR y elementos posteriores; y supervivencia celular
mediante la inhibicién de varios agentes pro apoptéticos (Bad, factores de transcripcion
FoxO, GSK-3 y MST1). Akt fosforila e inhibe directamente los factores de transcripcion
FoxO, que también regulan el metabolismo y la autofagia. A la inversa, se sabe que AMPK
regula directamente FoxO3 y activa la actividad transcripcional (Cell Signaling Technology,
2021).

La sefializacion de la insulina también tiene efectos mitogénicos y de crecimiento,
qgue en su mayoria estdn mediados por la cascada de Akt, asi como por la activacion de la
via Ras / MAPK. La via de sefalizacion de la insulina inhibe la autofagia a través de la

cinasa ULK1, que es inhibida por Akt y mMTORC1 y activada por AMPK. La insulina estimula
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la captacion de glucosa en los musculos y los adipocitos mediante la translocacion de las
vesiculas GLUT4 a la membrana plasmatica. La translocacion de GLUT4 implica la via PI3K
/ Akt y la fosforilacion de CAP mediada por IR, y la formacién del complejo CAP: CBL:
CRKII. Ademas, la sefializacion de la insulina inhibe la gluconeogénesis en el higado,
mediante la interrupcion de la union de CREB / CBP / mTORC2 (Cell Signaling Technology,
2021).

Entre otros efectos de la insulina, se sabe que regula varios aspectos del desarrollo
y funcién del tejido adiposo ya que estimula el programa de diferenciacion de las células
adiposas. La insulina puede activar sus respuestas en el tejido adiposo a través de dos
variantes de empalme de INSR: INSR-A, que se expresa predominantemente en células
mesenquimales y menos diferenciadas y principalmente ligada a la proliferacion celular, e
INSR-B, que se expresa mas en células terminalmente diferenciadas y acoplado a efectos
metabdlicos. Hallazgos recientes han revelado que diferentes distribuciones de INSR y una
relaciéon INSR A: INSR-B alterada pueden contribuir a anomalias metabdlicas durante el

inicio de la resistencia a la insulina y la progresién a diabetes tipo 2 (Cignarelli et. al., 2019).

El papel de la insulina en la regulacién del desarrollo y la funcién del tejido adiposo
es fundamental. La insulina estimula el transporte de glucosa y acidos grasos y la sintesis
de lipidos y suprime la lipdlisis (Laviola et. al.,2006). Ademas, la insulina ejerce un papel
fundamental en la modulacion de las Ultimas etapas de la diferenciacion de los adipocitos
al inducir la expresion de PPARYy, el gen maestro para la regulacion de la adipogénesis
(Cignarelli et. al., 2016). Ademas, varias moléculas con actividades paracrinas y endocrinas,
como leptina, adiponectina, quemerina, omentina y vaspina, asi como proteinas implicadas
en la remodelacion de la matriz extracelular, tienen una regulacion insulinodependiente y
existe una interaccion compleja entre la red vascular y los adipocitos (Cignarelli et. al.,
2019).

3.7. Insulina comercial.

Insulex R.
En el presente trabajo, se utilizara la insulex R, es una insulina de accién rapida,

isofana, se caracteriza por ser idéntica a la insulina humana natural y por su grado de
pureza. minimiza las reacciones alérgicas a la insulina, lipodistrofia y resistencia a la
insulina, y sera para ser encapsularla en los liposomas que se disefiaran, es una insulina
humana de accion rapida regular (origen ADN recombinante). Solucion inyectable 100

U.l./mL. Expresada en Pichia pastoris. La accion se inicia a los 30 min, el efecto méax. se
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presenta a las 1,5 a 3,5 h con una duracion de accién aproximada de 7-8 h. Via de

administracién:; subcutanea, intramuscular o intravenosa (Vidal Vademecum Spain, 2020)
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4. LA RATA COMO MODELO EXPERIMENTAL DE LA DIABETES MELLITUS

El uso de animales no humanos en la investigacion biomédica ha aportado
importantes contribuciones al progreso médico alcanzado en nuestros dias. Los seres
humanos han estado utilizando otras especies de animales vertebrados como modelos de
su anatomia y fisiologia desde los albores de la medicina (Nuno Henrique, 2013). La rata
Noruega (Rattus norvegicus), conocida también como rata marron, ha sido utilizada en
investigacion por mas de un siglo y es, de hecho, la primera especie de mamifero
domesticada fundamentalmente para propésitos cientificos (Benavides, 2003). El uso de la
rata como animal de laboratorio y modelo experimental de la diabetes se ha venido
utilizando por sus caracteristicas bioldgicas y de modificacion en su tipo para el
conocimiento de la patogenia y alternativas terapéuticas de la enfermedad, asi mismo, los
resultados obtenidos son extrapolables tanto en la medicina humana como en la medicina

veterinaria; a continuacion, se presentan los datos biolégicos de la especie R. norvegicus.

La rata Wistar tiene un ciclo reproductor poliéstrico continuo de 4-5 dias. Alcanza la
pubertad a los 70-80 dias de vida, con un peso de 200 a 250g, y mantiene una capacidad
de concebir unos 18-20 meses. La duracién de la gestacion es de 21-22 dias, con camadas
de 7 crias por parto (Gonzalez, 2011). En el cuadro 2 se muestran los parametros biolégicos

de las ratas Wistar tomado de Gonzalez, 2011.

Cuadro 2. Parametros biolégicos basicos de ratas Wistar:

Parametro Valor normal
NUumero de cromosomas 42
Vida atil (afios) 2-4
Peso corporal al nacimiento (g) 4.5-6

Ingesta diaria de alimentos (g / 100g de 10
peso corporal)

Ingesta diaria de agua (mL/ 100g de 10-15
peso corporal)
Defecacidn (g/24h) 9-13
Produccidn de orina (mL/24h) 10-15
Peso de los 6rganos (en % de peso corporal)
Suprarrenal (simple) 0.02
Sangre 5-7
Cerebro 1
Corazoén 0.5
RiA6Gn (Gnico) 0.5
Higado 3
Pulmén 1
Ovario (Unico) 0.05



Bazo 0.2

Testiculo (sencillo) 0.5
Timo 0.07
Tiroides 0.005

En los modelos de diabetes, el desarrollo de la enfermedad en las ratas Wistar se
asemeja tanto en humanos como en perros de maneras importantes, y de la posibilidad de
administrar o modificar agentes externos (por ejemplo, toxinas, estrés, dieta y vacunacion)
para modificar la enfermedad; y para los estudios de farmacos, el tamafio de la rata permite

extracciones de sangre en serie. (lannaccone, 2009)
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5. ESTREPTOZOTOCINA
La estreptozotocina (STZ) se aisl6 por primera vez del microorganismo
Streptomyces acromogenes, mostrando actividad antibiética de amplio espectro. Desde su
descubrimiento en 1959, la STZ se ha utilizado ampliamente para la induccién de diabetes
tipo 1 en animales de experimentacion y en estudios preclinicos. Entre varios productos
guimicos disponibles utilizados para inducir la diabetes, STZ es el mas preferido para

modelar la diabetes humana en animales (Goyal, 2016).

Las alteraciones estructurales, funcionales y bioquimicas observadas en la diabetes
inducida por STZ se asemejan a las que suelen aparecer con la diabetes en otras especies
con en humanos y caninos. Por lo tanto, la diabetes inducida por STZ representa un modelo
clinicamente relevante para estudiar la patogenia de la diabetes y las complicaciones
asociadas en animales de experimentacion. El género es un factor responsable de las
variaciones en la induccion de diabetes entre machos y hembras, ya que los estrégenos
interfieren con la accibn de STZ, las hembras son menos susceptibles a la accién
diabetogénica de STZ que los machos. Quimicamente, la STZ es un compuesto de
glucosamina nitrosourea y se denomina en el sistema IUPAC como (2-desoxiD-glucosa

derivado de N-metil-N-nitrosilurea) (Goyal, 2016).

La STZ es un compuesto hidréfilo que se presenta como un polvo cristalino de color
amarillo palido o blanquecino con un peso molecular de 265 g/mol y férmula molecular
C8H15N307. Tiene una vida media bioldgica corta de solo 5-15 min. La acumulacién de
STZ es preferentemente en las células beta pancreaticas a través del sistema transportador
GLUT2 lo que da como resultado la citotoxicidad de las células beta. Principalmente se
utiliz6 como agente alquilante en la quimioterapia de tumores metastasicos de los islotes
pancreaticos. La actividad diabetogénica de STZ se hizo evidente por primera vez en 1963.
Posteriormente se utiliz6 como opcién para la diabetes experimental en animales (Goyal,
2016).

Estructuralmente se parece a la 2-desoxiD-glucosa, pero con un reemplazo en la
posicion C2 con un grupo N-metil-N con un grupo metilo unido en un extremo y una

molécula de glucosa en el otro (Goyal, 2016).

La mortalidad por STZ es multifactorial y la principal causa puede ser la toxicidad en
sistemas de 6rganos vitales como el rifién, el corazon y el sistema nervioso central. Existen

informes sobre los sintomas inducidos por STZ tales como la enfermedad de Alzheimer
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(Salkovic, 2013), dolor crénico (Courteix, 1993), genotoxicidad, muerte de neuronas
retinianas, tumores renales y deformidades éseas en animales de laboratorio (Goyal, 2016).

5.1. Mecanismo de accion de la estreptozotocina.

La STZ contiene una molécula de glucosa unida a una fraccién de metilnitrosourea
altamente reactiva y se cree que ésta ejerce los efectos citotdxicos de la STZ, mientras que
la fraccidn de glucosa dirige la sustancia quimica a las células 3 pancreaticas. La STZ tiene
una vida media corta, debido al rapido metabolismo en el higado y la eliminacién por
excrecion renal. Una vez que la STZ se elimina del cuerpo, el deterioro funcional adicional
del higado o el riidn puede atribuirse a los efectos de la hiperglucemia diabética. Esta es
la base para estudiar los mecanismos de las complicaciones diabéticas de STZ en estos
organos, asi como en otros érganos como el cerebro, el corazén y los musculos (Akinlade,
2021; Barriga et al., 2022).

Al ser un andlogo de la glucosa, la STZ ingresa a las células B a través del
transportador GLUT2 y se acumula intracelularmente. La STZ dentro de las células forma
un agente alquilante, diazometano (DAM), que provoca la metilacién del ADN y provoca
fragmentacion del ADN, dafio celular, eventual apoptosis y necrosis. y por lo tanto una
accion diabetogénica. Aparte de la metilacién del ADN, la STZ también induce diabetes a
través de multiples mecanismos, como el aumento de los niveles de NADPH, ya sea por
autooxidacién de glucosa o produccion de diacilglicerol (DAG) y aumento de la generacién
de radicales libres de 02, activacion de la via de la proteina quinasa C, flujo de glucosa a
través de la ruta metabdlica de los polioles, acumulacion de productos finales de glicacién
avanzada y secrecion de citoquinas. Al involucrar todos estos mecanismos, debido a que
la STZ dafia selectivamente las células B, se le considera un compuesto Unico para modelar
la diabetes en animales con una construccion aceptable y validez aparente (Gonzélez,
2000; Lenzen, 2008; Giacco, 2019).

La STZ es mas estable a un pH acido de 4.5y se degrada a un pH alcalino del citosol
en las células B pancreaticas y produce un subproducto diazometano (DAM) que actla
como agente alquilante. La STZ conduce a una rapida degradacion de las hebras de ADN

a través de la interaccion entre STZ y los residuos de citosina en el ADN (Goyal, 2016).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) aumentan y provocan un desequilibrio
entre los mecanismos de defensa prooxidantes y antioxidantes del cuerpo y da como

resultado una condicion llamada estrés oxidativo (Eleazu, 2013).

18



Las primeras etapas de la diabetes inducida por STZ en ratas se caracterizan por la
generacion de radicales libres que incluyen especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS
y RNS). Estas especies reactivas como el radical superéxido (02), el peroxido de hidrégeno
(H202), el radical hidroxilo (OH) y el peroxinitrito (ONOOQO) inducen estrés oxidativo en
animales diabéticos. La autooxidacion de la glucosa, la via de los polioles, la glicacién de
proteinas y la formacion de productos de glicacién avanzada son mecanismos que generan
radicales libres, los cuales son responsables del estrés oxidativo en animales y humanos
diabéticos. La administracién de STZ a animales de experimentacion muestra un aumento
de malondialdehido y una disminucién de los niveles de las enzimas antioxidantes catalasa,
glutation peroxidasa y superéxido dismutasa. Por lo tanto, el aumento de la peroxidaciéon
de lipidos y la disminucién de la actividad antioxidante significan vulnerabilidad de las
células B al estrés oxidativo inducido por STZ. El acido Urico se forma como consecuencia
de la degradacién del trifosfato de adenosina (ATP) por la xantina oxidasa (XOD) durante
el metabolismo de STZ. Libera radicales superdxido e hidroxilo a partir de la dismutacién
del H20. Este aumento de la produccién de ROS con privacion de catalasa y glutation

peroxidasa estimula el proceso de destruccion de las células B (Goyal, 2016).

Las consecuencias auxiliares incluyen la formacién de endoperéxidos, acumulacion
de tromboxano-B22 y trombosis. El estrés oxidativo y la via del NO estan relacionados
porgue se modulan entre si, provocando la destruccion de las células B después de la
administracion de STZ (Goyal, 2016).

El dafio del ADN inducido por STZ desencadena el proceso llamado poli ADP-
ribosilacion. Conduce al agotamiento del dinucle6tido de nicotinamida y adenina celular
(NAD+), la reduccion del contenido de ATP y la sucesiva inhibicién de la sintesis y secrecion
de insulina. La accion diabetogénica de STZ en animales se atribuye a la reduccion de
NAD+ pancreético. La metilacion y el dafio del ADN inducidos por STZ conducen al inicio
de los procesos de reparacion del ADN, que implican la activacion de la poli(ADP-ribosa)
sintetasa (PARP) que agota el NAD+ celular y el ATP. La activacion del proceso de
poliADPribosilacion es mas importante para la diabetogenicidad de STZ que el propio dafio
del ADN. Provoca la activacién de las xantina oxidasas (XOD) y la formacién de acido Urico,
radicales superoxido, peréxido de hidrogeno y radicales hidroxilo; se manifiesta como

aumento del estrés oxidativo y muerte celular (Goyal, 2016).

Los mecanismos de reparacion del ADN sobre estimulados provocan la activacion

sostenida de PARP, agotando asi las reservas de NAD+ y ATP. La concentracion
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disminuida de ATP da como resultado la inhibicion de la sintesis de insulina y la induccion
de diabetes. Una disminucion de NAD+ también conduce a la terminacion de la funcion

celular y la muerte de las células B (Wilson, 1990; Eleazu, 2013).

5.2. Respuesta glucémicay de insulina ante la administracion de estreptozotocina
(ST2)

Los animales tratados con STZ muestran una respuesta glucémica trifasica después
de la destrucciéon de células B. Se caracteriza por una fase hiperglucémica inicial con
disminucién del nivel de insulina. La segunda fase hipoglucémica se debe a una liberacién
masiva de insulina de las células B rotas. La fase hiperglucémica constante y final implica
un aumento de los niveles de glucosa en sangre hasta 350-400 mg/dl. La primera fase
comienza con un aumento de la concentracion de glucosa en sangre, 1 h después de la
administracién de la toxina, y una disminucion de la insulina plasmatica. Esta fase
hiperglucémica, que suele durar de 2 a 4 h, esta provocada por la inhibicion de la secrecion
de insulina que conduce a la hipoinsulinemia. Durante esta fase las células B muestran las
siguientes caracteristicas morfoldgicas: vacuolizacion intracelular, dilatacién del reticulo
endoplasmico rugoso, disminucién del &rea de Golgi, reduccién de los granulos secretores

y del contenido de insulina, e inflamacién de las mitocondrias (Lenzen, 2008).

La segunda fase, nuevamente una fase hipoglucémica, generalmente ocurre de 4 a
8 h después de la inyeccion de la toxina y dura varias horas. Puede ser tan grave que
provoque convulsiones e incluso puede ser mortal sin la administracion de glucosa, en
particular cuando las reservas de glucdgeno hepatico se agotan por inanicién. Esta grave
hipoglucemia transicional se produce por la inundacion de la circulacién con insulina como
resultado de la ruptura de la membrana celular y de los granulos secretores inducida por la
toxina. Ademas de los cambios morfoldgicos observados en la primera fase, los nicleos de
las células beta son picnéticos y no muestran tincion positiva para TUNEL; estos cambios
son irreversibles. La tercera fase es la fase hiperglucémica diabética permanente. Desde el
punto de vista morfolégico, se observa desgranulacién completa y pérdida de la integridad
de las células beta en un plazo de 12 a 48 h. Las células no beta permanecen intactas, lo
gue demuestra el caracter selectivo de células beta de la accién toxica. Los restos celulares
gue se originan de las células beta moribundas son eliminados por macr6gagos scavengers

no activados (Lenzen, 2008).
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Figura 1. Niveles trifasicos de glucosa e insulina en sangre después de la inyeccion de
STZ (Adaptado de Goyal, 2016).

5.3. Anormalidades en ratas diabéticas.

La rata se usa comunmente como modelo animal para la diabetes tipo 1 inducida
por STZ. La produccion de un estado diabético en ratas depende de la dosis de STZ (Arison
et al., 1967; Junod et al., 1969; Ganda et al., 1976). El procedimiento mas utilizado es
administrar una dosis de STZ (40 a 70 mg/kg) a ratas de 8 a 10 semanas de edad (Brondum
et al., 2005).

La disfuncién de las células B pancreaticas y los cambios en la glucosa sanguinea
y la insulina en ratas diabéticas inducidas por STZ se acompafian de muchas otras
anomalias. En ratas con diabetes se demostr6 un aumento de las concentraciones
plasmaticas de la fosfatasa alcalina, la aspartato transaminasa y la alanina transaminasa y
cambios en las concentraciones de otras enzimas relacionadas con el metabolismo de los
carbohidratos. Ademas, se encontraron niveles elevados del factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), interleucina 1b (IL-1b), IL-6, factor nuclear kB (NF-kB) unidad p65 y NO (6xido
nitrico) comparadas con las ratas control. Estudios recientes también han demostrado un

deterioro en el sistema de defensa antioxidante en ratas diabéticas inducidas por STZ. Los
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niveles de perbxidos de lipidos, hidroperoxidos y carbonilos de proteinas son
significativamente mas altos en plasma, tejido pancreético y rifibn de animales diabéticos.
Simultaneamente, se encontré que las concentraciones plasmaticas de las enzimas
superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation-S-transferasa estaban
profundamente reducidas en eritrocitos, tejido pancreatico, higado y rifidn de ratas con

diabetes en comparacion con animales sanos (Szkudelski, 2012).
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8. JUSTIFICACION

Durante la ultima década, ha sido evidente que la incidencia mundial de diabetes
esta aumentando drasticamente como resultado de la pandemia de diabetes. La DM se
esta convirtiendo en uno de los principales problemas de salud del mundo que afecta a
personas de todas las edades, incluidos nifios, jévenes, adultos y mujeres embarazadas.
La DM y sus complicaciones derivadas imponen un gasto financiero bastante importante
para las personas, asi como para el sistema sanitario.

En el &mbito de la medicina humana en 2019:

*Aproximadamente 463 millones de adultos (20-79 afios) vivian con diabetes; se estima que
para 2045 esto aumentara a 700 millones.

*La proporcién de personas con diabetes tipo 2 esta aumentando en la mayoria de los
paises.

*El 79% de los adultos con diabetes vivian en paises de ingresos bajos y medios.

*1 de cada 5 de las personas mayores de 65 anos tiene diabetes.

*1 de cada 2 (232 millones) de personas con diabetes no fueron diagnosticadas.

La diabetes provoco 4,2 millones de muertes.

+La diabetes caus6 al menos USD 760 mil millones de délares en gastos de salud en 2019,
el 10% del gasto total en adultos.

*Mas de 1,1 millones de nifios y adolescentes viven con diabetes tipo 1.

*Mas de 20 millones de nacidos vivos (1 de cada 6 nacidos vivos) se ven afectados por la
diabetes durante el embarazo.

*374 millones de personas tienen un mayor riesgo de desarrollar DMT2.

Por otro lado, en la medicina veterinaria, en una encuesta mundial reciente de 1192
veterinarios se encontré que una de cada 10 mascotas diabéticas muere por eutanasia al
momento del diagnéstico, y otra de cada 10 lo hace a un afio del diagnostico
aproximadamente. En esta encuesta, los factores citados como contribuyentes a la decisiéon
de la eutanasia incluyeron los costos, los problemas para lograr un control glucémico
adecuado, el bienestar de la mascota y el impacto en el estilo de vida del propietario
(Niessen et al., 2017).

En el presente estudio se probaron formulados de liposomas con diferentes
concentraciones de excipientes conteniendo insulina en ratas Wistar diabetizadas con
estreptozotocina por via intraperitoneal para desarrollar la enfermedad de diabetes mellitus
tipo 1, con el objetivo de poder controlar las variaciones de glucosa en sangre por periodos

largos de tiempo, mucho mayores que el efecto causado por la insulina comercial de accion
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corta. Asi mismo, se propuso la via de administracion oral de la insulina. Por tanto, el
desarrollo de nuevas tecnologias para controlar la concentracion de glucosa en sangre en
pacientes con DMT1 permitir4 el mejoramiento de la calidad de vida de los pacientes en la
administracién de la insulina, asi como del acceso para todos ellos en la adquisicion de esta
hormona disminuyendo los gastos asociados en su tratamiento.

Por lo anterior, es importante conocer la fisiopatologia de la DM para poder
desarrollar nuevas alternativas terapéuticas, aminorar el impacto negativo a la salud de las
personas y los perros, y disminuir el desgaste econémico que conlleva el tratamiento de la
DM.
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9. HIPOTESIS
La administracién de prototipos de insulina incluida en liposomas, en ratas
diabetizadas experimentalmente, permitir4 reducir los niveles de glucemia por un tiempo

mas prolongado, que el que se logra con la insulina comercial de accion rapida.

10. OBJETIVO
Evaluar el efecto hipoglucemiante a través de pruebas preclinicas de siete
formulaciones de liposomas cargados con insulina en ratas Wistar diabetizadas con
estreptozotocina por via intraperitoneal, administrados por via oral forzada y via
subcutanea, con el fin de contar con el perfil de seguridad y eficacia de las formulaciones

prototipo.

10.1. Objetivos Especificos.

1. Determinar si existe un efecto terapéutico de los liposomas flexibles con y sin polimero
al ser administrados por via subcutanea y por via oral forzada en ratas Wistar con diabetes
mellitus experimental tipo 1.

2. Evaluar las alteraciones inducidas en higado y rifién ocasionados por la enfermedad y
conocer si hubo algiin cambio después de la administracion de los formulados con
liposomas, por medio de la evaluacién de los analitos: ALT, AST, Urea, Creatinina, BUN,
en suero sanguineo.

3. Evaluar los cambios patolégicos desarrollados por la enfermedad y conocer si hubo algin
cambio después del tratamiento con los formulados disefiados por medio del estudio

histopatoldgico.
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11. MATERIAL Y METODOS
El presente trabajo de investigacion esta financiado por el PAPIIT con la clave
1T202420.

Se utilizaron varios preparados de liposomas flexibles con adicién de polimeros por
diferentes métodos de manufactura; las caracteristicas fisicas y de estabilidad fueron
determinadas para todos los preparados (resultados que no se muestran en este estudio,
pero obtenidos en el trabajo realizado por Contreras et. al., 2022. Desarrollo de un prototipo
de insulina de liberacion modificada para uso veterinario) y los mejores preparados fueron
seleccionados y evaluados in vivo para determinar su liberacion y efecto bioldgico.

Para la realizacién del estudio in vivo, fue previamente aprobado por el Comité para
el cuidado y uso de los animales de laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Quimica de la
UNAM en febrero del 2022 (OFICIO/FQ/CICUAL/467/22) de acuerdo con la normativa
mexicana NOM-062-Z00-1999.

Pruebas preclinicas in-vivo.
Grupos de animales.
Se usaron 51 ratas Wistar sanas, machos, de 250-300 gramos de peso Vvivo,

obtenidos del Bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.

Los animales fueron alojados en una sala de UNEXA de la Facultad de Quimica de
la UNAM. La sala en donde se alojaron cuenta con las siguientes condiciones ambientales:
extraccion e inyeccion de aire con al menos 18 recambios por hora, temperatura de 22 °C
+ 2°C, humedad relativa entre 40-70% y ciclos de luz obscuridad de 12/12 horas. Los
animales se distribuyeron de manera aleatoria en 9 grupos de seis animales cada uno del
grupo 1 al grupo 8, y el grupo 9 con 3 animales, a los cuales se les administré un formulado

(numerados del 1 al 7) con diferentes caracteristicas fisicoquimicas (Cuadro 3).

Cuadro 3. Organizacion de los grupos y formulados administrados a animales.

Grupo Formulado

1. Ratas sanas Sin formulado

2. Ratas con diabetes mellitus tipo 1 | F1. Insulina: 0.714, Fosfatidil colina: 0.066,

(DMT1) colato de sodio: 0.009, cuanto baste para
25mL.

3. Ratas con DMT1 F2. Insulina: 0.714, fosfatidil colina: 0.0639,
colato de sodio: 0.0112, cuanto baste para
25mL
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4, Ratas con DMT1 F3. Insulina; 0.714, fosfatidil colina; 0.0633,
colato de sodio: 0.0087, brij s10: 0.0033,
cuanto baste para 25mL.

5. Ratas con DMT1 F4. Insulina: 0.714, fosfatidil colina; 0.0633,
colato de sodio: 0.0086, brij L23: 0.0033,
cuanto baste para 25mL.

6. Ratas con DMT1 F5. Insulina; 0.714, fosfatidil colina; 0.0662,
colato de sodio: 0.009, PEG500; 0.001,
polaxédmero 188: 0.0041, cuanto baste para
25mL.

7. Ratas con DMT1 F6. Fosfatidil colina: 0.0662, colato de
sodio: 0.009, Brij s10: 0.0035, Brij L23:
0.0036, PEG500: 0.009, Polaxamero 188:
0.0042, cuanto baste para 25mL.

8. Ratas con DMT1 F7. Producto comercial Insulex R® de
PISA.
9. Ratas con DMT1 Sin formulado.

Tamafo de muestra.

El tamafio de muestra se calcul6 con base en Charan J y Kantharia ND, 2013, para
comparar dos grupos con variables discretas cuantitativas, con un error de tipo 1 del 5%
(a)y al 80% de potencia (B).

Formula: 2 SD2 (Za2+Zp)2d2

Donde:

SD (Desviacion estandar) = 62.86 obtenido de Arciniegas et al., 2020

a =0.05

Za/2 =7 0.05/2=20.025 =1.96

ZB =0.842 (de la tabla Z)

d = tamafio del efecto diferencia entre valores medios de Arciniegas et al., 2020 =
250mg/dL-127mg/dL= 123

Tamarfio de muestra= 2 (62.86)? (1.96 + 0.842)%/ (123)>= 4.1

Correccion de la muestra tomando en cuenta la mortalidad de las ratas.

Tamafio de muestra corregido = Tamafo de muestra/(1- [% de desercion / 100]

En experiencia previa, se ha observado que por grupo hay mortalidad del 20-30%

de ratas, en la literatura se menciona que después de la administracién de estreptozotocina,
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se tiene una mortalidad del 43.33% (Jiang et al 2014). Por lo tanto, la correccion del tamafio
de muestra se tomara como el promedio entre el valor de mortalidad mas alto reportado
(43.33%) y el valor mas bajo que hemos observado en estudios previos (20%).

El tamafio de muestra corregido queda de la siguiente manera:

Tamano de muestra corregido = 4/ (1- [43.33 / 100])= 7.05=7 sujetos por grupo

Tamano de muestra corregido = 4/ (1- [20 / 100])= 5.1 =5 sujetos por grupo

Promedio 7.05y 5.1 = 6.1

Alimentacion.

A cada grupo de animales se les dieron 7 dias de adaptacion a las nuevas
condiciones de alojamiento, fueron alimentados con Lab Diet 5001® durante este periodo
de tiempo; posteriormente se realizé cambio de alimentacién al nuevo tipo de alimento
ABENE BDL-7300® de manera gradual hasta completar el 100% de ABENE BDL-7300®
como racion unica: 25% de ABENE BDL-7300® y 75% Lab Diet 5001® los primeros dos
dias, 50% de ABENE BDL-7300® y 50% el tercer y cuarto dia, 75% ABENE BDL-7300® y
25% Lab Diet 5001® el quinto y sexto dia, y 100% ABENE BDL-7300® el séptimo dia.

Obtencién de muestra sanguinea para bioquimica

Se obtuvieron muestras sanguineas a 3 animales de los grupos 1 al grupo 8 por
medio de capilar en el seno orbital, anestesiados con Sevoflurano 100%, previo a la
administracién de STZ y de la administracién de los formulados, y al final de su periodo de
monitoreo de concentracion de glucosa con DMT1 y formulados administrados por via

subcutanea y via oral forzada.

Lugar: Seno orbital.

Anestesia: Obligatoria, con Sevoflurano 100% (250mL en una botella de 250 mL)

Material: guantes desechables, capilares tratados con anticoagulante (EDTA, heparina).
Esta técnica se realizé por personal cualificado debido al elevado riesgo de dafiar
estructuras adyacentes al globo ocular, lo que puede originar infecciones severas, ceguera
etc.

Volumen de extraccion: 600 L (previo a la experimentacioén y al final del experimento)
Descripcion de la técnica:

1. Se anestesi6 a la rata y comprobando que se ha alcanzé el plano quirtrgico, se sujet6 a
la rata estirando la piel del cuello hacia atras asegurandose de no dificultar la respiracion.
2. Se insert6 el capilar en el angulo externo del ojo a 45° (2 mm aprox) y se giré suavemente

hasta que la sangre fluia por el mismo.
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3. Se recogi6 la muestra y retir6 el capilar.

4. Se oprimi6é ligeramente la zona de puncién con una gasa o papel y se detuvo la
hemorragia.

5. Se aplicé pomada oftalmica (Lubrifilm) al ojo.

6. Se comprobd la recuperacién de la anestesia y se aportaron las medidas que se
consideraron necesarias para ello (por ejemplo, aporte de calor)

7. Se observo a cada animal los dias posteriores al sangrado para detectar la aparicion de

posibles complicaciones: protrusion de tejido adyacente al 0jo, infecciones, hemorragias

Metodologia para la administracion Intraperitoneal.

Farmaco: Streptozocin (estreptozotocina), 50 mg/mL (Sigma-Aldrich), en una ocasion, a
dosis de 45mg/Kg; se causé la muerte de las células B de los islotes pancreaticos,
desarrolldndose diabetes tipo 1.

Anestesia: No requerida.

Lugar de inoculacion: intraperitoneal.

Material: guantes desechables, jeringa 1mL, aguja hipodérmica (27g), alcohol isopropilico,
gasa.

1. Se llend la jeringa con la cantidad del farmaco para administrar.

Direccion de inyeccion:

2. Se sujetd a la rata inclinando el cuerpo en un angulo de 45 ° con la cabeza hacia abajo
y se sostuvo de decubito ventral.

Esto colocé los intestinos en posicion craneal al lugar de la inyeccion.

3. Se prepard el area con un hisopo con alcohol.

4. Se insert6 la aguja en el cuadrante inferior derecho del abdomen de la rata en un angulo
de 30°.

5. Se aspir6 la jeringa para asegurar una colocacion adecuada. Cualquier signo de sangre
u otro liquido indicaba una colocacién incorrecta; si se observaban, para prevenir la
induccién de peritonitis, se retiraba la jeringa, se desechaba y se usaba una nueva jeringa,
aguja y farmaco.

6. Se administré el farmaco con un movimiento constante y fluido.

7. 24 horas después de su administracion se midié la concentraciobn de glucosa, se

considero diabética con valores mayores a 200 mg/dL.
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Prueba de tolerancia a la glucosa
Se realiz6 la prueba de tolerancia a la glucosa de la siguiente manera:

1. Al grupo 1 se realiz6 la prueba con monitoreo de concentracién de glucosa a los 0,
15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos, por medio de glucometro Onetouch Ultramini® y
tiras reactivas Onetouch Ultra® (glucosa oxidasa) con previo ayuno de 4 horas de
sélidos y bolo de dextrosa a dosis de 2g/k via oral forzada.

2. Alos grupos 2 a 9 se realizé la prueba con diagnéstico de DMT1con bolo de glucosa
a dosis de 2g/k por via oral forzada, con previo ayuno de 4 horas de sélidos con
monitoreo de concentracion de glucosa a los 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos,
por medio de glucometro Onetouch Ultramini® y tiras reactivas Onetouch Ultra®

(glucosa oxidasa).

Posterior a la administracion de los formulados correspondientes (Cuadro 4) a cada uno
de los grupos 2 al 8 por via subcutanea, se realiz6 la prueba de tolerancia a la glucosa a
los 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 240, 360 y 480 minutos; posteriormente, por tres dias
consecutivos, con previo ayuno de 4 horas de sdélidos, se realiz6 monitoreo de
concentracion de glucosa a los 0, 120 y 240 minutos a los grupos 2 y 3. Al resto de los
grupos por dos dias consecutivos, con previo ayuno de 4 horas de sélidos, alos 0, 60, 120
y 240 minutos con bolo de glucosa a dosis de 2g/k por via oral forzada. El procedimiento

anterior se repitié luego de la administracion de los formulados por via oral forzada.

Cuadro 4. Formulados de los liposomas

Grupo PTG sanas PTG con DMT1 PTG formulado via SC PTG formulado via oral forzada
1 Si, 0, 15, 30, 45, | No No No
60, 90 y 120
minutos.
2 No Si, 0, 15, 30, 45, 60, | Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
90 y 120 minutos. 240y 360 minutos. Con 240y 360 minutos. Con
monitoreo de concentracién monitoreo de concentracion de
de glucosa 3 dias glucosa 2 dias consecutivos
consecutivos pos- pos-administracion de
administracion de formulado a | formulado a los 0, 120 y 240
los 0, 120 y 240 minutos. minutos.
3 No Si, 0, 15, 30, 45, 60, | Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
90 y 120 minutos. 240y 360 minutos. Con 240 y 360 minutos. Con
monitoreo de concentracion monitoreo de concentracion de
de glucosa 3 dias glucosa 2 dias consecutivos
consecutivos pos- pos-administracion de
administracion de formulado a | formulado a los 0, 120 y 240
los 0, 120 y 240 minutos. minutos.
4 No Si, 0, 15, 30, 45, 60, | Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
90 y 120 minutos. 240, 360 y 480 minutos. Con 240, 360 y 480 minutos. Con
monitoreo de concentracién monitoreo de concentracion de
de glucosa 2 dias glucosa 2 dias consecutivos
consecutivos pos- pos-administracion de
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administracion de formulado a | formulado a los a los 0, 60, 120
los alos 0, 60, 120 y 240 y 240 minutos.
minutos.
5 No Si, 0, 15, 30, 45, 60, | Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
90 y 120 minutos. 240, 360 y 480 minutos. Con 240, 360 y 480 minutos. Con
monitoreo de concentracion monitoreo de concentracion de
de glucosa 2 dias glucosa 2 dias consecutivos
consecutivos pos- pos-administracion de
administracion de formulado a | formulado a los a los 0, 60, 120
los alos 0, 60, 120 y 240 y 240 minutos.
minutos.
6 No Si, 0, 15, 30, 45, 60, | Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
90 y 120 minutos. 240y 360 minutos. Con 240 y 360 minutos. Con
monitoreo de concentracion monitoreo de concentracién de
de glucosa 2 dias glucosa 2 dias consecutivos
consecutivos pos- pos-administracion de
administracion de formulado a | formulado a los a los 0, 60, 120
los alos 0, 60, 120 y 240 y 240 minutos.
minutos.
7 No Si, 0, 15, 30, 45, 60, | Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
90 y 120 minutos. 240 y 360 minutos. Con 240 y 360 minutos. Con
monitoreo de concentracién monitoreo de concentracion de
de glucosa 2 dias glucosa 2 dias consecutivos
consecutivos pos- pos-administracion de
administracion de formulado a | formulado a los a los 0, 60, 120
los alos 0, 60, 120 y 240 y 240 minutos.
minutos.
8 No Si, 0, 15, 30, 45, 60, | Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
90 y 120 minutos. 240y 360 minutos. Con 240y 360 minutos. Con
monitoreo de concentracion monitoreo de concentracién de
de glucosa 2 dias glucosa 2 dias consecutivos
consecutivos pos- pos-administracion de
administracion de formulado a | formulado a los a los 0, 60, 120
los alos 0, 60, 120 y 240 y 240 minutos.
minutos.
9 No Si, 0, 15, 30, 45, 60, | Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, Si, 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
90 y 120 minutos. 240y 360 minutos. Con 240y 360 minutos. Con
monitoreo de concentracion monitoreo de concentracion de
de glucosa 2 dias glucosa 2 dias consecutivos
consecutivos sin sin administracion de
administracion de formulado. formulado.

PTG: prueba de tolerancia a la glucosa.

Obtencién de muestra sanguinea para glucosa.

Lugar: punta de la cola, vena dorso caudal de la cola.

Material: guantes desechables, aguja hipodérmica (279g), alcohol isopropilico, torunda de

algodon.

Procedimiento: Se inmoviliz6 a la rata Wistar y se limpio la punta de la cola con torunda con

alcohol isopropilico. Usando la aguja hipodérmica se punciona la punta de la cola. La sangre

se recoge presionando suavemente la cola. El flujo de sangre se detiene aplicando presién

con una torunda de algodon limpia para lograr la hemostasia; con esta técnica es suficiente

obtener una gota para la medicién de glucosa por medio de las tiras de peroxidasa y el

glucémetro; se recolectaran varias muestras, esto se hara quitando la costra o el coagulo

de sangre de la punta de la cola.
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Metodologia para la administracién subcutanea (SC) de formulados

Volumen maximo de aplicacion :5-10mL en rata adulta, en una sola ocasion.

Materiales: guantes desechables, jeringa (1 mL), aguja hipodérmica (25g), alcohol
isopropilico, torunda.

1. Se llené la jeringa con la cantidad adecuada del farmaco (liposomas con insulina) que se
administro.

2. Se preparé el area con una torunda con alcohol.

3. Se tenso la piel y se insertd la aguja en la base de la piel. La aguja alcanz6 una
profundidad de aproximadamente medio centimetro y se insertd con una inclinacion de unos
30° con respecto a la superficie del animal.

4. Se aspir0 la jeringa asegurando una colocacién adecuada y para asegurarse de que no
se alcanzo ningun vaso sanguineo.

5. Ningun fluido aspirado, se procedi6 a la inyeccién de la muestra

6. Se administro el farmaco con un movimiento constante y fluido.

7. Se retird la aguja y se presiond con una torunda ligeramente la zona de inyeccion
Metodologia para la administracién oral forzada

Materiales: guantes desechables, sonda (calibre 14, longitud 3 pulgadas, didmetro de la
bola de 4mm, de forma curva), con previo ayuno de 4 horas, jeringas (1mL), farmaco
(liposomas con insulina) o dextrosa.

Procedimiento:

1. Se midi6 la distancia desde la punta de la nariz hasta la Gltima costilla. Esta es la longitud
en gue se insertd la aguja.

2. Se llend la jeringa con la cantidad adecuada de farmaco a dosificar.

3. Se contuvo la rata de la siguiente manera: Con la mano no dominante, se agarré la base
de la cola con el pulgar y el indice para evitar que la rata se escapara. Sin suspender a la
rata por la cola o la parte superior del cuerpo durante un periodo de tiempo prolongado
debido al estrés del animal. Se sacé a la rata de la jaula y se colocé en la superficie de la
mesa de manejo. Con una presioén firme pero suave, se agarré a la rata por el térax con el
pulgar y los dedos debajo de cada una de los miembros toracicos.

4. Se colocé la punta de la aguja en la parte posterior de la boca de la rata y se indujo la
deglucién, mientras se presioné suavemente el eje de la aguja contra el paladar para
extender el cuello y se alined la boca y el esofago.

5. Se desliz6 la punta hacia abajo por la parte posterior de la boca, se movio hacia adelante

con un movimiento fluido.
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6. Se tomo el tiempo requerido ante cualquier resistencia que sintiera ya que indicaria una

ubicacién incorrecta. La aguja se deslizé facilmente hacia el eséfago. Una reaccion violenta

(tos, jadeo) generalmente sigue a la introduccién accidental del tubo en la laringe o traquea.

7. Una vez que se colocd la aguja correctamente, se administro el fluido.

Cuadro 5. Resumen de los tratamientos administrados.

VIA DE ADMINISTRACION

SUSTANCIA

Intraperitoneal

Estreptozotocina a dosis de 45mg/kg.

Oral forzada

Preparados de Liposomas con insulina (dosis
de insulina en ratas de 0.5U1/100g de peso
vivo), con los formulados a una dosis de
1.2mL/350g de peso vivo (en una sola
ocasion) y dextrosa (dosis de 2g/kg) en una
sola ocasion.

Subcutanea

Preparados de liposomas con insulina con la
dosis del formulado de 0.6mL/350g de peso
Vivo en una sola ocasion.
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14. RESULTADOS

Analisis estadistico.

El analisis estadistico descriptivo se realizé con el software IBM SPSS
STATISTICS® Version 21.

El analisis de varianza (ANDEVA) se realizd por medio de programa SAS PROC
GLM (version 9.3, SAS Inc., Cary, NC) y el método Tukey-Kramer post hoc test. El modelo
incluye el tratamiento, rata, periodo y sus interacciones. Los resultados son expresados en

medias de cuadrados minimos.

Prueba de tolerancia a la glucosa (PTG).

Grupos: 1, 2, 3,4, 5.

Grupo Formulado

1. Ratas sanas Sin formulado

2. Ratas con diabetes mellitus tipo 1 | F1. Insulina: 0.714, Fosfatidil colina: 0.066,

(DMT1) colato de sodio: 0.009, cuanto baste para
25mL.

3. Ratas con DMT1 F2. Insulina; 0.714, fosfatidil colina; 0.0639,
colato de sodio: 0.0112, cuanto baste para
25mL

4. Ratas con DMT1 F3. Insulina: 0.714, fosfatidil colina: 0.0633,
colato de sodio: 0.0087, brij s10: 0.0033,
cuanto baste para 25mL.

5. Ratas con DMT1 F4. Insulina: 0.714, fosfatidil colina: 0.0633,
colato de sodio: 0.0086, brij L23: 0.0033,
cuanto baste para 25mL.

Prueba de tolerancia a la glucosa ratas sanas a los 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 minutos, con
bolo de dextrosa a dosis de 2g/k.
En el Anexo 1 se encuentran los valores obtenidos de las mediciones de las

concentraciones de glucosa.

En los grupos de ratas correspondientes del 1 al 5 a los cuales se les realiz6 la
prueba de tolerancia a la glucosa como sujetos sanos y con bolo de dextrosa por via oral
forzada a dosis de 2g/k tienen valores de glucosa homogéneos, siendo el de mayor
variabilidad el grupo 2 con 29% y el de menor el grupo 1y el grupo 4 con 18%. La media
de los cinco grupos de la concentracién de glucosa es 123.65mg/dL la cual varia
+25.96mg/dL en promedio (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Concentracion media de glucosa en mg/dL en ratas sanas

Grupo n Media Desviacion Coeficiente de
estandar variacion

1 42 118.95 21.833 0.18

2 42 125.88 36.983 0.29

3 42 134.14 26.160 0.19

4 35 115.57 20.906 0.18

5 42 123.74 23.943 0.19

n= ndmero de mediciones por grupo

Una vez hecho el analisis con SAS PROC GLM (versiéon 9.3, SAS Inc., Cary, NC) y
el método Tukey-Kramer post hoc test, se obtuvo la grafica con medias de cuadrados
minimos (Gréfica 1), en donde se observan las concentraciones de glucosa en sangre en
la Prueba a la Tolerancia a la Glucosa en ratas sanas por grupos, y ademas no se

encontraron diferencias estadisticas significativas P<0.05.
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Grafica 1. Concentracién promedio de glucosa en sangre de ratas sanas dadas en medias
de cuadrados minimos y error estandar. Grafica de dispersion que representa la
concentracion promedio de glucosa en sangre de ratas sanas luego de la administracion de
bolo de dextrosa a 2g/kg por via oral forzada a intervalos de 0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120

minutos.
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El estandar de la prueba realizada en las ratas era la medicion de glucosa durante
varios periodos de tiempo, considerando la concentracion basal en el minuto 0, y luego del
bolo de dextrosa por via oral forzada a dosis de 2g/kg, realizando mediciones consecutivas
a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos. De esta forma obteniendo un panorama general de
las variaciones de glucosa que tuviera a lo largo de este periodo de tiempo en todos los
grupos experimentales. Se hace notar un incremento a los 15 minutos post administracién

del bolo de dextrosa, con significancia estadistica de P<0.05 (Grafica 2).
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Gréfica 2. Grafica de lineas que representa la concentracion promedio de glucosa en sangre
dadas en medias de cuadrados minimos y error estdndar, de ratas sanas luego de la
administracién de bolo de dextrosa a 2g/kg por via oral forzada en el periodo de tiempo de
0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos. Literales distintas representan diferencias

estadisticamente significativas a= 0.05

Se obtuvieron ademas las concentraciones de glucosa en medias de cuadrados minimos
de cada uno de los grupos en el periodo comprendido desde el minuto 0 y hasta los 120

minutos. No se encontraron significancias estadisticas P<0.05 (Gréfica 3).
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Gréfica 3. Grafica de lineas que representa la concentracion promedio de glucosa en sangre

dadas en medias de cuadrados minimos y error estdndar, de ratas sanas luego de la

administracion de bolo de dextrosa a 2g/k por via oral forzada desde el minuto 0 hasta los

120 minutos.

Grupos: 6,7,8y9

Grupo

Formulado

6. Ratas con DMT1

F5. Insulina: 0.714, fosfatidil colina: 0.0662,
colato de sodio: 0.009, PEG500: 0.001,
polaxdmero 188: 0.0041, cuanto baste para
25mL.

7. Ratas con DMT1

F6. Fosfatidil colina: 0.0662, colato de
sodio: 0.009, Brij s10: 0.0035, Brij L23:
0.0036, PEG5000: 0.009, Polaxamero 188:
0.0042, cuanto baste para 25mL.

8. Ratas con DMT1

F7. Producto comercial Insulex R® de
PISA.

9. Ratas con DMT1

Sin formulado.

DMT 1=Diabetes Mellitus tipo 1
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Prueba de tolerancia a la glucosa ratas diabéticas a los 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 360
minutos, con bolo de dextrosa oral forzada a dosis de 2g/kg.
En el Anexo 2 se encuentran los valores obtenidos de las mediciones de las

concentraciones de glucosa.

En los grupos de ratas correspondientes del 6 al 9 a los cuales se les realiz6 la
prueba de tolerancia a la glucosa como sujetos con DMT1 y con bolo de dextrosa por via
oral forzada a dosis de 2g/k, se obtuvieron las concentraciones de glucosa en sangre desde
el minuto 0 y hasta los 120 minutos, mostrando homogeneidad en sus valores. La media de
los cinco grupos de la concentracion de glucosa es 440.27mg/dL la cual varia +60.56mg/dL
en promedio (Cuadro 7).

Cuadro 7. Concentracion media de glucosa en mg/dL en ratas diabetizadas

Grupo n Media Desviacion Coeficiente de
estandar variacion

6 40 457.03 63.65 0.13

7 48 448.73 64.76 0.14

8 54 430.52 62.83 0.14

9 27 424.81 51 0.12

n= ndmero de mediciones por grupo

De los valores obtenidos en medias de cuadrados minimos por grupos en las
concentraciones de glucosa en sangre, se realizan comparaciones, y no se encuentran
diferencias estadisticamente significativas (Grafica 4). De lo anterior, que en los animales
enfermos por DMT1 las células R no son capaces de sintetizar insulina y poder regular los

niveles altos de glucosa en sangre, caracteristico de esta enfermedad.
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Gréfica 4. Gréfica de dispersion que representa la concentracion promedio de glucosa en
sangre de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego
de la administracion de bolo de dextrosa a 2g/k por via oral forzada a intervalos de 0, 15,
30, 45, 60, 90, 10 y 240 minutos, de la PTG de los grupos 6, 7, 8y 9.

Se obtuvieron las concentraciones de glucosa en sangre de todos los individuos de los
grupos antes mencionados, desde el minuto O y hasta los 120 minutos, en donde se
pudieron encontrar diferencias estadisticamente significativas entre los valores del minuto
0y 120 respecto a los demas (Gréfica 5). Sobre los niveles de glucosa en sangre, se hace
visible la diferencia entre el minuto 0 y el aumento de ésta a lo largo de los 240 minutos, y

hasta llegar a su ultima medicion, la disminucién por la falta de consumo de alimento.
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Grafica 5. Gréfica de lineas que representa la concentracién promedio de glucosa en sangre
de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego de la
administraciéon de bolo de dextrosa a 2g/kg por via oral forzada a intervalos de 0, 15, 30,
45, 60, 90, 120 y 240 minutos. Literales distintas representan diferencias estadisticamente

significativas a= 0.05

De manera grupal, se analizaron los valores correspondientes, desde el minuto 0 y
hasta los 120 minutos, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas (Gréafica 6).
Todos los grupos con DMT1 se comportaron de manera similar respecto a las

concentraciones de glucosa en sangre.
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Gréfica 6. Grafica de lineas que representa la concentracién promedio de glucosa en sangre
de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego de la
administracion de bolo de dextrosa a 2g/kg por via oral forzada desde el minuto O hasta los

240 minutos.
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Administracion de Formulados por via Subcutanea (SC).

Los grupos experimentales fueron clasificados de la siguiente manera: Grupo 2 con
DMT1- Formulado 1, Grupo 3 con DMT1- Formulado 2, Grupo 4 con DMT1- Formulado 3,
Grupo 5 con DMT1- Formulado 4, Grupo 6 con DMT1- Formulado 5, Grupo 7 con DMT1-
Formulado 6, Grupo 8 con DMT1- Formulado 7 y Grupo 9 con DMTL1 sin administracion de
formulado (Figura 2).

Grupo
experimental

2 J

- n=6
3 s
- Y
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o n=6
5 )
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< ' n=35
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8 /1)
@ Y
9 W
_f’J- n=3

Formulados con sus caracteristicas

F1. Insulina: 0.714, Fosfatidil colina: 0.066, colato de sodio: 0.009,
cuanto baste para 25mL.

F2. Insulina: 0.714, fosfatidil colina;: 0.0639, colato de sodio: 0.0112,
cuanto baste para 25mL

F3. Insulina: 0.714, fosfatidil colina: 0.0633, colato de sodio: 0.0087,
brij s10: 0.0033, cuanto baste para 25mL.

F4. Insulina: 0.714, fosfatidil colina: 0.0633, colato de sodio: 0.0086,
brij L23: 0.0033, cuanto baste para 25mL.

F5. Insulina: 0.714, fosfatidil colina: 0.0662, colato de sodio: 0.009,
PEG500: 0.001, polaxamero 188: 0.0041, cuanto baste para 25mL.

F6. Fosfatidil colina: 0.0662, colato de sodio: 0.009, Brij s10: 0.0035,
Brij L23: 0.0036, PEG5000: 0.009, Polaxdmero 188: 0.0042, cuanto
baste para 25mL.

F7. Producto comercial Insulex R® de PISA.

Sin formulado.

Figura 2. Grupos de experimentacion con sus correspondientes formulados. 1. F1:
formulado 1; F2: formulado 2; F3: formulado 3; F4: formulado 4; F5: formulado 5; F6:
formulado 6; F7: formulado 7. n= nimero de ratas en cada grupo.
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Se obtuvieron los valores de glucosa en sangre, en medias de cuadrados minimos,
de cada uno de los grupos con su respectivo formulado desde el minuto 0 y hasta los 360
minutos. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas, P<0.05, de los grupos
7y 9 respecto a los demas (Gréfica 7). El grupo 7 y 9 destacan por los valores de glucosa
en sangre altos respecto a los demas grupos, ya que en estos no se administré insulina,

en el grupo 7 los excipientes y en el grupo 9 ningun formulado.
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Grafica 7. Gréfica de dispersion que representa la concentracion promedio de glucosa en
sangre de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego
de la administracion de sus formulados correspondientes a dosis de 0.6mL/350g por via
subcutanea a intervalos de 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 360 minutos. Literales distintas

representan diferencias estadisticamente significativas P<0.05.
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Los valores obtenidos de la concentracion de glucosa en sangre, en el periodo de
tiempo comprendido desde el minuto 0 y hasta los 360 minutos, luego de la administracion
de los formulados correspondientes a cada grupo experimental, mostraron diferencias
estadisticamente significativas en el minuto 0, 30, 240 y 360 respecto a los demas, P<0.05
(Gréfica 8). Lo anterior se explica por el tiempo de efecto que tiene la insulina empaquetada
en los liposomas y dispersa en los formulados, notdndose una disminucion evidente de la
glucosa de hasta 150mg/dL a los 90 minutos post administracién de los formulados,

regresando a la concentracion basal de glucosa a los 360 minutos.
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Grafica 8. Gréfica de lineas que representa la concentraciéon promedio de glucosa en sangre
de todas las ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar,
luego de la administracion de sus formulados correspondientes por via SC a intervalos de
0, 15, 30, 45, 60, 90,120, 240, 360 minutos. Literales distintas representan diferencias

estadisticamente significativas a = 0.05
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De los formulados, con su respectivo grupo experimental con DMT1, en el periodo
de tiempo comprendido desde el minuto 0 y hasta los 360 minutos, mostraron diferencias
estadisticamente significativas, con especial relevancia los valores de glucosa en sangre
de los grupos 9y 7, con todos los demas, ya que estos comparten la caracteristica de no
incluir insulina en los liposomas, en el caso del grupo 7, y el grupo 9 al cual no se le
administré algun tipo de formulado ni de insulina. Lo que demuestra que los liposomas no

tuvieron algun efecto hipoglucemiante en las ratas con DMT1 (Gréafica 9).
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Gréfica 9. Grafica de lineas que representa la concentracion promedio de glucosa en sangre

de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos, luego de la administracion de

su formulado correspondiente por via SC desde el minuto 0 hasta los 360 minutos. Los

asteriscos representan diferencia estadisticamente significativa a=0.05
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Administracién de Formulados por via Subcutanea (SC) sin administracion de bolo

de dextrosa por via oral.

Haciendo una evaluacién de los formulados por via subcutanea, en los grupos 2y 3
con DMT1, con 4 horas de ayuno de solidos y monitoreo de concentracién de glucosa en
sangre desde las 24 y hasta las 76 horas pos-administracion, sin administracion de bolo de
dextrosa por via oral, se observé que el grupo 2 con el F1 tuvo mejores respuestas
hipoglucemiantes en comparacion con el grupo 3 con el F2, con diferencias

estadisticamente significativas (P<0.05) entre estos dos (Gréfica 10).
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Gréfica 10. Gréfica de dispersion que representa la concentracion promedio de glucosa en
sangre de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego
de la administracién de sus formulados correspondientes a dosis de 0.6mL/350g por via
subcutanea a intervalos de 24, 26 28, 48, 50, 52, 72, 74, 76 horas, a los cuales no se les
administro bolo de dextrosa por via oral forzada. Literales distintas representan diferencias

estadisticas significativas a = 0.05
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Se analizan los datos obtenidos de las concentraciones de glucosa en sangre de
ambos grupos a lo largo del tiempo comprendido desde las 24 y hasta las 76 horas post
administracién de sus formulados correspondientes (F1 y F2) por via subcutanea, y se
observan diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) en el minuto 26 y minuto 72
entre estos dos grupos de manera independiente (Gréafica 11).
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Grafica 11. Grafica de lineas que representa la concentracion promedio de glucosa en
sangre de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego
de la administracion de su formulado correspondiente por via SC desde 26 28, 48, 50, 52,
72, 74, 76 horas, sin bolo de dextrosa. Los asteriscos representan diferencia

estadisticamente significativa a=0.05

47



Administracién de Formulados por via Subcutanea (SC) con administracién de bolo

de dextrosa por via oral.

Lo correspondiente a los grupos 4, 5, 6, 7, 8, y 9, a los cuales se les
administré por via subcutanea los F3, F4, F5, F6 y F7 respectivamente (a excepcion
del grupo 9 que sirvi6 como grupo control, alternativamente a las mediciones de
glucosa en el tiempo de los demas grupos), se observo que los valores obtenidos
desde las 24 y hasta 52 horas posadministracion de los formulados por via
subcutinea con 4 horas de ayuno y bolo de dextrosa por via oral forzada a dosis de
2g/kg, que no hubo variaciones estadisticamente significativas en las
concentraciones de glucosa entre todos estos formulados, de esta forma haciendo

ver que no son eficaces a largo plazo (Grafica 12).
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Grafica 12. Gréfica de dispersion que representa la concentracion promedio de glucosa en
sangre de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego
de la administracion de sus formulados correspondientes a dosis de 0.6mL/350g por via
subcutanea con administracion de bolo de dextrosa por via oral a dosis de 2g/kg por via
oral forzada a intervalos de 24, 25, 26, 28, 48, 49, 50, 52 horas.
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En el tiempo, de manera independiente de cada uno de los grupos evaluados, desde
las 24 y hasta las 52 horas pos-administracion de los formulados correspondientes a cada
grupo, se observé una homogeneidad de las concentraciones de glucosa en sangre, sin

apreciarse diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) (Gréfica 13).
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Gréfica 13. Gréfica de lineas que representa la concentraciéon promedio de glucosa en
sangre de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego
de la administracion de su formulado correspondiente por via SC y bolo de dextrosa a dosis
de 2g/kg por via oral forzada, desde 24, 25, 26, 28, 48, 49, 50, 52 horas.

Administracién de Formulados por via oral.

Por via oral forzada se administraron los formulados con liposomas
correspondientes a cada uno de los grupos con DMT1, con previo ayuno de 4 horas de
sélidos, y se obtuvieron las concentraciones de glucosa en sangre desde los 0 y hasta los
360 minutos. Los resultados obtenidos no tuvieron diferencias estadisticamente
significativas (P<0.05), pero de entre todos estos, el Formulado 1 tuvo mejores respuestas

hipoglucemiantes de entre todos los formulados (Gréfica 14).
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Grafica 14. Gréfica de dispersion que representa la concentracion promedio de glucosa en
sangre de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego
de la administracion de sus formulados correspondientes a dosis de 1.2mL/350g por via
oral forzada a intervalos de 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 360 minutos.
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En cada uno de los grupos se obtuvieron los valores de glucosa en sangre
correspondientes a cada uno de manera independiente, desde el minuto 0 y hasta los 360
minutos, y no se observaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05), aun
siendo el de mejor eficacia en disminuir las concentraciones de glucosa en sangre, en

comparacion con todos los demas grupos, el Formulado 1 del Grupo 2 (Gréafica 15).
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Gréfica 15. Gréfica de lineas que representa la concentracién promedio de glucosa en
sangre de todas ratas con DMT1 luego de la administracion de su formulado
correspondiente por via oral forzada desde 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 240, 360 minutos.
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Administracién de Formulados por via oral sin administracion de bolo de dextrosa

por via oral.

En los grupos 2 y 3 se tomaron las concentraciones de glucosa en sangre con 4
horas de ayuno de sdlidos y sin administracién de bolo de dextrosa por via oral forzada a
dosis de 2g/kg, desde las 24 y hasta las 52 horas pos-administracion de formulados
correspondientes a cada grupo. No se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre estos dos grupos (Gréfica 16).
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Grafica 16. Gréfica de dispersion que representa la concentracion promedio de glucosa en

sangre de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego

de la administracion de sus formulados correspondientes a dosis de 1.2mL/350g por via

oral forzada a intervalos de 24, 26, 28, 48, 50, 52 horas. Sin bolo de dextrosa por via oral.
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En cada uno de los grupos, 2 y 3, se obtuvieron los valores de glucosa en sangre
correspondientes a cada uno de manera independiente, desde las 24 horas y hasta las 52
horas, y no se observaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05 (Gréfica 17).
En ambos grupos, a pesar de ser diferentes excipientes de formulacion en los liposomas,
se comportaron de manera similar en los niveles de concentracidon de glucosa en sangre,
en donde se observa la poca eficiencia por esta via la eficacia hipoglucemiante de los

liposomas.
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Gréfica 17. Gréfica de lineas que representa la concentracion promedio de glucosa en
sangre de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego
de la administracién de su formulado correspondiente por via oral forzada a las 24, 26, 28,

48, 50, 52 horas. Sin bolo de dextrosa por via oral.
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Administracién de Formulados por via oral con administracion de bolo de dextrosa

por via oral.

En los grupos 4, 5, 6, 7, 8 y 9 se obtuvieron los valores de glucosa en sangre desde
las 24 y hasta las 52 horas pos-administracién de formulados correspondientes a cada uno
de los grupos con administracién de bolo de dextrosa por via oral forzada a dosis de 2g/kg.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre todos estos grupos
(Gréfica 18). Los formulados conteniendo liposomas con diferentes formulaciones de
excipientes, no mostraron caracteristicas sobresalientes para su efectividad en la

disminucion de glucosa en sangre por la via oral.
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Grafica 18. Gréfica de dispersion que representa la concentracion promedio de glucosa en
sangre de todos los grupos de ratas con DMT1 luego de la administracion de sus formulados
correspondientes a dosis de 1.2mL/350g por via oral forzada a intervalos de 24, 26, 28, 48,

50, 52 horas. Con bolo de dextrosa por via oral forzada.
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En cada uno de los grupos de manera independiente se obtuvieron los valores de
glucosa en sangre en el tiempo comprendido desde las 24 y hasta las 52 horas, sin
administracion de bolo de dextrosa por via oral forzada a dosis de 2g/kg y con previo ayuno
de 4 horas de sdlidos. De entre todas estas mediciones, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas (Grafica 20).

Concentracion promedio de glucosa en sangre por grupos
con administracion de formulados por via oral

600

500

=
% 400 —8=Girupo 4
E sl SrUPO 5
o 300
8 Grupo 6
o
3 200 Grupo 7
O == (Grupo 8
100
—@=—Grupo 9

24 25 26 28 48 49 50 52

Tiempo (horas)

Gréfica 20. Gréfica de lineas que representa la concentracién promedio de glucosa en
sangre de ratas con DMT1 dadas en medias de cuadrados minimos y error estandar, luego
de la administracién de su formulado correspondiente por via oral forzada a las 24, 26, 28,

48, 50, 52 horas. Con bolo de dextrosa por via oral.
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Bioquimica.

Se obtuvieron muestras sanguineas del plexo ocular al inicio (sin administracion de
STZ ni de formulados) y al final del periodo experimental (posterior a la diabetizacién con
STZ y administracion de los formulados correspondientes por grupo) de cada uno de los
grupos, y se realizaron mediciones de ALT, AST, Urea, Creatinina, y nitrégeno ureico en
sangre (BUN), con previo ayuno de 4 horas de solidos. Las muestras de sangre se
obtuvieron de 3 sujetos por grupo. En cada uno de los grupos se hicieron comparaciones

de los niveles de cada uno de los analitos antes mencionados.

Alanino Aminotransferasa (ALT).

En el caso de ALT se observa un aumento a final del periodo experimental en todos
los grupos. Sin embargo, dicho aumento, no fue estadisticamente significativo (P<0.05)
(Gréfica 21). Las alteraciones observadas antes y después de la administracion de STZ y
de los formulados, es resultado del progreso de la DM una vez inducida y sin llevar un

tratamiento terapéutico para controlar los niveles de glucemia en sangre.
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Gréfica 21. Medias minimo cuadradas que representan el cambio de alanino
aminotransferasa (ALT]) después del periodo de seguimiento de 15 dias, post
administracion de liposomas cargados con insulina en ratas Wistar. Se observa un

incremento de las concentraciones de ALT en todos los grupos de ratas Wistar evaluadas.
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Sin embargo, no hay diferencias estadisticamente significativas (P>0.05). Valores de

referencia promedio de todos los grupos al inicio. 108.23 UI/L.
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Aspartato Aminotransferasa (AST)
En el caso de AST se observa un aumento en todos los grupos reflejandose el dafio
hepatico asociado a la DM (Grafica 22). Sin embargo, dicho aumento, no fue

estadisticamente significativo (P<0.05).
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Grafica 22. Medias minimo cuadradas que representan el cambio de Aspartato
Aminotransferasa (AST) después del periodo de seguimiento de 15 dias, post
administracion de liposomas cargados con insulina en ratas Wistar. Se observa un
incremento de las concentraciones de AST en todos los grupos de ratas Wistar evaluadas.
Sin embargo, no hay diferencias estadisticas P>0.05. Valores de referencia promedio de
todos los grupos al inicio. 133.85 U/L

Creatinina.

En el caso de Creatinina se observa un aumento muy leve si se comparan los datos
al inicio y al final del periodo experimental (Grafica 23). Sin embargo, para este analito no
representan una diferencia estadisticamente significativa (P<0.05). En conjunto con los
analitos que visualizan la funcionalidad renal, es de consideracion mencionar que el dafio

renal es evidente.
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Grafica 23. Medias minimo cuadradas que representan el cambio de creatinina después del
periodo de seguimiento de 15 dias, pos administracién de liposomas cargados con insulina
en ratas Wistar. No se observan diferencias estadisticamente significativas (P>0.05).

Valores de referencia promedio de todos los grupos al inicio: 43.12 mmol/L

Urea.
En el caso de la Urea, se observa un aumento en el grupo 2 con la administracion

del F1 (Insulina: 0.714, Fosfatidil colina: 0.066, colato de sodio: 0.009, cuanto baste para
25mL) reflejAndose el dafio renal asociado a la DM, con diferencia estadisticamente
significativa (P<0.05); en los grupos restantes no se observaron diferencias al inicio y al
final del periodo experimental de 15 dias (Grafica 24). Aunque no son diferencias
estadisticamente significativas, las ligeras variaciones en los niveles de Urea representaria

el dafio renal causado por la DM.

Con referencia a las alteraciones en conjunto de los analitos correspondientes a la
funcionalidad renal, se hace mencion que la DM caus6 dafios a la salud de los sujetos bajo

experimentacion.
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Grafica 24. Medias minimo cuadradas que representan el cambio de urea después del
periodo de seguimiento de 15 dias pos administracion de liposomas cargados con insulina
en ratas Wistar. Se observan diferencias estadisticamente significativas en el grupo 2
(17mmol/L al inicio y 29.33 mmol/L al final), en los otros grupos, no se observan diferencias
estadisticamente significativas (P>0.05). Valores de referencia promedio de todos los
grupos al inicio: 16.9 mmol/L.
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Nitrogeno Ureico en sangre (BUN).

En el caso del BUN, no se observé un aumento de este analito en alguno de los grupos
luego de 15 de experimentacion. No existen diferencias estadisticamente significativas
(P<0.05) (Grafica 25). De igual forma, estas ligeras variaciones de BUN reflejan el dafio

renal asociado a la DM sin control terapéutico.
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Gréfica 25. Medias minimo cuadradas que representan el cambio de nitrégeno ureico en
sangre después del periodo de seguimiento de 15 dias pos administracion de liposomas
cargados con insulina en ratas Wistar. No se observan diferencias estadisticas (P>0.05).
Valores de referencia promedio de todos los grupos al inicio: 7.93 mmol/L.

Registro de peso corporal.

En el periodo de tiempo experimental de todos los grupos, una vez adaptados
al cambio de alimento y a las condiciones ambientales del nuevo bioterio, se
comenzaron a registrar los pesos desde el dia 1 al dia 20, a intervalos de cada 5
dias, desde antes de la diabetizacion y hasta el término de las mediciones de
glucosa en sangre luego de la administracion de los formulados por via subcutdnea
y via oral forzada. En los registros se observa el deterioro de los animales, en
especifico desde el grupo 2 y hasta el grupo 9, que fueron los animales a los cuales
se les indujo la DM. Sobre las variaciones en los pesos, el grupo 1 tuvo regularidad

en el mantenimiento de su condicién corporal dado que no se indujo la DM en esos

61



animales; y en el caso del grupo 8, tuvo la posibilidad de mantenerse bajo
observacion una semana mas en comparacion con los demas previo a la
diabetizacién con STZ, con lo cual pudieron compensar los efectos de la DM no
controlada. Ademés, se encontraron diferencias estadisticamente significativas

(P<0.05) entre los grupos 2, 3y 8 respecto a los demas (Grafica 26 y 27).
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Grafica 26. Gréfica de dispersion gque representa las variaciones de pesos promedios de
todos los sujetos de todos los grupos desde el dia 1 hasta el dia 20 a intervalos de cada 5

dias. Loa asteriscos representan diferencias estadisticas significativas a=0.05
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Gréfica 27. Gréfica de lineas que muestra los cambios de peso por grupos respecto al dia
1 de manejo y hasta el dia 20.
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Anatomopatologia.
A continuacion, se presentan los resultados del estudio postmortem de 24

ratas Wistar, machos, de acuerdo con el Procedimiento Normalizado de Operacion
para la realizacion de necropsias PNONE-UNAM-UNIPREC-01. Los individuos se

identificaron de la siguiente manera:

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Grupo 6

Grupo 7

Grupo 8

AP22-17

AP22-43

AP22-57

AP22-60

AP22-63

AP22-68

AP22-71

AP22-74

AP22-18

AP22-44

AP22-58

AP22-61

AP22-64

AP22-69

AP22-72

AP22-75

AP22-19

AP22-45

AP22-59

AP22-62

AP22-65

AP22-70

AP22-73

AP22-76

En la descripcidbn macroscopica la rata identificada con el AP22-074 del grupo
8. presentd adherencias en la cavidad toracica entre los pulmones, el pericardio y
la pared costal. El pericardio estaba marcadamente engrosado por abundante
material amarillo fibrilar correspondiente a fibrina, que se extendia hacia la superficie
pulmonar. Ambos pulmones tenian areas multifocales rojo oscuro con consistencia

firme.

En la descripcion microscépica se revisaron secciones histologicas de

higado, rifién y en el caso de una rata pulmén y corazon.

Grupo 1.
Higado: en los tres individuos se observan zonas con hepatocitos ligeramente
aumentados de tamafio y pequefias vacuolas lipidicas en el citoplasma

(degeneracion lipidica microvesicular).

Rifidn: en los animales AP22-017 y AP22-019 se observa en los tabulos material

basofilico amorfo correspondiente a mineralizacion (nefrocalcinosis).
Grupo 2.

Higado: En los tres individuos de este grupo se observa la misma lesion que en el
grupo 1.
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Rifidn: En los individuos AP22-043 y AP22-044 hay pequefios focos de células
plasmaticas y linfocitos en el intersticio.

Grupo 3.

Higado: En los tres individuos de este grupo se observa la misma lesion que en el

grupo 1.

Rifion: Los tres animales presentan inflamacion linfoplasmocitica en el intersticio, y

en la rata AP22-059 se observa también nefrocalcinosis.
Grupo 4.

Higado: En los tres individuos de este grupo se observa la misma lesion que en el

grupo 1.

Rifién: En el animal AP22-060 se observa un foco de inflamacién linfoplasmocitica

en el intersticio, ademas de nefrocalcinosis.
Grupo 5.

Higado: En los tres individuos de este grupo se observa la misma lesion que en el

grupo 1.

Rifion: En la rata AP22-063 las células epiteliales de los tubulos renales contienen
escasas vacuolas en el citoplasma (degeneracion vacuolar). En la rata AP22-064
se aprecia degeneracion vacuolar en el epitelio tubular, ademas de nefrocalcinosis.
En el animal AP22-065 se observa degeneracion vacuolar en el epitelio,

nefrocalcinosis grave y focos de inflamacion linfoplasmocitica intersticial.
Grupo 6.

Higado: En los tres individuos de este grupo se observa la misma lesion que en el

grupo 1.
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Rifidn: ElI animal con numero AP22-068 presenta focos de inflamacion
linfoplasmocitica intersticial y nefrocalcinosis; la rata AP22-069 muestra
degeneracion vacuolar en el epitelio tubular y nefrocalcinosis, y en la rata AP22-70
se aprecia degeneracion vacuolar en el epitelio tubular, asi como focos de

inflamacion linfoplasmocitica intersticial.
Grupo 7.

Higado: En los tres individuos de este grupo se observa la misma lesion que en el
grupo 1; ademas, en el animal AP22-073 se aprecia un foco con algunos linfocitos
y células plasméticas alrededor de la triada porta (inflamacién linfoplasmocitica

periportal).

Rifion: en los tres animales se aprecia degeneracion vacuolar en el epitelio tubular,

ademas, la rata AP22-071 presenta nefrocalcinosis.
Grupo 8.

Higado: en los tres individuos de este grupo se observa la misma lesién que en el
grupo 1; ademas, en el animal AP22-075 se aprecia un foco de inflamacién

linfoplasmocitica periportal.

Rifidén: en los tres animales se aprecia degeneracion vacuolar en el epitelio tubular,
ademas, las ratas AP22-075 y AP22-076 presentan focos de inflamacién

linfoplasmocitica intersticial y el animal AP22-076 también tiene nefrocalcinosis.

Pulmén: en la rata AP22-074 la pleura esta engrosada por abundante fibrina y
células inflamatorias representadas por neutréfilos y macréfagos que se extienden

e infiltran el parénquima pulmonar.

Corazodn: en la rata AP22-074 el pericardio se encuentra engrosado por abundante
fibrina entremezclada con restos necréticos e inflamacion piogranulomatosa que se

extiende hasta el miocardio.
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Evaluacion histopatoldgica por individuo.

Cuadro 8 Identificacion de individuos analizados por histopatologia.

Individuo Grupo Rifidn Higado
AP22-17 1 Nefrocalcinosis Escasas
vacuolas
lipidicas
AP22-18 1 SCPA Escasas
vacuolas
lipidicas
AP22-19 1 Nefrocalcinosis Escasas
vacuolas
lipidicas
AP22-43 2 Inflamacion Escasas
linfoplasmocitaria vacuolas
intersticial lipidicas
AP22-44 2 Inflamacién Escasas
linfoplasmocitaria vacuolas
intersticial lipidicas
AP22-45 2 SCPA Escasas
vacuolas
lipidicas
AP22-57 3 Inflamacién Escasas
linfoplasmocitaria vacuolas
intersticial lipidicas
AP22-58 3 Inflamacioén Escasas
linfoplasmocitaria vacuolas
intersticial lipidicas
AP22-59 3 Inflamacién Escasas
linfoplasmocitaria vacuolas
intersticial/Nefrocalcinosis | lipidicas
AP22-60 4 Focos de inflamacion Escasas
linfoplasmocitica vacuolas
intersticial/ lipidicas
Nefrocalcinosis
AP22-61 4 SCPA Escasas
vacuolas
lipidicas
AP22-62 4 SCPA Escasas
vacuolas
lipidicas
AP22-63 5 Escasas vacuolas en Escasas
epitelio tubular. vacuolas
lipidicas
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tubular/Nefrocalcinosis

AP22-64 Vacuolas en Escasas
epitelio/Nefrocalcinosis. vacuolas
lipidicas
AP22-65 Focos de inflamacion Escasas
linfoplasmocitica vacuolas
intersticial/Nefrocalcinosis | lipidicas
grave/epitelio tubular con
vacuolas
AP22-68 Foco de inflamacion Escasas
linfoplasmocitica vacuolas
intersticial/ lipidicas
Nefrocalcinosis
AP22-69 Vacuolas en Escasas
epitelio/Nefrocalcinosis vacuolas
lipidicas
AP22-70 Focos de inflamacion Escasas
linfoplasmocitica vacuolas
intersticial/ vacuolas en lipidicas
epitelio tubular
AP22-71 Vacuolas en epitelio Escasas
tubular/Nefrocalcinosis vacuolas
lipidicas
AP22-72 Vacuolas en epitelio Escasas
tubular vacuolas
lipidicas
AP22-73 Vacuolas en epitelio Escasas
tubular vacuolas
lipidicas/
inflamacion
periportal
AP22-74 Vacuolas en epitelio Escasas
tubular vacuolas
lipidicas
AP22-75 Focos de inflamacion Escasas
intersticial/\VVacuolas en vacuolas
epitelio tubular lipidicas/
inflamacion
periportal
AP22-76 Focos de inflamacion Escasas
intersticial/VVacuolas en vacuolas
epitelio lipidicas

SCPA: Sin cambios patologicos aparentes.
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Diagndsticos morfologicos.

Rifion: Nefrocalcionosis (Figuras 1y 2).
Degeneracion vacuolar leve multifocal/ Nefritis intersticial leve focal
(Figuras 3y 4).
e Higado: Degeneracion lipidica microvesicular leve multifocal (Figura 5).
e Pulmones: Pleuroneumonia fibrinosa y piogranulomatosa moderada.
e Corazon: Pericarditis y miocarditis fibrinosa y piogranulomatosa grave
difusa.
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Figura 3. Imagenes representativas del daiio histoldgico asociado a la Diabetes Mellitus inducida con
Streptozotocina en ratas Wistar después de 15 dias de seguimiento pos administracion de liposomas
cargadas con insulina. A y B) Se muestra deposicion mineral en tubulos de rifidn (nefrocalcinosis).
C) Se observan vacuolas de agua en el citoplasma del epitelio tubular renal. D) Se aprecian linfocitos
y células plasmaticas en el intersticio. E) Corte histolégico de higado vacuolas lipidicas en el
citoplasma de los hepatocitos. F) se observan linfocitos y células plasmaticas alrededor de la triada
porta.
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DISCUSION

La DMT1 es una enfermedad que se caracteriza por presentar una deficiencia
absoluta en la secrecion de insulina, un inicio relativamente rapido y la dependencia
de insulina exdgena en el momento del diagnéstico (Poretsky, 2017). Los pacientes
con DMT1 dependen de la administracion de insulina recombinante humana para
mantener los niveles de glucosa en rangos fisildgicos y evitar complicaciones
asociadas a la hiperglucemia descontrolada, por tanto, la experimentacién en
ciencia basica se ha realizado en modelos de DMT1 en ratas Wistar ha permitido el
desarrollo de nuevas tecnologias terapéuticas en el control de esta enfermedad.

En este estudio, se diabetizaron ratas Wistar por medio de la administracion
de STZ por via IP a dosis de 45mg/kg (Brondum et al., 2005), y se logré que un
70% de los animales desarrollaran diabetes, y fue con una dosis menor a la
administrada por Arciniegas et al, 2020, por lo que fue posible reducir los efectos
adversos propios de la estreptozotocina administrada por via IP, que fue la misma
dosis que administr6 Barriga et al, 2022 por via IV(con un porcentaje de
diabetizacién del %85), la cual puede causar dafio tisular y es dolorosa y puede
causar angustia y estrés en los animales ( NIH and ACUC; Beeton et al., 2007).
Posteriormente se realizaron mediciones de las concentraciones plasmaticas de
glucosa para comprobar el diagnostico de la enfermedad, considerandose como
enfermas aquellas que presentaron valores superiores a 200mg/dL (Barriga, 2020).
Asimismo, se evaluaron 7 tipos de formulados que contenian liposomas con
diferentes proporciones de excipientes en la composicion de su estructura
encapsulando a la insulina. Previo a la administracion de los formulados, se realizé
la prueba de tolerancia a la glucosa a cada grupo como ratas sanas con ayuno de
4 horas de sélidos (Barriga, 2020; Bowe, 2014) y administracion de bolo de dextrosa
por via oral forzada a dosis de 2 g/kg (Urzua, 2011). Una vez comprobando el
diagnéstico de la DMT1 en los sujetos experimentales, los formulados se
administraron por via subcutanea y por via oral forzada en una sola ocasion, con el
monitoreo de glucosa sanguinea a diferentes periodos de tiempo, tal como lo hizo
Arciniegas et al., (2020). Luego del primer monitoreo de glucosa de los animales de

cada grupo, se realizé6 seguimiento de la misma por tres dias consecutivos con
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ayuno de 4 horas de solidos y con bolo de dextrosa a dosis de 2g/kg por via oral
forzada a los 0, 60, 120 y 240 minutos. Al término de su periodo experimental de los
grupos 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, y 8 se realiz6 el estudio anatomopatoldgico a tres sujetos

de cada grupo.

El uso de la rata como modelo experimental para el estudio de la DM tiene
diversas aplicaciones, desde la comprension de la fisiopatologia de la enfermedad
como para la aplicacion de potenciales tratamientos terapéuticos por las
alteraciones a la salud causadas por la diabetes (Jarrin, 2002). La terapéutica de la
DM sigue siendo tema de interés para el desarrollo de nuevas tecnologias en la
administracion de insulina; en este trabajo realizado se propone la encapsulacion
de la insulina en liposomas como prototipo que permita la liberacion prolongada de
esta hormona ante las variaciones de glucosa que el paciente con DMT1 presenta
a lo largo del dia y asi evitar la readministracion de la misma. Otra de las propuestas
gue se consideraron en este trabajo es la ruta enteral de administracion de insulina;
dadas las caracteristicas de los liposomas, y de los excipientes empleados para su
manufactura, de los cuales, haciendo mencién de sus caracteristicas, el Polaxamero
(Polaxamero 188) tiene la funcién de ser un acarreador de farmacos por sus
propiedades emulsificantes, solubilizantes y agente dispersor, ademas de ser
estable en soluciones &cidas y basicas, los polaxameros han sido usados en
variedad de formulaciones farmacéuticas tanto por via oral, parenteral y topica,
siendo considerados como materiales no téxicos y no irritantes; los polaxameros no
son metabolizados en el organismo; el Polietilenglicol (PEG 1500), dentro de su
funcionalidad como plastificante, solvente, lubricante para tabletas y capsulas, son
ampliamente usados en gran variedad de formulaciones farmacéuticas incluyendo
la parenteral, topica, oftdlmica, oral y rectal, ademas han sido usados en matrices
poliméricas biodegradables en sistemas de liberacion controlada; el Brij (Eteres
alquilicos de polioxietileno) usado por sus propiedades como agente emulsionante;
potenciador de la penetracion y agente solubilizante; este éter alquilico de
polioxietileno es quimicamente estable en condiciones fuertemente &acidas o
alcalinas, sin embargo, la presencia de electrolitos fuertes puede afectar

adversamente la estabilidad fisica de las emulsiones que contienen polioxietilen
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alquil éter; y aunque generalmente se consideran materiales esencialmente no
toxicos y no irritantes, algunos éteres alquilicos de polioxietileno, particularmente
cuando se usan en concentraciones altas (>20%), parecen tener un potencial
irritante mayor que otros; una de sus aplicaciones muy particulares es que se han
desarrollado liposomas de polioxietilen alquil éter que encapsulan la insulina y estos
se han investigado para la administracion oral de farmacos; y en sus interacciones
con otros excipientes se ha informado que una combinacion de un agente mucolitico
que posee un grupo tiol libre y un tensioactivo de polioxietilen alquil éter de
polioxietileno y cadena de alquilo de longitud similar, que muestra una mejora eficaz
en la absorcién intestinal de compuestos hidrofilicos poco absorbidos (Rowe et. al.,
2009), ya que los vuelve moléculas con amplio potencial para poder resistir las
condiciones fisiologicas del tracto gastrointestinal y la posterior difusion de la
insulina fuera del liposoma. Aunque no se obtuvieron buenos resultados por la via
oral, esto se debib a que, con los formulados administrados, no se lograron superar
los desafios que implica la administracién de insulina por via oral, tales como la
pobre biodisponibilidad de la insulina y una baja velocidad de difusion a través de la
capa mucosa (Kumar et al.,, 2017), y la degradacién enzimatica en el tracto
gastrointestinal una vez que la hormona logré difundir de su sistema de transporte
disefiado (Kumar et al., 2018). sigue siendo un amplio campo de investigacion para
el desarrollo de nuevas combinaciones de excipientes en liposomas que permitan
la adhesion, resistan el ambiente fisiol6gico del tracto gastrointestinal y la posterior
difusién de la insulina, como es el caso de los estudios publicados de Bashyal et al.,
2021, quienes,desarrollaron y caracterizaron liposomas elasticos con surfactantes,
como colato de sodio incorporado (SC-EL) y liposomas elasticos incorporados en
glicodesoxicolato de sodio (SGDC-EL) y evaluaron su permeabilidad a través de los
tejidos bucales porcinos, que posteriormente se evalué mediante microscopia de
barrido laser confocal (CLSM). Los SGDC-EL fueron los liposomas mejores ya que
mejoraron significativamente la penetracion de la insulina a través de tejidos bucales
porcinos, 4,33 veces en el coeficiente de permeabilidad en comparacion con la

solucion de insulina. Quedando demostrado que los acidos biliares actian como
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detergente para solubilizar las grasas, siendo €l mismo reabsorbido y logrando

incrementar la permeabilidad de la insulina.
Modelo experimental.

Histéricamente, los modelos animales han jugado un papel fundamental en
la comprension y caracterizacion de la fisiopatologia de diversas enfermedades y la
identificacion de posibles objetivos para el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos. Un modelo animal ideal deberia: 1. permitir el estudio de fendmenos
biolégicos 0 comportamiento animal; 2. permitir la investigacion de un proceso
patolégico espontaneo o inducido y, 3. reproducir, en uno 0 mas aspectos, el
fenémeno que ocurre en humanos (Camacho et al., 2020). Los animales en este
estudio debieron cumplir con los criterios de inclusion para ser considerados: Wistar,
machos, ya que las hembras, en comparaciébn con los machos, tienen
caracteristicas que les confieren una mayor resistencia a la alteracion de los islotes
pancreaticos, como un 40 % mas de area de los islotes, un 22 % mas de células j3,
un 50 % mas de células a y una mayor capacidad de liberacion de insulina cuando
se estimulan, otro factor importante es el papel del estradiol en la proteccién de las
células B contra diversas agresiones, entre las que se encuentra la exposicién a
STZ (Santos et. al., 2022); 250-300g de peso, sanos y de tipo convencional, y que
no presentaran alteraciones en su salud que afectaran la concentracion de glucosa
en sangre, dado que era la principal variable a evaluar. A todos los sujetos una vez
transportados a la nueva sala de mantenimeinto del bioterio se les dio un periodo
de adaptacion de 15 dias alimentandose con el mismo tipo de alimento del lugar de
origen, sin realizar manejo que pudieran estresarlos; posterior a esos siete dias se
inicié un cambio de alimentacion gradual al nuevo alimento por otros siete dias, por
el tiempo que permanecieran bajo experimentacion. Se observl que a pesar del
tiempo de adaptacion inicial de siete dias, en el periodo del cambio de alimentacion
algunas ratas presentaron diarreas profusas, lo anterior asociado a una pobre
adaptacion por parte de la microbiota gastro intestinal de los individuos, ya que
fueron casos en particular que presentaron este tipo de alteraciéon, asi como el

descarte de dos sujetos de dos grupos distintos, ya que presentaron alteraciones
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en su postura ladeando su cabeza, los cuales fueron devueltos al bioterio de origen,
lo anterior asociado a inmunodepresion por estrés por el nuevo tipo de ambiente al
gue fueron expuestos. Una vez resuelto el problema de las diarreas, se determiné

que los animales estaban listos para iniciar el proceso de experimentacion.

El siguiente criterio de inclusién para considerar a un sujeto con DMT1,
posterior a la administracion de STZ por via IP, fue haber obtenido niveles de
glucosa mayores a 200 mg/dL a las 24 horas de su administracion (Barriga, 2020),
y un periodo de ayuno de 4 horas de soélidos previo a la medicion de glucosa en
sangre. En la mayoria de los grupos se obtuvo una induccion de la DM de entre el
70-80% 24 horas después, por lo cual, sin antes no haber alcanzado los valores
mayores a 200 mg/dL no se iniciaba el proceso de administracion de los formulados.
Los sujetos que no alcanzaban los niveles de glucosa en sangre mayores a 200
mg/dL fue debido a sus caracteristicas fisiologicas inherentes, ya que hubo algunos
en donde se observé que a las 48 horas post administraciéon de STZ lograron
concentraciones mayores a los 200 mg/dL, ademdas, hubo dos sujetos que
requirieron de la readministracion de STZ por via IP a las 48 horas ya que no
alcanzaban los valores establecidos para ser considerados como enfermos de
DMT1. De esta forma se garantizaba que a todos los sujetos en experimentacioén a
los cuales se les administrara los formulados presentaran la enfermedad y la

dependencia de la insulina para disminuir la concentracion de glucosa.

Desde una perspectiva clinica se pudo observar que las ratas con DMT1
padecieron las consecuencias de la enfermedad, todos los sujetos tuvieron
disminucién de su condicién corporal, poliuria, polidipsia, polifagia y reduccién de
su actividad fisica en su resguardo primario y a la manipulacién (Atkinson, 2014).
Una vez diagnosticada la DMT1 es indispensable la administracién de insulina
exogena (Poretsky, 2017), pues la funcion de las células beta del pancreas estan
imposibilitadas para sintetizar insulina. La mayoria de los casos de diabetes tipo 1
representan un trastorno inmunitario, si no es que un desorden autoinmune, lo que
significa que los pacientes a menudo muestran caracteristicas de una contribucion

inmunologica a la patogénesis de la enfermedad (p. ej., autoanticuerpos o
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asociaciones genéticas con genes que controlan las respuestas inmunitarias) y de
tipo idiopatica, cuya patogenia especifica sigue sin estar clara (Atkinson, 2014).
Aunque datos recientes sugieren que aunque la mayoria de los pacientes con
diabetes tipo 1 tienen pocas células 3, si es que tienen algunas, hay evidencia de
regeneracion de células 3 en bebés y nifios muy pequefos (pero no en adolescentes
o adultos) (Gregg et al., 2012; Keenan et al., 2010). Las ratas a las cuales se les
indujo experimentalmente la DMTL1 tuvieron incapacidad de poder sintetizar insulina,
ya que la STZ destruye a las células 3 del pancreas, asi es que era poco probable
que aun teniéndolas en resguardo por mucho mas tiempo tuvieran la posibilidad de
tener algun un tipo de regeneracion celular; aunque a pesar de lo anteriormente
mencionado, hubo un caso de reversién de la DM, ya que un individuo una vez
alcanzado los valores establecidos mayores a 200 mg/dL de glucosa en sangre,
durante dos dias después presentd valores de normoglucemia; por lo tanto, se
excluyo del estudio. El fenbnemo observado puede ser explicado debido a que la
dosis establecida no tuvo mayor efecto en esta rata, o sea, sin destruir gran cantidad
de células B las cuales posteriormente tuvieron la capacidad compensar las
necesidades de insulina requeridas por el animal (Goyal et. al., 2016).

Liposomas.

Desde hace tiempo, se han explorado las diversas formas potenciales de
administracion de insulina por via oral, basadas en métodos novedosos como
liposomas, microesferas, nanoparticulas, o incluso tiras para disolver en la boca,
esto para superar las multiples inyecciones por via subcutanea y lograr un mayor
bienestar al paciente, sobre todo en la DM dependiente de insulina (Kumar et al.,
2018). Los liposomas utilizados, compuestos en diferentes proporciones de fosfatidil
colina, colato de sodio, Brijs10, BrijL23, PEG1500 y Polaxamerol88 tuvieron
diversas respuestas respecto a su eficacia en la disminucion de glucosa en sangre;
los formulados que mejores respuestas hipoglucemiantes que se observaron fueron
de los formulados 1 (F1: fosfatidil colina 0.066g, colato de sodio 0.009g, insulina de
accion corta Insulex R® 0.714mL) y formulado 5 (F5: fosfatidil colina 0.0662g, colato
de sodio 0.009g e insulina de accion corta Insulex R® 0.714mL, PEG1500 0.001g,

76



polaxamero188 0.00419); la via de administracién que mejor respuesta tuvo ante el
incremento de glucosa en sangre fue la via subcutanea en comparaciéon con la via
oral. Se observé que en el caso del formuladol (F1) del grupo experimental 2, tuvo
un promedio de concentracion de glucosa en sangre de 183.88 mg/dL dado en
medias de cuadrados minimos, y el F5 de 227.62 mg/dL dado en medias de
cuadrados minimos, en el minuto 240 en el caso del F5 con una significancia
estadistica de P<0.05 una concentracion de 128.2 mg/dL, ambos por la via
subcutinea; para la via oral forzada en el caso del F1 los valores promedio de
glucosa en sangre fueron de 374.14 mg/dL dado en medias de cuadrados minimos,
y para el F5 de 415.95 mg/dL dado en medias de cuadrados minimos. Las
propiedades y la versatilidad de los liposomas estan dadas por las caracteristicas
de los excipientes utilizados en su manufactura, asi un liposoma compuesto por
acidos biliares y recubiertos por algun tipo de polimero mostrara mejor adaptabilidad
y resistencia ante los procesos digestivos a los cuales queda expuesto en el
ambiente gastro intestinal (Wong et al, 2018). En el caso de F1 , estos no tenian
algin componente en su estructura que garantizara su estabilidad, integridad,
biodisponibilidad y capacidad de retencion que permitiera la difusion de la insulina,
lo que postoreriormente permitiria su absorcién; esto disminuye las posibilades de
considerar en un futuro las formulaciones de los liposomas del F1 como protitipo
de liberacién modificada de insulina por la via oral. En el caso del formulado F5 con
PEG1500 y polaxdmerol188, polimeros que pudieron proteger a los liposomas del
ambiente hostil del sistema gastro-intestinal dado por las caracteristicas acidas del
medio, las proteasas y lipasas, tampoco tuvo una mayor eficiencia en la reduccién
de glucosa en sangre en comparacion con los demas formulados, ya que no se
encontrd significancia estadistica. Yazdi et al. (2020) formularon liposomas con
PEG con un tamafio promedio de 150-210nm y una carga superficial negativa,
conjugados con acido félico lo cual les dié una capacidad de captacioén celular
mayor, y por tanto, una mayor captacion de insulina, y que de acuerdo a los
resultados obtenidos demostraron que los liposomas tenian mas tiempo de
residencia en el estbmago y en el intestino. Asi pues, una de las razones de la

deficiencia de los liposomas para disminuir la concentracién de glucosa en sangre
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por via oral con PEG en el presente estudio, fue que ademas del tamafio de particula
(F1 de 76.6nm, F2 107.2nm, F3 91.3nm, F4 117.5nm, F5 107.6nm, F6 155nm,
101.8nm), pudo haber sido necesario agregar un aditivo importante para la retencion
y aumento de captacion de insulina, como la adicion de &cido folico, que mejorara
su absorcion a través de la capa epitelial intestinal posiblemente a través de
transcitosis mejorando su biodisponibilidad. No se descarta la posibilidad que
aungue dadas las caracteristicas de los excipientes utilizados en este estudio y que
se han mencionado con anterioridad, de que los animales requirieran de multidosis
en el tiempo de experimentacion por esta via. Una alternativa para tolerar el
ambiente acido y el efecto enzimatico es por medio de la adicion de una capa acido
resistente y de acido citrico para inhibir las proteasas intestinales, asi como de
inhibidores enziméticos, potenciadores de absorcion, modificacion quimica para la
absorcidbn mediada por receptores endogenos y de la adicion de polimeros
mucoadhesivos (Wong et al., 2016). Yucel et al., (2019) fabricaron liposomas
cargados con células madre embrionarias junto con insulina, administrados
intrapancreaticamente, demostrando los efectos sobre células diabéticas inducidas
con STZ asi como en ratones diabéticos, disminuyendo con éxito las
concentraciones de glucosa; de esta forma demostrando la versatilidad de los
liposomas para poder empaquetar diversidad de moléculas y sustancias y de la
efectividad de la conjuncion de aditivos para volverse mas eficientes. Asi pues, una
alternativa en la adicién de nuevos componentes en los formulados tipo, seria,
ademas de los polimeros, sustancias que faciliten su sobrevivencia en el medio

gastro intestinal para poder considerar la via oral.

Considerando el uso de los liposomas con insulina en los perros con DMT1,
aun queda pendiente la posibilidad de poder llevar a cabo su utilidad en esta especie
objetivo. Al respecto, Patel et al.,, (1982) realizaron ensayos administrando
liposomas compuestos de fosfatidilcolina, diestearoilfosfatidilcolina o
dipalmitoilfosfatidilcolina con colesterol y fosfato de dicetilo (en una proporcion de
10:2:1 en peso) a una dosis de insulina de 40-80 U atrapada en los liposomas a
perros sanos por via intraduodenal, en donde observaron aumentos sustanciales de

insulina inmunorreactiva en plasma después de 45-60 minutos, pero estos
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aumentos no fueron reproducibles ni dependientes de la dosis y no se observé una
disminucién en la glucosa plasmatica, posteriormente, probaron una dosis de 50-
100 U de insulina en perros diabéticos, en donde también se observdé aumento en
los niveles de insulina inmunorreactiva en plasma después de 45-60 minutos, y
nuevamente este aumento no tuvo relacién con la dosis; s6lo en los perros
diabéticos hubo una ligera disminucion de glucosa plasmatica correspondiente con
los niveles de insulina inmunorreactiva en plasma, concluyendo que la
administracion de insulina en liposomas puede permitir la absorcion de insulina
parcialmente degrada en la circulacion pero no esta influenciada por la dosis
administrada. Es importante recalcar que el presentado estudio corresponde a una
fase pre clinica en la utilizacion de liposomas para uso clinico en perros, queda aun
por desarrollar una nueva formulacion de liposomas que muestre resultados

favorables por via oral y que puedan ser aplicados en el ensayo clinico con perros.

Administracién por via subcutanea.

Los formulados con mejor eficiencia en la reduccién de glucosa en sangre a
los 360 minutos administrados por via subcutanea corresponden al formulado 1 del
grupo experimental 2 (F1), y al formulado 5 del grupo experimental 6 (F5); estos
conteniendo liposomas con las siguientes caracteristicas: F1: fosfatidil colina
0.066g, colato de sodio 0.009g, insulina de accion rapida regular (InsulexR®)
0.714mL; F5: fosfatidil colina 0.0662g, colato de sodio 0.009¢g e insulina de accién
corta (InsulexR®) 0.714mL, PEG1500 0.001g, polaxamero188 0.0041g. Sobre las
propiedades de los excipientes antes mencionados, el colato de sodio es una sal
biliar, biosurfactante, que solubiliza y emulsiona el colesterol y los lipidos; utilizado
en los sistemas de administracion de medicamentos por lo antes mencionado,
aungue su capacidad de solubilizacion es limitada porque las soluciones diluidas de
sales biliares presentan pequefias micelas con bajo nimero de agregacion debido
al impedimento estérico del gran esqueleto esteriodal (Yangxiu et. al., 2016); la
fosfatidil colina es un fosfolipido, con propiedades anfipaticas (teniendo afinidad
tanto por medios acuosos y polares), con una cola hidrofébica y una cabeza polar
hidrofilica; la primera y mas importante ventaja de los sistemas vesiculares basados

en fosfolipidos es la compatibilidad de los fosfolipidos con la membrana interna
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celular, lo que le da la caracteristica particular de que exista mas posibilidades de
absorcion y sea distribuido en los organos y tejidos (Verma et. al., 2010). La
administracion subcutanea es la via mas practica y convencional para la aplicacion
de insulina de acuerdo con las necesidades de los pacientes con DM, pero también
representa riesgo de infecciones locales, hipoglucemia, necrosis de la piel, dafio
nervioso, lipodistrofia y dolor (Wong et al., 2016). En el presente estudio, los sujetos
experimentales no se observaron reacciones adversas durante el periodo de
experimentacién de siete dias post administracion por esta via, permitiendo la
aplicacion segura sin efectos secundarios en la zona de inyeccion; a excepcion del
grupo 8 a los cuales se les administrd la insulina comercial InsulexR® de accién
corta que llegaron a tener hipoglucemia de hasta 33mg/dL y por lo cual se les ofrecio
alimento a libre acceso para evitar complicaciones debidas a la disminucién severa
de glucosa. Al ser administrada una Unica dosis de formulados por esta via en el
tiempo de experimentacion se considera que no representa el constante nimero de
aplicaciones que un paciente puede realizar a lo largo del tiempo que requiera de
esta hormona y de la susceptibilidad que adquiere por la misma enfermedad.
Stevenson et al., (1982), realiz6 un ensayo por via subcutdnea en perros diabéticos
administrando liposomas fabricados a base de fosfatidil colina y colesterol con
dicetilfosfato conteniendo insulina, obteniendo resultados favorecedores en la
disminucion de glucosa, con una media de disminucion de 295.46 mg/dL hasta
52.25 mg/dL a una dosis de 0.75 U/kg, y aun sin regresar a la concentracion basal
de glucosa después de 24 horas. Cabe responder la pregunta sobre las
caracteristicas de los liposomas fabricados en el presente estudio, siendo nuevas
combinaciones de excipientes si son compatibles para actuar eficazmente ante los

niveles altos de glucosa en sangre.

Los niveles de glucosa en sangre con los F1 y F5 por via subcutdnea en su
respectivo grupo experimental fueron en promedio 183.88mg/dL dado en medias de
cuadrados minimos, y 227.62 mg/dL dado medias de cuadrados minimos,
respectivamente hasta los 360 minutos, y de 356.67 mg/dL dado en medias de
cuadrados minimos para el F1 desde las 24 y hasta las 76 horas post administracion

de los formulados, y de 428.5 mg/dL dado en medias de cuadrados minimos para
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el F5, desde las 24 hasta las 56 horas. Arciniegas et al., (2020), alcanzaron
concentraciones de hasta 155 mg/dL con liposomas conteniendo Brij L23 hasta por
420 minutos, y aun mostro niveles de glucosa alrededor de 200 mg/dL después de
480 horas. Existe un rango muy amplio entre estos valores de glucosa, y est4 dado
por el porcentaje de encapsulacién registrado por Arciniegas et al, ya que menciona
haber obtenido un porcentaje mayor al 81%, lo que resulta en una mejor capacidad
de acarreamiento (45% en promedio de todos los formulados conteniendo insulina)
y de cantidad de difusién de la insulina. Considerando los niveles normales de
glucosa en sangre en ratas de 114-143 mg/dL (Campbell, 2012), en el presente
estudio ninguno de los dos formulados (F1 y F5) fueron eficaces para llevar a la
normoglucemia a los animales en el periodo comprendido de su administracién por

via subcutanea.
Administracion oral.

Bajo el contexto de la consideracion de otras vias, la administracién de
insulina por via oral tendria varias ventajas sobre las otras vias de administracion
parenteral. Por ejemplo, se evitaria el dolor local, la incomodidad, la irritacién, las
lesiones por pinchazosy el riesgo de infeccion de la piel por Staphylococcus aureus
asociada con las inyecciones estan ausentes (Finucane, 2003) o de otro patégeno
oportunista como S. pseudointermedius que ha sido aislado de portadores sanos y
perros con problemas de piel y que en recientes trabajos se ha comprobado de
problemas de zoonosis, constituyendo un riesgo para la salud humana (Rios et. al.,
2015; Pefia et. al., 2022). Ya que la via oral es considerada una via poco invasiva
para la administracion de farmacos, la vuelve ideal para aquellos pacientes en los
gue la inyeccién por via subcutanea les cause estrés psicolégico y fisico; en el caso
de los perros permitiria la administracion sin dolor y de los malestares y
complicaciones que conlleva la administracion de insulina de manera convencional.
La administracion oral de insulina también mejora los niveles portales del farmaco y
reduce la hiperinsulinemia periférica, que se asocia con neuropatia y retinopatia en
las otras vias de administracion (Khafagy, 2007). En cuanto a lo observado en los

formulados administrados por la via oral forzada, no hubo respuesta eficaz para
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disminuir la concentracién de glucosa en sangre, siendo el F1y F3 los que tuvieron
mejores resultados ante los elevados niveles de glucosa, en promedio se obtuvieron
valores de 374.14 mg/dL dado en medias de cuadrados minimos para el F1 y para
el F3 de 404.08 mg/dL a los 360 minutos; para el periodo de tiempo desde las 24 y
hasta las 52 horas de 330.23 mg/dL para el F1 y de 403.05 mg/dL para el F3.
Arciniegas et al., (2020) obtuvieron valores por esta via mas eficientes con
liposomas conteniendo Brij S10 de hasta 250 mg/dL alrededor de los 360 minutos.
Con la referencia del porcentaje de encapsulacion que obtuvo, el cual fue mayor al
81% vy la adicion de un polimero en la estructura de los liposomas, explica la
eficiencia en la disminucion de los niveles de glucosa en comparacién con los
obtenidos con los mejores formulados, ya que en estos no se agrego polimero
alguno. Considerando los niveles normales de glucosa en sangre en ratas de 114-
143 mg/dL (Campbell, 2012), en el presente estudio ninguno de los dos formulados
(F1 y F3) llevaron a la normoglucemia en los animales en el periodo comprendido

del monitoreo de glucosa luego de su administracién oral.

Retomando las propiedades de los excipientes utilizados en la fabricacion de
los liposomas, se esperaria que la eficiencia de estos para la administracion de la
insulina por la via oral hubiera tenido mejores resultados en la disminucion de
glucosa en sangre de los animales con diabetes mellitus tipo 1, por lo que se
considera que probablemente se requirieran de aditivos que mejoren su tiempo de
estadia en el intestino delgado permitiendo su absorcién y posterior liberacién de

insulina.

Los liposomas conteniendo insulina siguen siendo vehiculos con gran
potencial para ser considerados administrados por via oral en el tratamiento de la
DM, pero a pesar de sus propiedas de inclusién de diversidad de sustancias y de
su facilidad de absorcion, tienen que enfrentarse ante las condiciones del medio
gastrointestinal, como el pH y enzimas digestivas. Zhang et al., (2013) desarrollaron
liposomas con biotina, “liposomas biotinilados”, como nuevos vehiculos para
mejorar la administracion oral de insulina; la biotinilacion la lograron mediante la

incorporacion de fosfolipidos conjugados con biotina en las membranas de los
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liposomas, observaron un efecto hipoglucemiante significativo y una absorcion
mejorada después de tratar ratas diabéticas con liposomas biotinilados con una
biodisponibilidad relativa de 12,09 % y 8,23 %, segun la medicion del efecto
farmacologico y el nivel de insulina en sangre, respectivamente; esta
biodisponibilidad lograda fue aproximadamente el doble que la de los liposomas
convencionales. De lo anterior es de importancia mencionar que los liposomas
requieren de excipientes que redirijan su absorcién y por tanto aumenten la

biodisponibilidad de la insulina.

Mutlu et al.,, (2020) desarrollaron liposomas mediante la técnica de
gelificacion iénica utilizando succinato de D-a-tocoferilo polietilenglicol 1000 (en
nuestro caso utilizamos polietilenglicol 5000), desoxicolato de sodio por separado y
en combinaciéon para aprovechar los liposomas y las nanoparticulas y varios
mecanismos de mejora de la absorcion, los cuales se administraron por via oral
forzada a ratas diabéticas inducidas con STZ, a una dosis de insulina de 100 Ul/kg;
los resultados obtenidos de todas las formulaciones aplicadas fueron favorables con
decrementos considerables de la glucosa sanguinea, comparados con el grupo
control y el grupo de insulina oral. Los liposomas utilizados en el presente estudio
se utilizaron a menores dosis de insulina en ratas, de 5Ul/kg, asi como lo realizaron
Arciniegas et. al.(2020), lo que explicaria su baja eficiencia para poder disminuir los
niveles de glucosa en las ratas con DM. En el trabajo realizado de Arciniegas et.
al.(2020), todas las formulaciones administradas por via oral no mostraron una
reduccion significativa en los niveles de glucosa; sin embargo, la adicion de

poloxamero 407 parece reducir los niveles de animales diabéticos al 47%.
Bioguimica.

Una caracteristica distintiva clave entre la diabetes tipo 1 y tipo 2 es la
presencia de autoanticuerpos contra los autoantigenos de las células 3. Mas del 90
% de las personas con diagnéstico reciente de diabetes tipo 1 tienen uno o mas de
los siguientes autoanticuerpos al inicio de la enfermedad: reactivos a la insulina

(IAA), acido glutamico descarboxilasa (GADA), autoantigeno 2 asociado al
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insulinoma (IA2A) y transportador de zinc 8 (ZnT8A) (Ziegler et al., 2010). En el caso
de la diabetizacion inducida por la administracion de STZ por via IP, la evaluacion
de estos analitos hubiera sido innecesario, ya que fue la misma toxina que
desencadené la dependencia de la insulina al destruir las células 8 del pancreas.
Por lo anterior era de interés conocer el potencial dafio a la salud que pudieran
ocasionar los liposomas, y del dafio a 6rganos clave implicados en el metabolismo
de sustancias activas, como el rifion e higado, midiendo los niveles de AST, ALT,
Urea, Creatinina y BUN. Los valores obtenidos al inicio de la experimentacion en
cada grupo, previo a la induccién de la DM, sirvieron como su propio control, de esta
forma reflejando el dafio que luego de la administracion de los liposomas pudieron
haber ocasionado en los sujetos experimentales, asi evaluando la seguridad de

estos compuestos.

En 2009, Zafar et al., observaron niveles elevados de aspartato
aminotransferasa (AST) de 13.7 + 2.26 IU/L, alanina aminotransferasa (ALT) 21.2 +
2.15 IU/L en ratas diabéticas inducidas con STZ a dosis de 45 mg/kg por via IP, la
glucosa plasmatica sérica también se elevé significativamente (Zafar et al., 2009).
Yakhchalian et al. (2018), obtuvo valores de AST de 137.167+£19.22 IU/L, de ALT
de 120.66+11.54 IU/L, en ratas Wistar macho diabetizadas con STZ por via IP a
dosis de 60 mg/k (Yakhchalian et al., 2018). Barriga (2020) obtuvo los siguientes
valores promedio con administracibon de STZ a dosis de 45 mg/kg por via
endovenosa AST: 208.90 U/L, ALT 162.94 U/L, Creatinina 48.85 pummol/L, Urea
9.558 mmol/L, BUN 20.714 mmol/L. Los valores obtenidos promedio por todos los
grupos experimentales en este estudio al término de la experimentacion fueron los
siguientes: BUN 9.76 mmol/L, Creatinina 50.76 ummol/L, ALT 394 U/L, AST 289.88
U/L, Urea 20.80 mmol/L.

Haciendo una comparacion de los valores obtenidos en el estudio con los
valores normales de referencia en la especie R. norvegicus, es evidente que a
excepcion de la creatinina, los demas valores sobresalen del rango establecido
aungue sin muchas diferencias estadisticamente significativas en varios casos. Los

valores mencionados como referencias de los analitos, fueron los promedios de los

84



sujetos de cada grupo al inicio del periodo experimental, valores particulares de
estos animales, no comparables con lo establecido en varias referencias
bibliograficas, ya que tuvieron condiciones de alojamiento y de crianza diferentes a
cualquier otro bioterio reproductor con cepas de ratas Wistar. De las alteraciones
comentadas, estas debidas a los efectos a la salud que provoca una DMTL1 sin
control terapéutico, ya que en ratas con diabetes se ha demostrado un aumento de
las actividades de la fosfatasa alcalina, la aspartato transaminasa y la alanina
transaminasa y cambios en las actividades de diferentes enzimas del metabolismo
de los carbohidratos. (Szkudelski, 2012). La diabetes tiene efectos nocivos
significativos en muchos 6rganos, incluido el higado. Las complicaciones hepaticas
incluyen el desarrollo de enfermedad del higado graso no alcohdlico,
esteatohepatitis no alcohdlica, carcinoma hepatocelular e insuficiencia hepética
(Poretsky, 2017). De los trabajos antes mencionados en los cuales se indujo DM
por administracion de STZ, se observan aumentos de las enzimas hepaticas, las
cuales se encuentran en el citosol de los hepatocitos como es el caso de la ALT, y
también en la mitocondria y citosol de los hepatocitos, como es el caso de la AST;
entonces, alterada la integridad de las células hepaticas, los niveles de estas

enzimas aumentan en el suero sanguineo, a consecuencia de la DM.

La diabetes es la causa mas comun de enfermedad renal terminal en el
mundo. La nefropatia diabética se debe a mecanismos celulares y subcelulares e
implica la induccion de vias de sefializacion en el riidn que perpetuan la destruccion
de los glomérulos, la vasculatura intrarrenal y el intersticio (Harbord, 2017). La urea,
creatinina y nitrégeno ureico en sangre, son analitos clave que demuestran el
funcionamiento renal; de la misma forma que con las enzimas hepéticas, se ve
reflejado el deterioro renal ocasionado por la DM. Los hallazgos bioquimicos del
presente estudio, son resultado del dafio ocasionado por la DM inducida por la STZ,
no podria considerarse que los formulados con liposomas tuvieran algun efecto
degenerativo en higado o rifién, ya que los excipientes utilizados no tienen efectos
de toxicidad en el metabolismo renal y/o hepético, dadas sus caracteristicas de
biocompatibilidad en la formulacion de sistemas de administracion de farmacos

(Rowe et. al., 2009). Respecto a la comparacion de las observaciones obtenidas de
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cada grupo experimental al inicio y al final, se refleja el dafio hepatico y renal dentro
del periodo comprendido desde el diagnéstico de la DM y hasta el momento de la
eutanasia, que fue cuando se obtuvo la segunda muestra de sangre por el plexo
ocular. El tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1 requiere de la administracion de
insulina exdgena para regular los niveles de glucosa en sangre, es por esto que los
dafios observados también reflejan la intermitencia en la administracion de insulina

para controlar la enfermedad en los animales de experimentacion.

Anatomopatologia.

Zafar et al., (2009) encontraron que en el analisis histopatolégico del higado
en ratas diabéticas mostré alteraciones, tales como acumulacién de gotitas de
lipidos, infiltracion de células inflamatorias, aumento de contenido fibroso, dilatacion
de los vasos porta, congestion de estos vasos y proliferacion de células epiteliales
de los conductos biliares. En los hallazgos post mortem, de las ratas del presente
estudio, se observo degeneracion de los 6rganos analizados (higado y rifién), y por
hallazgos macroscépicos sobresalientes en una rata, en esta misma los pulmones,
pericardio y corazén. Respecto a los hallazgos en el estudio histopatolégico de
higado y rifidn, estan asociados a las complicaciones por DM (Poretsky, 2017; Demir
et. al., 2021).

Una de las ratas present6 alteraciones en pericardio, pulmones y corazén,
debido a una pericarditis y pleuronemonia, probablemente provocada por algin
microorganismo bacteriano, siendo un estado particular de este animal, no se
descarta la posibilidad de que haya desarrollado estas alteraciones por un estado
de inmunodepresion, sin relacién alguna a la DM o a la administracion de STZ
(Lenzen et. al., 2008)
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CONCLUSION

La administracion de formulados de liposomas con insulina encapsulada
mostré resultados aceptables por la via subcutanea en comparacién con la via oral
forzada, al reducir los niveles de concentracion de glucosa en sangre en los modelos

experimentales de DMTL1 de ratas Wistar inducidos con STZ por via IP.

El prototipo con mejores resultados por la via subcutanea hasta los 360
minutos y desde las 24 y hasta las 76 horas es el F1 en comparacién con el producto
comercial InsulexR®; el F5 destaca por esta via ya que se observaron niveles
estadisticamente significativos inferiores de glucosa en el minuto 240, en
comparacion con todos los formulados evaluados por via subcutanea. El F1 destaca
de todos los deméas formulados porque disminuye la concentracién de glucosa con
mucha mas eficiencia a tiempos cortos y su efecto hipoglucemiante se conserva por

debajo del efecto del producto comercial InsulexR®.

Los liposomas utilizados no fueron eficaces para la administracion de insulina
por la via oral, ya que se obtuvieron medidas de glucosa superiores a los 300 mg/dL.
Por lo anterior, se deben reconsiderar nuevas combinaciones de excipientes en la
manufactura de liposomas propuestos para administrar por esta via. Haciendo
mencion de los mejores resultados por esta via, destacan los F1 y F3, pero con

reservas para mejorar su capacidad de resistencia en el medio gastrointestinal.

Los liposomas no tuvieron algin efecto de toxicidad en los animales
administrados; en la zona de administracion por via subcutanea no se observaron
reacciones adversas, ni a la insulina ni a los formulados. Por la via oral tampoco se
presentaron reacciones adversas o dafos a la salud asociada a los liposomas. La
semiologia clinica presentada en los modelos animales corresponde a una DM no

controlada.

El F1 es el formulado con mejores respuestas ante los valores
hiperglucémicos en ratas diabetizadas con STZ por via IP, sin alcanzar el rango

normal de glucosa de una rata sana.
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Respecto al analisis de los analitos considerados en el suero sanguineo, no
hubo significancia estadistica, a excepcion del F1 del grupo 2 en los niveles de Urea

al inicio y al final del experimento.

En los hallazgos histopatolégicos, se aprecian alteraciones estructurales de
higado y riiién, sin probable interferencia con la accion de los formulados

administrados.
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PERSPECTIVAS

El desafio ante la problematica mundial de la DM es el desarrollo de nuevas
tecnologias terapéuticas para la administracion de insulina, por lo cual queda un
largo camino por recorrer respecto al disefio y aplicaciéon de novedosos sistemas de
transporte para esta hormona; haciendo énfasis en que la via oral es la que mas
investigacion requiere, y que conviene mas sobre cualquier otra via de
administracion; asi pues, las nanoparticulas y liposomas involucrados en el
transporte de farmacos con potencial aplicacion clinica siguen siendo tema de
interés en el desarrollo de nuevos prototipos de liberacidon modificada de insulina

para el tratamiento de la diabetes.

Andlisis in vitro.

Los analisis in-vitro para la seguridad de los anélogos de insulina (ensayo de
proliferacion, de actividad metabdlica y de autofosforilacién), quedan como
procedimientos por considerarse para este nuevo prototipo de liberacion
modificada, dado que no es una molécula novedosa de insulina, es importante
realizarse, ya que los bioensayos en cultivos celulares proporcionaran evidencia de
los efectos biologicos de la molécula de insulina contenida en liposomas,
demostrando su eficacia y seguridad pre clinica de los prototipos.

Aplicaciones terapéuticas en perros.

Este trabajo experimental corresponde a la fase preclinica del desarrollo del
prototipo de liberacibn modificada de insulina, siendo el perro la especie objetivo,
aun falta por realizar nuevos trabajos con moléculas novedosas, tanto por nueva
inclusion de excipientes, como de sustancias que aumenten la sobrevida de los
liposomas, asi como de la capacidad de aumentar el porcentaje de encapsulacion
de la insulina; una vez obteniendo resultados que demuestren la eficacia y
seguridad en los ensayos preclinicos, podria considerarse la evaluacién clinica en

el perro.
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Los liposomas utilizados por la via oral no fueron eficaces para disminuir los
niveles de glucosa en sangre en ratas con DM, y por lo cual se propone la
reformulacion de los excipientes utilizados en la fabricacion de estas moléculas, asi
como de la adicion de sustancias que mejoren las propiedades de adhesion,
resistencia y permitan la difusién de la insulina en el sistema gastrointestinal. Por la
via subcutanea, se obtuvieron resultados favorables en solo una aplicacion, aun sin
llegar a niveles basales de glucosa, pero que en una readministracion subsecuente
probablemente se hubieran podido alcanzar los valores deseados, de acuerdo con
las necesidades de insulina de cada animal enfermo. Aun con haber desarrollado
un prototipo de liberacion modificada de insulina, este mismo requiere de mas
pruebas preclinicas para ser considerado en el futuro para un ensayo clinico en

perros.
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ANEXOS

1. CONCENTRACION DE GLUCOSA DE LA PRUEBA DE TOLERANCIA A LA
GLUCOSA (PTG) EN RATAS SANAS.

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones

de glucosa en sangre de la prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) por grupos.

Grupos | Cuadrados medios de Error estandar
concentraciéon de
glucosa (mg/dL)

1 118.952381 7.769506
2 125.880952 7.769506
3 134.142857 7.769506
4 115.571429 8.511067
5 123.738095 7.769506

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones
de glucosa en sangre en el periodo de tiempo comprendido desde el minuto 0, hasta los

120 minutos de la prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) de todos los grupos en general.

Minuto Cuadrados medios de concentracion de glucosa (mg/dL) Error

estandar

0 104.373333 2.641802
15 149.22 2.641802
30 135.273333 2.641802
45 131.946667 2.641802
60 127.813333 2.641802
90 108.673333 2.641802
120 108.3 2.641802

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones
de glucosa en sangre en el periodo de tiempo comprendido desde el minuto 0, hasta los

120 minutos de la prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) por cada uno de los grupos.
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Grupo Minuto Cuadrados Error
medios de estandar
concentracion
de glucosa
(mg/dL)

1 0 99.666667 5.792535
1 15 138 5.792535
1 30 139.5 5.792535
1 45 124.833333 5.792535
1 60 123.833333 5.792535
1 20 101 5.792535
1 120 105.833333 5.792535
2 0 105 5.792535
2 15 153.333333 5.792535
2 30 135.166667 5.792535
2 45 137.166667 5.792535
2 60 136 5.792535
2 20 108.5 5.792535
2 120 106 5.792535
3 0 110.5 5.792535
3 15 157.5 5.792535
3 30 143.666667 5.792535
3 45 143.166667 5.792535
3 60 142.833333 5.792535
3 20 119.333333 5.792535
3 120 122 5.792535
4 0 97.2 6.345404
4 15 146.6 6.345404
4 30 123.2 6.345404
4 45 126.4 6.345404
4 60 117.4 6.345404
4 20 102.2 6.345404
4 120 96 6.345404
5 0 109.5 5.792535
5 15 150.666667 5.792535
5 30 134.833333 5.792535
5 45 128.166667 5.792535
5 60 119 5.792535
5 90 112.333333 5.792535
5 120 111.666667 5.792535
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2. CONCENTRACION DE GLUCOSA DE LA PRUEBA A LA TOLERANCIA A LA
GLUCOSA (PTG) DE RATAS CON DMT1.
Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones

de glucosa en sangre de la PTG por grupos con DMT1.

Grupo

Cuadrados medios de la
concentraciéon de glucosa
(mg/dL)

457.025

448.729167

433.291667

©O©| 0| N[ O

428.791667

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones

de glucosa en sangre de la prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) por grupos con diabetes

mellitus tipo 1 (DMT1) desde el minuto 0 y hasta los 120 minutos.

Minuto Cuadrados medios de la Error estandar
concentraciéon de glucosa
(mg/dL)

0 395.875 7.998152
15 444.183333 7.998152
30 450.991667 7.998152
45 468.233333 7.998152
60 470.933333 7.998152
90 468.766667 7.998152
120 465.408333 7.998152
240 371.283333 7.998152

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones

de glucosa en sangre de la prueba de tolerancia a la glucosa (PTG) por grupos con diabetes

mellitus tipo 1 (DMT1) desde el minuto 0 y hasta los 120 minutos por grupo.
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Grupo Minuto Cuadrados Error
medios de la | estandar
concentracion

de glucosa
(mg/dL)
6 0 383 15.368751
6 15 447.4 15.368751
6 30 451.8 15.368751
6 45 495.6 15.368751
6 60 494.4 15.368751
6 90 485.4 15.368751
6 120 498.8 15.368751
6 240 399.8 15.368751
7 0 389.333333 | 14.029686
7 15 438.666667 | 14.029686
7 30 446 14.029686
7 45 473.833333 | 14.029686
7 60 485.5 14.029686
7 90 497.333333 | 14.029686
7 120 505 14.029686
7 240 354.166667 | 14.029686
8 0 411.833333 | 14.029686
8 15 445.333333 | 14.029686
8 30 464.833333 | 14.029686
8 45 454.833333 | 14.029686
8 60 446.166667 | 14.029686
8 90 435 14.029686
8 120 439.166667 | 14.029686
8 240 369.166667 | 14.029686
9 0 399.333333 | 19.840972
9 15 445.333333 | 19.840972
9 30 441.333333 | 19.840972
9 45 448.666667 | 19.840972
9 60 457.666667 | 19.840972
9 90 457.333333 | 19.840972
9 120 418.666667 | 19.840972
9 240 362 19.840972
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3. CONCENTRACION DE GLUCOSA CON ADMINISTRACION DE FORMULADOS POR

VIiA SUBCUTANEA (SC).

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones

de glucosa en sangre con administracién de formulados por via subcutdnea en grupos con

diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), desde el minuto 0 y hasta los 360 minutos.

Grupos Cuadrados Error
medios de la estandar
concentracién
de glucosa
(mg/dL)
2 183.880135 15.783564
3 199 13.990635
4 204.377778 15.325972
5 227.62963 13.990635
6 221.022222 15.325972
7 408.092593 13.990635
8 245.185185 13.990635
9 424.814815 19.785745

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones

de glucosa en sangre con administracién de formulados por via subcutdnea en grupos con

diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), desde el minuto O y hasta los 360 minutos de todos los

grupos considerados.

Minuto Cuadrados Error
medios de la estandar
concentraciéon
de glucosa
(mg/dL)

0 408.1375 8.53894
15 365.025183 8.687886
30 257.720833 8.53894
45 198.383333 8.53894
60 175.7 8.53894
90 155.908333 8.53894

101




120 159.766667 8.53894
240 265.5875 8.53894
360 392.023302 8.687886

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones

de glucosa en sangre con administracion de formulados por via subcutanea en grupos con

diabetes mellitus tipo 1 (DMTL1), desde el minuto 0 y hasta los 360 minutos de todos los

grupos considerados de manera independiente.

Minutos Cuadrados Error
medios dela | estandar
concentracion
de glucosa
(mg/dL)
2 0 340.4 24.151768
2 15 327.0348 27.340878
2 30 160 24.151768
2 45 75.4 24.151768
2 60 59.2 24.151768
2 90 63.4 24.151768
2 120 54.8 24.151768
2 240 215.2 24.151768
2 360 359.486413 | 27.340878
3 0 454 22.047447
3 15 195.333333 | 22.047447
3 30 130.166667 | 22.047447
3 45 84.666667 22.047447
3 60 72.166667 22.047447
3 90 89.833333 22.047447
3 120 115.833333 | 22.047447
3 240 251.5 22.047447
3 360 397.5 22.047447
4 0 418 24.151768
4 15 332.8 24.151768
4 30 178.8 24.151768
4 45 113.6 24.151768
4 60 90.8 24.151768
4 90 57.6 24.151768
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4 120 61.6 24.151768
4 240 207.8 24.151768
4 360 378.4 24.151768
5 0 435 22.047447
5 15 378.5 22.047447
5 30 224 22.047447
5 45 123.333333 | 22.047447
5 60 88 22.047447
5 90 60.333333 22.047447
5 120 77.833333 22.047447
5 240 257.333333 | 22.047447
5 360 404.333333 | 22.047447
6 0 419.2 24.151768
6 15 415.2 24.151768
6 30 266.8 24.151768
6 45 162.4 24.151768
6 60 102.6 24.151768
6 90 65.6 24.151768
6 120 66.4 24.151768
6 240 128.2 24.151768
6 360 362.8 24.151768
7 0 399.333333 | 22.047447
7 15 430.166667 | 22.047447
7 30 388.5 22.047447
7 45 398.666667 | 22.047447
7 60 405.5 22.047447
7 90 387.833333 | 22.047447
7 120 412.5 22.047447
7 240 436.166667 | 22.047447
7 360 414.166667 | 22.047447
8 0 399.833333 | 22.047447
8 15 395.833333 | 22.047447
8 30 272.166667 | 22.047447
8 45 180.333333 | 22.047447
8 60 129.666667 | 22.047447
8 90 65.333333 22.047447
8 120 70.5 22.047447
8 240 266.5 22.047447
8 360 426.5 22.047447
9 0 399.333333 | 31.179799
9 15 445.333333 | 31.179799
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9 30 441.333333 | 31.179799
9 45 448.666667 | 31.179799
9 60 457.666667 | 31.179799
9 90 457.333333 | 31.179799
9 120 418.666667 | 31.179799
9 240 362 31.179799
9 360 393 31.179799

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones
de glucosa en sangre con administracion de formulados por via subcutanea en los grupos
2 y 3 con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), desde las 24 y hasta las 76 horas post

administracién de formulados F1 y F2 respectivamente, sin bolo de dextrosa por via oral a

dosis de 2g/kg.

Grupo Cuadrados Error
medios de la estandar
concentracion
de glucosa
(mg/dL)
2 356.678472 17.893952
3 423.092593 16.085467

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, por tiempo de medicién
de las concentraciones de glucosa en sangre con administraciéon de formulados por via
subcutanea en los grupos 2 y 3 con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), desde las 24 y hasta

las 76 horas post administracién de formulados, sin bolo de dextrosa por via oral a dosis de

2g/kg.

Hora Cuadrados Error
medios de la estandar
concentracion

de glucosa
(mg/dL)
24 405.983333 10.607544
26 401.816667 10.607544
28 404.853125 11.392172
48 388.033333 10.607544
50 386.8 10.607544
52 370.866667 10.607544
72 405.266667 10.607544
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74 372.983333 10.607544
76 372.366667 10.607544

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, por tiempo de medicién
de las concentraciones de glucosa en sangre con administracién de formulados por via
subcutanea en los grupos 2 y 3 con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) de manera
independiente, desde las 24 y hasta las 76 horas post administracion de formulados, sin

bolo de dextrosa por via oral a dosis de 2g/kg.

Grupo Hora Cuadrados Error
medios de la | estandar
concentracion
de glucosa
(mg/dL)

2 24 377.8 15.668381
2 26 351.8 15.668381
2 28 375.70625 17.735403
2 48 353.4 15.668381
2 50 370.6 15.668381
2 52 345.4 15.668381
2 72 365.2 15.668381
2 74 337.8 15.668381
2 76 332.4 15.668381
3 24 434.166667 14.30321
3 26 451.833333 14.30321
3 28 434 14.30321
3 48 422.666667 14.30321
3 50 403 14.30321
3 52 396.333333 14.30321
3 72 445.333333 14.30321
3 74 408.166667 14.30321
3 76 412.333333 14.30321

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones
de glucosa en sangre pos administracion de formulados F3, F4, F5, F6 y F7
respectivamente por via subcutanea en los grupos 4, 5, 6, 7, 8 y 9 con DMT1, desde las 24
y hasta las 52 horas (grupo 9 sin formulado), con bolo de dextrosa por via oral forzada a

dosis de 2g/kg.
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Grupo Cuadrados Error
medios de la estandar
concentracion

de glucosa
(mg/dL)
4 417.1 20.843426
5 431.020833 19.027357
6 428.5 20.843426
7 447 19.027357
8 416.520833 19.027357
9 407.916667 26.908747

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones
de glucosa en sangre pos administracion de formulados F3, F4, F5, F6 y F7
respectivamente por via subcutanea en los grupos 4, 5, 6, 7, 8 y 9 con DMT1 (grupo 9 sin
formulado), por periodo de tiempo (desde las 24 y hasta las 52 horas), con bolo de dextrosa

por via oral forzada a dosis de 2g/kg.

Hora Cuadrados Error
medios de la | estandar
concentracion
de glucosa
(mg/dL)
24 406.716667 8.09165
25 484.677778 8.09165
26 413.938889 8.09165
28 357.905556 8.09165
48 446.027778 8.09165
49 490.027778 8.09165
50 423.261111 8.09165
52 374.855556 8.09165

Valores correspondientes, dados en medias de cuadrados minimos, de las concentraciones
de glucosa en sangre pos administracion de formulados F3, F4, F5, F6 y F7
respectivamente por via subcutdnea en los grupos 4, 5, 6, 7, 8 y 9 con diabetes mellitus tipo
1 (DMT1) (grupo 9 sin formulado), por periodo de tiempo de manera independiente (desde

las 24 y hasta las 52 horas), con bolo de dextrosa por via oral forzada a dosis de 2g/kg.
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Grupo Hora Cuadrados Error
medios de la | estandar
concentracion
de glucosa
(mg/dL)

4 24 406 19.550735
4 25 482.6 19.550735
4 26 379.4 19.550735
4 28 343.2 19.550735
4 48 446.2 19.550735
4 49 493.2 19.550735
4 50 430.4 19.550735
4 52 355.8 19.550735
5 24 392.5 17.847298
5 25 498 17.847298
5 26 432.666667 | 17.847298
5 28 345.333333 | 17.847298
5 48 431.166667 | 17.847298
5 49 490.5 17.847298
5 50 438.5 17.847298
5 52 419.5 17.847298
6 24 376.8 19.550735
6 25 468.8 19.550735
6 26 426.4 19.550735
6 28 358.4 19.550735
6 48 447.8 19.550735
6 49 492.8 19.550735
6 50 460 19.550735
6 52 397 19.550735
7 24 436 17.847298
7 25 494.333333 | 17.847298
7 26 453 17.847298
7 28 421.666667 | 17.847298
7 48 433.5 17.847298
7 49 515.666667 | 17.847298
7 50 433.666667 | 17.847298
7 52 388.166667 | 17.847298
8 24 435 17.847298
8 25 466.666667 | 17.847298
8 26 391.833333 | 17.847298
8 28 345.166667 | 17.847298
8 48 456.5 17.847298
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8 49 480.333333 | 17.847298
8 50 400.666667 | 17.847298
8 52 356 17.847298
9 24 394 25.239891
9 25 497.666667 | 25.239891
9 26 400.333333 | 25.239891
9 28 333.666667 | 25.239891
9 48 461 25.239891
9 49 467.666667 | 25.239891
9 50 376.333333 | 25.239891
9 52 332.666667 | 25.239891

4. CONCENTRACION DE GLUCOSA CON ADMINISTRACION DE FORMULADOS POR
VIA ORAL FORZADA.
Valores de glucosa en sangre de los grupos con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) luego de

la administracion de los formulados correspondientes a cada uno de los grupos, con 4 horas

de ayuno de sélidos, por via oral forzada.

Grupo Cuadrados medios de la concentraciéon de glucosa Error estandar
(mg/dL)
2 374.147764 20.428864
3 423.592593 16.883065
4 404.088889 18.494471
5 417.296296 16.883065
6 415.955556 18.494471
7 412.888889 16.883065
8 412.777778 16.883065
9 451.703704 23.876259
Minuto Cuadrados medios de la concentracién de Error estandar
glucosa (mg/dL)

0 429.35 6.097155

15 438.3125 6.097155

30 436.85 6.097155

45 426.05797 6.21069
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60 420.50172 6.21069
90 400.903803 6.21069
120 393.4 6.097155
240 370.353803 6.21069
360 410.778105 6.204069

Valores de glucosa en sangre de los grupos con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) luego de

la administracion de los formulados correspondientes a cada uno de los grupos, con 4 horas

de ayuno de solidos, por via oral forzada por periodo de tiempo desde el minuto O hasta los

360 minutos.

Valores de glucosa en sangre de los grupos con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) luego de

la administracién de los formulados correspondientes a cada uno de los grupos de manera

independiente, con 4 horas de ayuno de sélidos, por via oral forzada por periodo de tiempo

desde el minuto 0 hasta los 360 minutos.

Grupo Minuto Cuadrados medios de Error estandar
la concentracion de
glucosa (mg/dL)
2 0 372.6 17.24536
2 15 389 17.24536
2 30 399.6 17.24536
2 45 403.463758 19.668085
2 60 367.213758 19.668085
2 90 358.463758 19.668085
2 120 377.6 17.24536
2 240 342.463758 19.668085
2 360 356.924843 19.533892
3 0 415.833333 15.742787
3 15 437.833333 15.742787
3 30 433.166667 15.742787
3 45 436.5 15.742787
3 60 440.833333 15.742787
3 90 412.166667 15.742787
3 120 444.166667 15.742787
3 240 382.833333 15.742787
3 360 409 15.742787
4 0 461.8 17.24536
4 15 415.8 17.24536
4 30 422 17.24536
4 45 413 17.24536
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4 60 402.2 17.24536
4 90 401.4 17.24536
4 120 389.2 17.24536
4 240 332 17.24536
4 360 399.4 17.24536
5 0 442 15.742787
5 15 429.166667 15.742787
5 30 409 15.742787
5 45 442.166667 15.742787
5 60 418.166667 15.742787
5 90 406.833333 15.742787
5 120 392.666667 15.742787
5 240 371.833333 15.742787
5 360 443.833333 15.742787
6 0 446.4 17.24536
6 15 454.2 17.24536
6 30 439.2 17.24536
6 45 404 17.24536
6 60 412.6 17.24536
6 90 398.2 17.24536
6 120 403.4 17.24536
6 240 383.2 17.24536
6 360 402.4 17.24536
7 0 454.166667 15.742787
7 15 424.666667 15.742787
7 30 430.5 15.742787
7 45 413.166667 15.742787
7 60 398.333333 15.742787
7 90 386.666667 15.742787
7 120 378 15.742787
7 240 397 15.742787
7 360 433.5 15.742787
8 0 434.333333 15.742787
8 15 495.5 15.742787
8 30 455 15.742787
8 45 396.5 15.742787
8 60 419.333333 15.742787
8 90 384.833333 15.742787
8 120 373.166667 15.742787
8 240 348.833333 15.742787
8 360 407.5 15.742787
9 0 407.666667 22.263663
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9 15 460.333333 22.263663
9 30 506.333333 22.263663
9 45 499.666667 22.263663
9 60 505.333333 22.263663
9 90 458.666667 22.263663
9 120 389 22.263663
9 240 404.666667 22.263663
9 360 433.666667 22.263663

Valores correspondientes a las concentraciones de glucosa en sangre de los grupos 2y 3

con administracion de formulados 1 y 2 respectivamente, sin administracion de bolo de

dextrosa por via oral forzada a dosis de 2g/kg, con previo ayuno de 4 horas de sdlidos,

desde las 24 y hasta las 52 horas.

Grupo Cuadrados medios de la concentracion de Error estandar
glucosa (mg/dL)
2 330.233333 19.133829
3 340.018333 18.812229

Valores correspondientes a las concentraciones de glucosa en sangre de los grupos 2y 3

con administracién de formulados 1 y 2 respectivamente, sin administracion de bolo de

dextrosa por via oral forzada a dosis de 2g/kg, con previo ayuno de 4 horas de sélidos,

desde las 24 y hasta las 52 horas de manera general.

Hora Cuadrados medios de la concentracién de glucosa Error

(mg/dL) estandar
24 361.083333 15.521392
26 348.833333 15.521392
28 365.05 15.521392
48 321.633333 15.521392
50 308.875 16.379565
52 305.28 17.541732
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Valores correspondientes a las concentraciones de glucosa en sangre de los grupos 2y 3

con administracién de formulados 1 y 2 respectivamente, sin administracion de bolo de

dextrosa por via oral forzada a dosis de 2g/kg, con previo ayuno de 4 horas de sélidos,

desde las 24 y hasta las 52 horas de manera independiente.

Grupo Hora Cuadrados medios de la concentraciéon de glucosa | Error
(mg/dL) estandar
2 24 357 22.926615
2 26 336 22.926615
2 28 391.6 22.926615
2 48 326.6 22.926615
2 50 295.2 22.926615
2 52 275 22.926615
3 24 365.166667 20.92904
3 26 361.666667 20.92904
3 28 338.5 20.92904
3 48 316.666667 20.92904
3 50 322.55 23.399378
3 52 335.56 26.555975

Valores correspondientes a las concentraciones de glucosa en sangre de los grupos 4, 5,

6, 7, 8y 9 (grupo 9 sin formulado) con su respectiva administracion de formulados (F3, F4,

F5, F6, F7), con administracion de bolo de dextrosa por via oral forzada a dosis de 2g/kg,

con previo ayuno de 4 horas de sélidos, desde las 24 y hasta las 52 horas.

Grupo Cuadrados medios de la concentracion de Error estandar
glucosa (mg/dL)
4 403.05 20.798327
5 424.583333 19.255509
6 418.675 20.798327
7 407.354167 18.986188
8 410.145833 18.986188
9 396.375 26.850524
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Valores correspondientes a las concentraciones de glucosa en sangre de los grupos 4, 5,
6, 7, 8 y 9 (grupo 9 sin formulado) con su respectiva administracién de formulados (F3, F4,
F5, F6, F7), con administracién de bolo de dextrosa por via oral forzada a dosis de 2g/kg,
con previo ayuno de 4 horas de sélidos, por periodo de tiempo de manera general, desde

las 24 y hasta las 52 horas.

Hora Cuadrados medios de la concentraciéon de Error estandar
glucosa (mg/dL)
24 421.977778 8.031998
25 471.727778 8.031998
26 425.333333 8.031998
28 358.055556 8.155101
48 383.15 8.031998
49 439.8 8.031998
50 415.394444 8.031998
52 364.805556 8.031998

Valores correspondientes a las concentraciones de glucosa en sangre de los grupos 4, 5,
6, 7, 8 y 9 (grupo 9 sin formulado) con su respectiva administracion de formulados (F3, F4,
F5, F6, F7), con administracion de bolo de dextrosa por via oral forzada a dosis de 2g/kg,
con previo ayuno de 4 horas de sélidos, por periodo de tiempo de manera independiente,

desde las 24 y hasta las 52 horas.

Grupo Hora Cuadrados medios de la Error estandar
concentraciéon de glucosa
(mg/dL)
4 24 402.8 19.406607
4 25 442.4 19.406607
4 26 399 19.406607
4 28 339.2 19.406607
4 48 380 19.406607
4 49 456.6 19.406607
4 50 429.8 19.406607
4 52 374.6 19.406607
5 24 444 17.715728
5 25 464 17.715728
5 26 417.5 17.715728
5 28 390.333333 19.636279
5 48 409.5 17.715728
5 49 464.833333 17.715728
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5 50 442.333333 17.715728
5 52 364.166667 17.715728
6 24 467.4 19.406607
6 25 499.8 19.406607
6 26 437 19.406607
6 28 380.8 19.406607
6 48 382.4 19.406607
6 49 411.2 19.406607
6 50 396.4 19.406607
6 52 374.4 19.406607
7 24 444.333333 17.715728
7 25 451.833333 17.715728
7 26 419.666667 17.715728
7 28 364.833333 17.715728
7 48 413.333333 17.715728
7 49 424.666667 17.715728
7 50 388 17.715728
7 52 352.166667 17.715728
8 24 396.666667 17.715728
8 25 475.666667 17.715728
8 26 457.166667 17.715728
8 28 371.166667 17.715728
8 48 355.333333 17.715728
8 49 420.166667 17.715728
8 50 435.166667 17.715728
8 52 369.833333 17.715728
9 24 376.666667 25.053822
9 25 496.666667 25.053822
9 26 421.666667 25.053822
9 28 302 25.053822
9 48 358.333333 25.053822
9 49 461.333333 25.053822
9 50 400.666667 25.053822
9 52 353.666667 25.053822
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5. BIOQUIMICA: AST, ALT, UREA, CREATININA, BUN.
Valores correspondientes a los valores de nitrégeno ureico en sangre (BUN) de los grupos

1,2,3,4,5,6, 7,y 8al inicio y al término del periodo experimental, con previo ayuno de 4

horas de so6lidos. Dados en medias de cuadrados minimos.

Inicio
Grupo BUN mmol/L Error estandar
2 7.9333333 0.7680629
3 7.3 0.7680629
4 7.8 0.7680629
5 9.1333333 0.7680629
6 7.6 0.7680629
7 7.9666667 0.7680629
8 7.8333333 0.7680629
Final.
Grupo BUN mmol/L Error estandar
2 13.8333333 0.7680629
3 9.9 0.7680629
4 9.2666667 0.7680629
5 9.8 0.7680629
6 8.1333333 0.7680629
7 9.0333333 0.7680629
8 8.4 0.7680629

Valores correspondientes a los valores de Creatinina de los grupos 1, 2, 3, 4, 5,6, 7,y 8 al

inicio y al término del periodo experimental, con previo ayuno de 4 horas de sélidos. Dados

en medias de cuadrados minimos.

Inicio.
Grupo Creatinina ymmol/L Error estandar
2 46.6666667 2.3754699
3 41.3333333 2.3754699
4 43 2.3754699
5 41.6666667 2.3754699
6 46 2.3754699
7 40.6666667 2.3754699
8 42.6666667 2.3754699
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Fin.

Grupo Creatinina ummol/L Error estandar
2 56 2.3754699
3 46.6666667 2.3754699
4 47.3333333 2.3754699
5 51.6666667 2.3754699
6 56.3333333 2.3754699
7 51.3333333 2.3754699
8 46 2.3754699

Valores correspondientes a los valores de alanino aminotransferasa (ALT) de los grupos 1,
2,3,4,5,6, 7,y 8 al inicio y al término del periodo experimental, con previo ayuno de 4

horas de soélidos. Dados en medias de cuadrados minimos.

Inicio.
Grupo ALT U/L Error estandar
2 106.666667 122.022539
3 101.333333 122.022539
4 111.666667 122.022539
5 116.333333 122.022539
6 114 122.022539
7 95.666667 122.022539
8 112 122.022539
Fin.
Grupo ALT U/L Error estandar
2 765 122.022539
3 302 122.022539
4 266.666667 122.022539
5 480.333333 122.022539
6 266 122.022539
7 355.666667 122.022539
8 322.333333 122.022539
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Valores correspondientes a los valores de aspartato aminotransferasa (AST) de los grupos
1,2, 3,4,5,6,7,y 8 alinicio y al término del periodo experimental, con previo ayuno de 4

horas de sélidos. Dados en medias de cuadrados minimos.

Inicio.
Grupo AST U/L Error estandar
2 122.333333 85.116354
3 136 85.116354
4 132 85.116354
5 133.333333 85.116354
6 173.666667 85.116354
7 116 85.116354
8 123.666667 85.116354
Fin.
TRT AST U/L Error estandar
2 230.666667 85.116354
3 246 85.116354
4 313.333333 85.116354
5 288.333333 85.116354
6 204.333333 85.116354
7 420.333333 85.116354
8 324.666667 85.116354
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Valores correspondientes a los valores de Urea de los grupos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, y 8 al inicio

y al término del periodo experimental, con previo ayuno de 4 horas de solidos. Dados en

medias de cuadrados minimos.

Inicio.
Grupo Urea mmol/L Error estandar
2 17 1.5836466
3 15.3333333 1.5836466
4 16.6666667 1.5836466
5 19.3333333 1.5836466
6 16 1.5836466
7 17.3333333 1.5836466
8 16.6666667 1.5836466
Fin.
Grupo Urea mmol/L Error estandar
2 29.3333333 1.5836466
3 21 1.5836466
4 20 1.5836466
5 21 1.5836466
6 17.3333333 1.5836466
7 19 1.5836466
8 18 1.5836466

6. Registro de peso corporal
Registro de los pesos desde el dia 1 al dia 20, a intervalos de cada 5 dias, desde antes de

la diabetizacion y hasta el término de las mediciones de glucosa en sangre luego de la
administracién de los formulados por via subcutanea y via oral forzada. Dados en medias

de cuadrados minimos.

Gupo Dias Peso (g) Error estandar
1 1 292.666667 6.336646
1 5 302.4845 6.336646
1 10 314.049 6.336646
1 15 325.6135 6.336646
1 20 337.178 6.336646
2 1 289.666667 6.336646
2 5 303.833333 6.336646
2 10 280.666667 6.336646
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2 15 270.666667 6.336646
2 20 293.599925 6.336646
3 1 284.5 6.336646
3 5 292.288167 6.336646
3 10 278.833333 6.336646
3 15 282 6.336646
3 20 265.912667 6.336646
4 1 323.8 6.941448
4 5 310.6 6.941448
4 10 316.4 6.941448
4 15 301.2687 6.941448
4 20 292.8876 6.941448
5 1 322.666667 6.336646
5 5 306.333333 6.336646
5 10 313.5 6.336646
5 15 300.773583 6.336646
5 20 293.655333 6.336646
6 1 343.6 6.941448
6 5 319.4 6.941448
6 10 305.8 6.941448
6 15 293.6315 6.941448
6 20 279.378 6.941448
7 1 343.833333 6.336646
7 5 319 6.336646
7 10 306.666667 6.336646
7 15 294.7385 6.336646
7 20 281.799667 6.336646
8 1 352.5 6.336646
8 5 356.530917 6.336646
8 10 352.8835 6.336646
8 15 352.333333 6.336646
8 20 337.5 6.336646
9 1 364.2 8.961371
9 5 329 8.961371
9 10 327.333333 8.961371
9 15 302.636167 8.961371
9 20 285.639333 8.961371

119




	Portada 
	Resumen 
	Contenido 
	1. Introducción 
	2. Antecedentes 
	3. Diabetes Mellitus 
	4. La Rata Como Modelo Experimental de la Diabetes Mellitus 
	5. Estrepzotocina 
	8. Justificación  
	9. Hipótesis   10. Objetivos 
	11. Material y Métodos
	14. Resultados
	Discusión 
	Conclusión
	Perspectivas
	Bibliografía
	Anexos



