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1. GLOSARIO

aa Aminodcido min. Minuto
ADA Asociacidon Americana de MLV Vesicula Multilaminar
Diabetes
mTOR Diana mamifera de la rapamicina
ADN Acido desoxirribonucleico
MV Médicos Veterinarios
Akt Proteina Serina-Treonina-cinasa
mV Milivolts
ATP Adenosina Trifosfato
MXN Peso mexicano
CAD Cetoacidosis diabética
NP Nano particula
DG Diabetes Gestacional
NPH Insulina Neutral Protamina de
DM Diabetes Mellitus Hagedorn
DMT1 Diabetes Mellitus Tipo 1 oD Otros tipos de Diabetes
DMT2 Diabetes Mellitus Tipo 2 Pdl indice de Polidispersion
d.nm Didmetro en nandmetro PEG Polietilenglicol
DSC Calorimetria de Barrido PIP3 Fosfatidilinositol-3,4-5-trifosfato
Diferencial
PI3K Fosfatidilinositol-3-cinasa
FDA Administracion de Alimentos y
Medicamentos SHC Proteina de colageno
FMVZ Facultad de Medicina Veterinaria SUV Vesicula Unilaminar Pequefia
y Zootecnia UNIPREC | Unidad de Investigacidon Preclinica
FQ Facultad de Quimica USAII Unidad de Servicio de Apoyo a la
GLUT Glucotransportadores Investigacion y a la Industria
IRS Receptores de Insulina uv Vesicula Unilaminar

LUV

Vesicula Unilaminar Grande




2. RESUMEN

En el area Veterinaria existe una polémica sobre la clasificacion de la Diabetes
Mellitus, ya que algunos autores se basan al Royal Veterinary College de
Inglaterra, donde la clasificacion es con base en la causa de la hiperglucemia: por
deficiencia de la insulina o por resistencia a esta, sin embargo, por sus signos y
sintomas es comparable con la Diabetes Mellitus Tipo 1 en Humanos, siendo la
administracién de insulina via subcutédnea, el Unico tratamiento farmacologico
viable, ademas de una dieta estricta junto con ejercicio.

Estudios poblacionales han reflejado que los duefios de estos animales al
enterarse de su diagnéstico optan por la eutanasia de los caninos, lo cual nos
hace replantear el uso de la nanotecnologia como la ciencia encargada de
manipular la materia a una escala casi atbmica, para proponer una formulacién de
accion modificada y, junto a esto, se pueda considerar su administracion por via
oral u otra, ya que esto facilitaria su dosificacion tanto para el paciente canino
como para el propietario e incluso su efecto terapéutico.

La fabricacion de Liposomas por el método de calentamiento es una técnica facil y
econdmica que se plantea con el uso base de fosfolipidos y colato de sodio, en
diferentes proporciones, e incluso la adicibn de algun otro excipiente como
Polietilenglicol (PEG) 1500, Poloxamer 188, Brij S10 y Brij L23. Realizando la
caracterizacion de Tamarfio de Particula, indice de Polidispersion (Pdl) y Potencial
Z, con el fin de comprobar la viabilidad de las nanoparticulas, de acuerdo con la
via de administracion y para estudios in vitro mas adelante, sin dejar de lado la
eficiencia de encapsulacion de insulina en los liposomas.

Las formulaciones con Poloxamer 188 y Brij L23 presentan un tamafio de particula
aproximado de 110 - 150 d.nm, con un PdI de 0.300 y un potencial Z alredor de
-30 mV, teniendo una eficiencia de encapsulacion de Insulex R de 76% y 61%,
respectivamente. Las caracteristicas que tengan los liposomas dependen de los
excipientes utilizados y las proporciones de estos.

Palabras clave: Diabetes Mellitus, caninos, liposomas, método de calentamiento,
tamafio de particula, indice de polidispersién, potencial Z, eficiencia de
encapsulacion.



3. MARCO TEORICO
3.1 Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es un sindrome que pertenece a un grupo de enfermedades
metabdlicas, caracterizado por hiperglucemia crénica con alteraciones metabdlicas
de carbohidratos, lipidos y proteinas. Ocasionando defectos en: la secrecion de
insulina, la accién de la insulina o la combinacion de ambas. Los sintomas
caracteristicos de la diabetes mellitus incluyen polidipsia, poliuria, polifagia,
pérdida de peso y visidn borrosa. (American Diabetes Association [ADA], 2013;
Gilor et al., 2016).

Una hiperglucemia grave conduce a complicaciones agudas, como el desarrollo de
cetoacidosis diabética (potencialmente mortal), si no se trata de forma adecuada,
esta consiste en la descomposicion acelerada de la grasa corporal, siendo el
higado el responsable de convertir esta grasa en cetona produciendo la
acidificacion de la sangre. Por otro lado, la hiperglucemia crénica esta asociada
con complicaciones a largo plazo de disfuncion y falla de diferentes 6rganos, entre
ellos se encuentran: retinopatia con ceguera potencial, nefropatia que conduce a
insuficiencia renal, neuropatia periférica con riesgo de ulceracion en los pies,
misma que conduce a la amputacion de éstos; problemas gastrointestinales,
disfuncion sexual, asi como, riesgo a largo plazo de desarrollar enfermedades
cardiovasculares periféricas y cerebro vasculares. (ADA, 2013; Gilor et al., 2016).

3.1.1 Clasificacion de la Diabetes Mellitus (DM) Humana

La clasificacion etiolégica de la DM describe cuatro tipos, segun las posibles
causas que originan esta enfermedad: diabetes tipo 1 (DMT1), diabetes tipo 2
(DMT?2), diabetes gestacional (DG) y otros tipos de diabetes (OD) (figura 1), (ADA,
2013; Organizaciéon Mundial de la Salud [OMS], 2021).

1. DM tipo 1 (Insulinodependiente o juvenil): Se desconoce la causa de
este tipo de diabetes la cual consiste en una respuesta errénea del sistema
inmune, ya que destruye las células B del pancreas, mismas que son
responsables de la produccion de la insulina, causando asi una deficiencia
de esta hormona, siendo necesaria su administraciéon diaria de por vida.

2. DM tipo 2 (No insulinodependiente o en la edad adulta): En donde el
cuerpo no utiliza la insulina adecuadamente, generando una resistencia a la
hormona, en un principio las células [ producen insulina adicional para
poder compensar, sin embargo, a través del tiempo el pancreas ya no
produce suficiente insulina para mantener la glucosa en la sangre dentro de
los niveles normales. Mas del 95% de las personas que padecen diabetes



presentan el tipo 2, que se debe en gran medida al exceso de peso, la
inactividad fisica y los malos habitos alimenticios.
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Figura 1. Esquematizacion de la accion de la insulina en pacientes Sanos, con
DMT1y DMT2.

(Modificado de: https://nci-media.cancer.gov/pdg/media/images/644167-750.jpq).

3.1.2 Diabetes Mellitus Canina

La Diabetes Mellitus en el area veterinaria es un trastorno endocrino espontaneo
comun en caninos, siendo afectados desde la mediana edad a geriatricos
(mayores a 5 afios). Se estima que la prevalencia de DM en la poblacion canina
oscila entre el 0.2% y el 1.2%, siendo alun mayor en razas genéticamente
predispuestas como los: samoyedos, los terrier tibetanos, los cairn terriers, entre
otros. (M. Moshref et al., 2019).

Las diferencias de razas caninas respecto a la susceptibilidad a la diabetes
mellitus sugiere un componente genético a la patogenia de la enfermedad, debido
a esto, se ha propuesto que la DM canina es mas comparable a la forma tipo 1 de
la enfermedad humana (DMT1), ademdas de considerar que para su control es
necesaria la administracibn exdgena de Insulina, llevar una dieta estricta y el


https://nci-media.cancer.gov/pdq/media/images/644167-750.jpg

ejercicio constante para proporcionar una mejor calidad de vida al paciente canino,
(cuadro 1). (B. Catchpole et al., 2008).

Caracteristica

Hiperglucemia
persistente

Deficiencia de
insulina

Hora de inicio

Etiologia

Histologia

Terapia

Complicaciones
comunes

DT1 humana

+4+

El 75% de la DT1 se diagnostica en
nifios <18 anos

Autoinmunidad

Marcada atrofia de los islotes con
peérdida de células ( e infiltracion
linfocitica (también conocida como
insulitis)

insulina de por vida

CAD

enfermedad microvascular

Enfermedad cardiovascular
ateroscleratica (ASCVD)

DM canino

4+

Edad media a geriatrica (=8 afios)
Desconocido. Sin evidencia
consistente de autoinmunidad
Marcada atrofia de los islotes con
peérdida de células B, lainsulitis es
un hallazgo poco comun

insulina de por vida

CAD

Catarata

retinopatia

Cuadro 1. Resumen comparativo de DM Tipo 1 humana y DM canina. (M.
Moshref et al., 2019).

Sin embargo, se desconocen algunos factores que coincidan totalmente con la
DMT1 Humana, es por esto que, en 2013, investigadores del Royal Veterinary
College de Inglaterra propusieron una clasificacion de la diabetes canina con base
a las causas de la hiperglucemia, independientes al tratamiento con insulina que
se necesita usar, (cuadro 2). (B. Catchpole et al., 2005; B. Catchpole et al., 2013).

Clasificacion de la Diabetes
Mellitus Canina

Descripcion de la patogenia

Hiperglucemia por deficiencia de
insulina

» Destruccion de las células
> Hipoplasia de células

» Perdida de células B asociada a
lesiones exopancreéticas (necrosis



pancreatica-pancreatitis)
» Procesos ideopaticos
» Obesidad

» Secundaria respecto a otras
endocrinopatias

» Diabetes gestacional

» latrogenia (administracion de
progestagenos sintéticos,
glucocorticoides)

Cuadro 2: Clasificacion de la DM canina de acuerdo con la Royal Veterinary
College de Inglaterra, 2013. (B. Catchpole et al., 2013).

La DM canina se define por hiperglucemia persistente y deficiencia de insulina
debido a la pérdida masiva de células 3. Los signos clinicos de la deficiencia de
insulina en perros son similares a las observadas en personas con diabetes e
incluyen poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso y letargo.

La concentracion normal de glucosa en la sangre de perros oscila entre 60-100
mg/dL, si los valores se mantienen superiores a los 150mg/dL se considera
diagnostico de DMT1, por lo que el tratamiento con insulina exégena es de por
vida, comunmente con inyecciones subcutaneas que administra el propietario dos
veces al dia, dependiendo la dosis requerida. Una DM mal regulada puede
conducir a la cetoacidosis diabética (CAD), un trastorno metabdlico grave y
potencialmente mortal, al igual que en humanos. (American Veterinary Medical
Association [AVMA]; M. Moshref et al., 2019; O. Andrade et al., 2017).

3.1.3 Epidemiologia y tratamiento de la Diabetes Mellitus Canina

Desafortunadamente, se cuenta con poca informacion epidemiolégica que, de un
panorama general de la situacion actual de la DM presente en animales de
compaiiia, tanto en perros como en gatos, ya que los felinos presentan una DM
comparable con la DMT2 humana (cuadro 3).

Una base de datos de EE. UU. estima 2.5 millones de pacientes caninos, donde la
prevalencia de DM en perros habia aumentado en un 79.7% desde 2006, de
acuerdo con un informe sobre el estado de salud de las mascotas (Benfield, 2016).
En el 2012, considerando una poblacién total de 70 millones de perros en EE. UU.,



al menos 165 000 de estos eran diabéticos. Sin embargo, una encuesta reciente a
gran escala indic6 que 1 de cada 10 perros diabéticos estan siendo sacrificados
en el momento de ser diagnosticados con DM y se esperaba que 1 de cada 10
mas serian sacrificados dentro de un afo, la poblacién canina que logra sobrevivir
después del diagnéstico de DM es de 3 afios y la mayor mortalidad ocurre durante
los primeros 6 meses. Por otro lado, se estima un gasto de $1,400 MXN por mes
solo en insulina, estimando un gasto anual total de ~ $220 millones MXN. (AVMA,
2016; M. Moshref et al., 2019; O. Andrade et al., 2017).

Entre 2008 y 2009, un grupo de expertos de Reino Unido llevo a cabo una
encuesta entre médicos veterinarios (MV) de areas suburbanas y urbanas de EE.
UU., Reino Unido e Irlanda, para conocer las decisiones de los duefios con
mascotas diabéticas (gatos y perros), dicha encuesta fue puesta en linea para la
recopilacion de informacion sobre el impacto de esta enfermedad en animales de
compaiiia, el compromiso de los propietarios con el tratamiento a seguir y, por
ende, el financiamiento que conlleva estd enfermedad, ademéas de la parte
emocional significativa que influye en la decision de mantener a los animales con
tratamiento o solicitar su eutanasia. (Royal Veterinary College [RVC], University of
London, 2010; S.J.M. Niessen et al. 2017).

Parametro Unidad Valor

Gatos Perros

Médicos que prescriben  Porcentaje de 82.9% 83.6%
inyecciones de insulina dos  médicos
veces al dia

Dosis inicial de insulina Ul/kg (media + 0.45+0.31 0.60 £ 0.52
DE)
Numero de pacientes que Gatos o Perros 9de 10 7 de 10

comenzaron con una nhueva
dieta en el momento del
diagnadstico

Numero de pacientes que Gatos o Perros 0 de 10 0 de 10
empezaron con tratamiento

hipoglucemiantes oral en el

momento del diagndstico

Cuadro 3: Descripcion de los habitos de tratamiento de DM en animales de
compaiiia. (S.J.M. Niessen et al. 2017).



En total, 1192 veterinarios completaron dicha encuesta, donde se observa que los
propietarios eran “probablemente” 41.8% o “definitivamente” 26.7% mas
propensos a elegir la terapia de inyeccion de insulina cuando los animales estaban
asegurados, por otro lado, el 31.2% ‘probablemente” o 57.5% “definitivamente”
preferian elegir las inyecciones de insulina cuando ellos mismos, sus familiares o
amigos cercanos eran personas diabéticas. Otros factores considerados por los
MV de “gran importancia” para tomar la decisién de sacrificar o no a los animales
con DM eran en primer lugar: 45% enfermedad concurrente, 44% costo del
tratamiento, 37% la edad del animal, 35% problemas para obtener un control
adecuado, 35% bienestar de la mascota, 32% el impacto considerable en el estilo
de vida del propietario y 17% problemas en la administracion de la inyeccion.
(S.J.M. Niessen et al. 2017).

Finalmente, otra de las preguntas mas importantes se refiere a la gran importancia
gue tiene el cumplimiento por parte del propietario respecto a los cuidados que
requieren los animales de compaiiia con DM. Donde el 28% de los propietarios no
siguen el protocolo de alimentacion, el 17% de los propietarios tienen dificultades
para inyectar, el 15% de los gatos tienen dificultades para ser inyectados, el 12%
de la administracion no es dada en el momento adecuado, el 9% tiene un
almacenamiento inapropiado del medicamento y el 8% de los perros generan
dificultades para ser administrados. (S.J.M. Niessen et al. 2017).



3.2 Insulina

La Insulina se incorpora en 1922, por parte de los Doctores: Frederick G. Banting,
Charles H. Best, John J. R. Macleod y James Collip, investigadores de la
Universidad Toronto quienes fueron los primeros en demostrar una respuesta
fisioldgica a la insulina animal canina inyectada en un paciente con DMT1. Sin
embargo, fue hasta 1955 cuando la proteina de la insulina es completamente
secuenciada. Consta de 51 aminoacidos dispuestos en dos cadenas, una cadena
A de 21 aa y una cadena B de 30 aa, las cuales estan unidas por dos enlaces
disulfuro, el primero en el aa 7 de ambas cadenas y el segundo en el aa 20 de la
cadena A y aa 19 de la cadena B, (figura 2). La proinsulina es el precursor de la
insulina, se transporta al aparato de Golgi de las células B del pancreas, donde es
procesada y empaquetadas en granulos. La proinsulina, un péptido monocatenario
de 86 aa, se escinde en insulina y péptido C (un péptido conector), ambos se
secretan en porciones equimolares en las células B tras la estimulacion de la
glucosa y otros secretagogos de insulina. Si bien el péptido C no tiene una funcién
fisiologica conocida, se puede medir para proporcionar una estimacion de la
secrecion de insulina endogena. (A. de Leiva et al., 2011; T. Donner y S. Sarkar,
2019).

Preproinsulina
SPE Cadena B Péptido C Cadena A

EEET 30 | 31 | e )
2

24 1 2 86

Desdoblamiento SP
Plegamiento
Formacion de puentes de bisulfuro

Proinsulina
PC2

PC1

PC1: desdoblamiento de Arg3'/Arg®
PC2: desdoblamiento de lisina®¥/Arg®®

Insulina . Péptido C
AT l C ]
S—? ?-—S
l B ]

Figura 2: Sintesis y procesamiento de la Insulina. (R.H. Dandan y L.L. Brunton,
2008).



3.2.1 Clasificacion de la Insulina

En la década de 1980, se pone a disposicion la insulina huma mediante tecnologia
de ADN recombinante, por lo que el uso de insulina animal disminuyo
drasticamente, de hecho, la FDA prohibié la comercializacion de la insulina de res
y cerdo en EE UU, aunque se permite la importacion de insulina bovina o porcina
a paises extranjeros, solo si el paciente no puede ser tratado con insulina humana.
(Research, 2019). Actualmente, las insulinas utilizadas son de origen Humano y/o
Anélogos de la Insulina Humana, la tecnologia de ADN recombinante para esta
Ultima consta de la implantacion del gen de la proinsulina humana en
Saccharomyces cerevisiae (levadura de cerveza) o en una cepa no patdgena de
Escherichia coli, que sirven como organismos de produccion donde se aisla y
purifica la insulina humana. (T. Donner y S. Sarkar, 2019).

Por otro lado, los analogos de la insulina humana consisten en modificaciones en
la estructura de la molécula de la insulina para alterar sus propiedades
farmacocinéticas (figura 3), afectando principalmente la absorcion del principio
activo en el tejido subcutaneo, por lo que su administracién debe ser < 15 min.
antes de los alimentos. (R.H. Dandan y L.L. Brunton, 2008). La region de
aminoacidos (aa) en la posicion 26 a la 30 de la cadena B y 21 de la cadena A, en
la molécula de la insulina, no son criticos para su reconocimiento por el receptor
de insulina en las células, es por lo que en esta regidbn se generan las
sustituciones de aa: (T. Donner y S. Sarkar, 2019).

» La inversion de los aminoacidos en posicion 28 y 29 en la cadena B “lispro”
o0 la sustitucion de un aspartato por prolina en la posicion 28 de la cadena B
‘insulina aspartica”, proporciona a los analogos una menor tendencia para
la asociacion molecular y una accion mas rapida.

» Sin embargo, una modificacion de aspartato, en la posicion 3 de la cadena
B por lisina y la lisina de la posicion 29 de la cadena B por glutamina, forma
la insulina “glusilina” con un indice de accion mas rapido y una duracién de
accion mas corta.

» Por otro lado, la sustitucion de una glicina en lugar de una asparagina en la
posicion 21 de la cadena A y la adicion de dos moléculas de arginina en la
cadena B en la posicion 31 y 32, genera la insulina “glargina”, la cual tiene
menor solubilidad a un pH de 7.4, por lo que se absorbe con mayor lentitud
y actla por un periodo mas prolongado.

» Finalmente, la eliminacion de una treonina en la posicion 30 de la cadena B
y la adicibn de un grupo miristoilo a un grupo € amino en la lisina de
posicion 29 de la cadena B, forma la insulina “detemir” la cual incrementa
la unidn reversible a la albumina, con la que se reduce el transporte a

10



través del endotelio vascular hacia los tejidos con duracion de accion mas

prolongada.
1 S—3 21 ‘ 7 -
Cadena A @ » Insulina glargina
T T :
S S 2\
| / Argidrg
1 S S 28 29 30 31 32

3
@ el Insulina
Insulina
Glu
@@
‘N-m

Lis
Insulina aspartica

o Insulina detemir
iristoilo

Figura 3: Analogos de la insulina. (R.H. Dandan y L.L. Brunton, 2008; T. Donner y
S. Sarkar, 2019).

Las formulaciones de la insulina se clasifican respecto a su accion (cuadro 4):
insulina de accién corta e insulina de accién prolongada. En la primera categoria
se encuentran las insulinas asparticas, glulisina, lispro y la insulina regular
(insulina humana). Por otro lado, las insulinas de accién prolongada estan
formadas por detemir, glargina e insulina NPH (insulina neutral protamina de
Hagedorn o mejor conocida como insulina isofana), siendo esta ultima una
suspension de complejos naturales de insulina con zinc y protamina en un
amortiguador de fosfatos, lo cual le da su apariencia turbia-blanquecina. Esta
formulacion hace que se disuelva de manera gradual cuando es inyectada por via
subcutanea prolongando su accion. (A. de Leiva et al., 2011; R.H. Dandan y L.L.
Brunton, 2008; T. Donner y S. Sarkar, 2019).

También existen otras formulaciones de insulina donde se encuentran
combinaciones de las mencionadas anteriormente, por ejemplo: insulina
NPH/regular en proporciones 70:30, insulina lispro/protamina y protamina/lispro en
proporcién 50/50 y 75/25 respectivamente, ademas de, aspartica/protamina en
70/30.
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Clasificacién

Accion corta

Accion
prolongada

Combinaciones

de insulina

Preparacion

Aspartica
Glulisina
Lispro
Regular

Detemir

Glargina

NPH

75/25

75% protamina
25% lispro
70/30

70% aspartica
30% protamina
50/50

50% lispro
50% protamina
70/30

70% NPH

30%
regular

insulina

Inicio (h)

<0.25

<0.25

<0.25
0.5a1.0

la4d

la4d
la4d

<0.25

<0.25

<0.25

05a1l

Tiempo de Accion

Concentracion
maxima (h)

05al5
05a1l15b
05al5

2a3

a

6alo0

15

15

15

Dual®

Duracion
efectiva (h)

3a4
3a4
3a4
4a6

20a 24

20a 24
10 a 16

Hasta 10 a 16

Hasta 10 a 16

Hasta 10 a 16

Hasta 10 a 16

Cuadro 4: Propiedades de las formulaciones de insulina. 2 Detemir y Glargina
tienen minima actividad en pico, ? Doble, tiene dos picos: uno alas 2 a3 hy el
segundo varias horas mas tarde. ((R.H. Dandan y L.L. Brunton, 2008).
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3.2.2 Accion de la Insulina

Practicamente, en todos los tipos de mamiferos se expresan los receptores de
insulina, siendo los tejidos méas importantes para la regulacion de la glucosa
sanguinea el higado, musculo estriado, tejido adiposo y regiones especificas del
encéfalo, asi como los islotes pancreaticos.

Las acciones de la insulina son anabdlicas y la sefializacion de esta hormona
favorece la captacion, uso y almacenamiento de la glucosa, lipidos y aminoacidos,
estimulando la glucogénesis, lipogénesis y la sintesis de proteinas, a la par inhibe
el catabolismo de estos. (J.A. Olivares y A. Arellano, 2008).

La accién de la insulina se transmite a traveés de un receptor de tirosina cinasa. El
cual estd compuesto por dimeros de subunidades o/f que son productos de un
solo gen; los primeros se unen por enlaces de membrana para formar una
glucoproteina heterotetramérica compuesta por dos subunidades a extracelulares
y dos subunidades B que abarcan la membrana. Las subunidades a inhiben la
actividad intrinseca de tirosina cinasa de las subunidades B. La union de insulina a
las subunidades o libera esta inhibicion y permite la transformacion de una
subunidad B por otra y la autofosforilacion en sitios especificos, de una region de
yuxtamembrana a la cola intracelular del receptor. La actividad del receptor de
insulina inicia la sefalizacion mediante la fosforilacion de un grupo de proteinas
intracelulares como los sustratos para los receptores de insulina (IRS) y proteinas
gue contiene homologia 2 con Src (Shc). Los IRS interactian con los receptores
qgue amplifican y extienden la cascada de sefializacion. (J.A. Olivares y A.
Arellano, 2008; R.H. Dandan y L.L. Brunton, 2008).

La accién de la insulina en el transporte de glucosa depende de la activacion de la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K). La PI3K se activa por interaccion con proteinas
IRS y genera fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato (PIP3), el cual regula la localizacion
y actividad de varias cinasas, incluida AKt, isoformas atipicas de la proteina cinasa
C (PKC C y NT1) y el blanco de la rapamicina para mamiferos (mMTOR, mammalian
target of rapamycin). La isoforma Akt2 parece controlar los pasos subsiguientes,
gue son importantes para la captacion de glucosa en el musculo estriado y en el
tejido adiposo, y para regular la produccién de glucosa en el higado. Los sustratos
Akt2 coordinan la traslocacion del transportador 4 de la glucosa (GLUT4) hacia la
membrana plasmatica, a través de un proceso que involucra la remodelacion de la
actina y de los otros sistemas de trafico en la membrana. La accion de pequefias
proteinas G, como Rac y TC10 también se han implicado en la remodelaciéon de
actina, que es necesaria para la traslocacion de GLUT4. En estado basal, la mayor
parte de GLUT4 reside en el espacio intracelular; después de la activacion de los
receptores de insulina, GLUT4 se desplaza con rapidez y en abundancia hacia la
membrana plasmatica, donde facilita el transporte de glucosa al interior de la
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célula desde la circulacion. La sefalizacion de la insulina también reduce la
endocitosis de GLUT4, incrementando el tiempo de residencia de la proteina en la
membrana plasmatica. Después de la difusion facilitada al interior de las células
siguiendo un gradiente de concentracion, la glucosa se fosforila a glucosa-6-
fosfato por accion de la hexocinasa. La hexocinasa Il se encuentra asociada con
GLUT4 en el musculo estriado y cardiaco, asi como en el tejido adiposo. Al igual
gue GLUT4, la hexocinasa Il es regulada por transcripcion a través de la insulina.
La glucosa-6-fosfato puede isomerizarse a glucosa-1-fosfato y almacenarse en
forma de glucégeno (la insulina incrementa la actividad de la sintesis de
glucdgeno); la glucosa-6-fosfato puede entrar a la via glucolitica (a través de la
produccién de ATP) y a la via de las pentosas (figura 4). (J.A. Olivares y A.
Arellano, 2008; R.H. Dandan y L.L. Brunton, 2008).

Insulina
Receptor
de m5ulma Insulina G
lucosa
%f II: Flotillipa® Cav 010 '
P- -Y-P ki~ :
v-\J|J--» @S T : 1 ._/V Glucosa
e | CbI_|CAP| - / y ' Hexocinasa
Crkll / GLUT4 v
l Intercambno ?&GO — G-6-P
Gab1 v GDP «/
l / Proteinas (Akt) aPKC = 4
/ IRS1a4
MAP
PIP, e PDK1
Cmasa PI3- cr‘nasa /lde membrana) ' 1
“ f \
4

Figura 4: Via de sefializacion de la insulina. (R.H. Dandan y L.L. Brunton, 2008).
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3.3 Liposomas

La microencapsulacion consiste en proporcionar una cubierta a la molécula o al
API de interés, que le dé estabilidad, proteccion y garantice su absorcién, asi
permitir su dosificacion en el sitio de accion de interés. (M. Sandoval et al. 2017).

Los liposomas fueron descubiertos por primera vez en la década de 1960 por el
hematélogo britAnico Dr. Alec D. Bangham y sus colaboradores, en el Instituto
Babraham de la Universidad de Cambridge, del cual se publica el primer informe
en 1964. (B. Almeida et al., 2020).

Los liposomas son estructuras esféricas huecas (vesiculas), conformada por una o
mas bicapas de fosfolipidos que encapsulan un ndcleo acuoso, en donde,
generalmente se encuentra el principio activo de interés. Son biodegradables,
biocompatibles, no toxicos y no inmunogénicos. (D. Guimarées et al., 2021). Los
liposomas pueden transportar sustancias hidrofilicas en la cavidad interna acuosa,
compuestos hidrofobicos en la membrana de fosfolipidos y moléculas anfifilicas en
la interfaz agua-bicapa (figura 5). (C. Sebaaly et al., 2016).

Bicapa de fosfolipidos

R T e
o 6bbbbbY

O Moléculas hidrofilicas

. Moléculas hidrofébicas

I Moléculas anfifilicas

844

Figura 5: Representacion de la estructura general de los liposomas, cargados de
moléculas de acuerdo con su solubilidad; Moléculas hidrofilicas en el nacleo
acuoso interno, Moléculas hidrofébicas en la bicapa lipidica y Moléculas
anfifilicas en la interfase agua/bicapa lipidica. (D. Guimaraes et al., 2021).

Los liposomas son Nanoparticulas (NP) con un tamafio general de 100 a 500 nm
de didametro, fabricadas por el autoensamblaje de fosfolipidos como lo es la a-
fosfatidilcolina de soja, sin embargo, los liposomas pueden ser susceptibles a
modificaciones en su superficie que mejoren su eficacia y aseguren su llegada al
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sitio diana de interés, un ejemplo de estas modificaciones es la adicién de PEG en
la superficie de los liposomas, el cual protege a las NP del aclaramiento renal,
aumentando su tiempo en circulacion, ademas, aumenta la hidrofilia del liposoma
y por consiguiente su estabilidad en medios acuosos (figura 6). (D. Guimaraes et
al., 2021).

Convencional PEGilado

Fdrmaco

hidrofilico
Lipido cargado

’\ﬂﬁ ﬂ /7#\/ l(’:éi;;ilenglicol
negativamente _% }
-
o Sn3 %0 XV

= ]
Anﬁcuerpo{? % :‘N
Moléczélzf;i:ucﬁﬁ ,’ / A\ \b&\.
Proteina zi ‘/ g “ %% /:‘gi;:::c;:n

Lipido cargado
positivamente

Carbohidrato

Agente de imagen
funcionalizado

Ligando dirigido Multifuncional

Figura 6: Modificaciones estructurales a los liposomas para ayudar a su
estabilidad y/o especificidad. (D. Guimaraes et al., 2021).

La clasificacion de los liposomas se basa en su tamafio y el nUmero de bicapas
gue los conforman (cuadro 5), (A. Hernandez, 2017).

o Vesiculas multilaminares (MLV)
o Vesiculas Unilaminares (UV)
e Vesiculas Unilaminares Grandes (LUV)

e Vesiculas Unilaminares Pequefias (SUV)
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Sin embargo, la FDA clasifica los liposomas en dos tipos:

= Convencionales: son preparados de forma neutral con lipidos anionicos,
generando una interaccion no especifica en su entorno, son ligeramente
inestables y por consiguiente, su capacidad de transporte es baja, por otro
lado, pierden su forma al entrar en contacto con el plasma y es por eso que
se les aflade colesterol para incrementar su estabilidad.

= No convencionales: son de tamafio pequefio y modificados para reducir su
carga negativa y hacerlos resistentes a la fagocitosis. Son liposomas
polimerizados, generalmente con PEG, aumentando su estabilidad.

Numero de bicapas

Unilaminares
(liposomas
formados por u
Gnica bicapa
lipidica)

Plurilaminares
(liposomas
formados
varias bicapas)

na

por

Abreviatura Diametro

SUV 20-80 nm
(vesiculas

unilaminares

de pequefnas
dimensiones)

O

LUV (vesiculas 80 nm -
unilaminares lum

de grandes
dimensiones)

MVL 400 nm —
(vesiculas varios um
multilaminares)

Propiedades

- Debido a su elevado radio
de curvatura, una elevada
proporcion de fosfolipidos se
halla en la monocapa externa.

- Presentan una importante
relacion superficie/lipido.

- Dado que el porcentaje de
encapsulacion es bajo, no se
recomienda para moléculas
hidrosolubles.

- Presentan una elevada
capacidad de encapsulacion.

- El elevado volumen del
compartimiento interno
permite la encapsulacién de
moléculas hidrosolubles con
eficacia.

- Existen variantes de MLV,
tales como:

* REV (vesiculas de
evaporacion de fase inversa)
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* SPLV (vesiculas
plurilamelares estables)

©

* MVL (liposomas
multivesiculares)

®
SO

Cuadro 5: Clasificacion de los Liposomas. (M. Torell6 et al., 2002).
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4. HIPOTESIS

Los prototipos de liposomas cargados con insulina de liberacion modificada que
incluyan en su formulacion: PEG 1500, Poloxamer 188, Brij S10 y Brij L23,
mejorardn sus caracteristicas tales como tamafio de particula, indice de
polidispersion (Pdl) y potencial Z, asi como su porcentaje de eficiencia de
encapsulacion con respecto a publicaciones previas.

5. OBJETIVO

Obtener el disefio de un prototipo de formulaciones de liposomas cargados con
insulina de liberacién modificada, los cuales seran caracterizados para seleccionar
los mejores modelos para el tratamiento de Diabetes Mellitus Tipo 1 para uso
veterinario.

5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1) Evaluar la metodologia a emplear, para asegurar tener liposomas con
caracteristicas ideales de acuerdo con la via de administracion.

2) Caracterizar los liposomas mediante la determinaciéon de: tamafio de
particula, indice de polidispersion y potencial Z.

3) Valorar el porcentaje de encapsulamiento, utilizando el Kit Pierce BCA
Protein Assay para cuantificar la cantidad de insulina libre y asi obtener el
porcentaje de eficiencia de encapsulacion (%EE).
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6. METODOLOGIA

6.1 Material

es~»

* Farmaco:
Insulex R de Pisa

* Excipientes de SigmaAldrich:
Fosfatidilcolina de soya
Hidrato de Colato de

Sodio
PEG 1500
Poloxamer 188
Brij 510
Brij L23
Sacarosa
PBS

Materia Prima

Material de Laboratorio -

& -

L
L §

*Vaso de pp 10mL

*Vaso de pp 50mL

*Vaso de pp 250mL

*Vaso de pp 500mL

* Charolas para pesar

* Espatulas metalicas y/o de
pldstico pequefias

* Matraz aforado de 25mL

* Matraz aforado de 50mL

» Matraz aforado de 100mL

* Matraz aforado de 1L

* Barras magnéticas

* Tapén septum de hule

* Celdas de cuarzo para UV

* Matraz bola de fondo redondo
de 50mL

* Pipeta graduada de 10mL

*Placa de ELISA de 96 pozos T™M

* Tubos falcon de 1SmLy 50 mL

* Kit Pierce BCA Protein TM

Q© | * Balanza analitica

*w_ | * Agitador magnética con
(@) termopar

4+ | « Potenciometro

o | * Tanque de N2

Q© | - Sonicador

L | « Procesador ultrasénico
(T inteligente

» Espectrofotémetro UV-Vis

Q | » Zetasizer

O | « Centrifuga con control de
(7)) temperatura

O | + Liofilizador
.9- * Micropipetas
=3 | * Lector ELISA

o
Ll
*

Figura 7: Esquema agrupando Materias primas, Material de Laboratorio y Equipos
de Laboratorio utilizados durante el Desarrollo de Prototipos de Liposomas
cargados con Insulina.

6.1.1 Materia Prima:
6.1.1.1 Fosfatidilcolina

Nombre comercial: L-a-Fosfatidilcolina de soya
Laboratorio: Sigma Aldrich
Sinénimo: Lecitina, fosfatidilcolina, fosfolipido
CAS: 8002-43-5
Peso molecular: 776 g/mol
Fuente de origen: Soya
Apariencia: Cera de color amarillo-naranja
Temperatura de almacenamiento: -20°C

Pureza: = 30%
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Se trata de una mezcla compleja de fosfolipidos y triglicéridos, algunos de
fosfolipidos mas comunes son la fosfatidilcolina y fosfacatidiletanolamina, aunque
también se puedes encontrar inositol, serina y acido fosfatidico.

La Lecitina esta constituido por un esqueleto de glicerol esterificado por el acido
fosférico en la posicion C3 (carbono 3, en orden creciente), el cual a su vez esta
unido con la colina el cual le dara el nombre al fosfolipido, por otro lado, en la
posicion C1 se encuentra mayoritariamente el 4cido esteéarico y en posicion C2, se
encuentran los &cidos grasos insaturados de 18 Carbonos, como son oleico,
linoleico o linolénico, (figura 8). (M. Brandl, 2001, R.C. Rowe et al., 2009; S. Furse
y A.l.LP.M. de Kroon, 2015).

Ri—~CO-0-CH,

R,~CO-O-CH H.C

H,C-O-P-O-CHyCH,~ N- - CH,
|
O CH,

FOSFATIDILCOLINA

Figura 8: Estructura quimica de la Fosfatidilcolina. (EQUISALUD.com).

Los fosfolipidos pueden ser obtenidos de la purificacion de fuentes naturales como
huevo o soya e incluso sintetizados quimicamente. Son moléculas anfifilicas y son
las principales componentes de las membranas celulares, siendo capaces de
autoasociarse y formar una variedad de estructuras como son micelas o
liposomas, un gran numero de formulaciones farmacéuticas utilizan los fosfolipidos
para formar liposomas unilaminares o multilaminares. No obstante, existen
fosfolipidos modificados que mejoran las propiedades de los liposomas, algunos
ejemplos de estas modificaciones es la unién covalente del PEG a los fosfolipidos
o PEGilacién, lo cual proporciona un obstaculo estérico a la superficie de los
liposomas dando como resultado a la disminucién de su absorcién fagocitica por el
sistema reticuloendotelial y una vida media mayor en circulacion al ser
administrado por via intravenosa, otro ejemplo es la conjugacion de anticuerpos
formando inmunoliposomas, los cuales son capaces de dirigirse especificamente a
las células. Los fosfolipidos son estables si estan protegidos del Oxigeno, calor y
luz. Su toxicidad es de minima a nula. (M. Brandl, 2001, R.C. Rowe et al., 2009; S.
Furse y A.l.P.M. de Kroon, 2015).

21



6.1.1.2 Hidrato de Colato de Sodio
Nombre comercial: Hidrato de Colato de Sodio
Laboratorio: Sigma Aldrich
Sinonimo: Sal de sodio del &cido colalico
CAS: 206986-87-0
Peso molecular: 448.576 g/mol
Apariencia: Polvo blanco
Temperatura de almacenamiento: 25°C

Es un agente detergente no desnaturalizante utilizado para la extraccion de
proteinas de membrana. Proviene del acido biliar derivado del colesterol, formado
por 24 Carbonos dihidroxilados o trihidroxilados, se caracteriza por tener en el C17
una cadena alifatica ramificada de 5 Carbonos, con la cual forma un anillo
pentanoperhidro fenantreno con un grupo carboxilo terminal en el cual se
encuentra unido el sodio, (figura 9). (D. Voet y J. Voet, 2006; R.C. Rowe et al.,
20009).

Figura 9: Estructura quimica del Hidrato de colato de sodio. (SigmaAldrich.com).

6.1.1.3 Polietilenglicol 1500
Nombre comercial: Desconocido
Laboratorio: Desconocido
Sinénimo: PEG, Pluriol E, Lipoxol
CAS: Desconocido
Peso molecular: 1500 g/mol

Apariencia: Laminas de color blanco traslicido
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Temperatura de almacenamiento: 25°C

Se trata de un poliéter con formula general HOCH>(CH>.OCH2)mCH>OH, donde m
(figura 10) representa el numero promedio de grupos oxietileno, ademas este
namero indica el peso molecular medio del polimero, (cuadro 6). Los
polietilenglicoles son ampliamente utilizados en formulaciones farmacéuticas,
como son, tipo parenteral, topica, orales, rectales o incluso preparaciones
oftdlmicas, también en matrices poliméricas biodegradables en sistemas de
liberacion controlada.

Los PEG son estables e hidréfilos, no causan irritacién a la piel, pero pueden
penetrarla facilmente; aunque, al ser solubles en agua se pueden eliminar
facilmente mediante un lavado. Generalmente son considerados no toxicos y
materiales no irritantes, sin embargo, se han reportado reacciones adversas
relativamente bajas a los polietilenglicoles de bajo peso molecular (A.A. D’'souza 'y
R. Shegokar, 2016; R.C. Rowe et al., 2009).

- -

HO——C— (CH,;—0—CH,) —C——0H

| [ |

H H

Figura 10: Estructura quimica general del Polietilenglicol. (R.C. Rowe et al., 2009).

Clasificacion m Peso molecular DLso (g/kg) en
promedio Rata via Oral
PEG 200 4.2 190 - 210 28.0
PEG 300 6.4 285 - 315 27.5
PEG 400 8.7 380 — 420 -
PEG 540 (mezcla) - 500 — 600 -
PEG 600 13.2 570 - 613 38.1
PEG 900 15.3 855 - 900 -
PEG 1000 22.3 950 — 1050 32.0
PEG 1450 325 1300 - 1600 -
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PEG 1500 28.0-36.0 1300 - 1600 44.2
PEG 2000 40.0 - 50.0 1800 - 2200 -
PEG 3000 60.0-75.0 2700- 3300 -
PEG 3350 75.7 3000 - 3700 -
PEG 4000 69.0-84.0 3000 - 4800 50.0
PEG 4600 104.1 4400 - 4800 -
PEG 8000 181.4 7000 — 9000 -

Cuadro 6: Nomenclatura de los polietilenglicoles tipicos con sus pesos
moleculares y dosis letal 50 via oral en ratas. (R.C. Rowe et al., 2009).

6.1.1.4 Poloxamero
Nombre comercial: Poloxamero 188
Laboratorio: Sigma Aldrich
Sinénimo: Lutrol, Plurénico, Supronic
CAS: 9003-11-6
Peso molecular: 162.23 g/mol
Apariencia: Granulos color blanco opaco
Temperatura de almacenamiento: 25°C

Se trata de un polimero conformado por tres bloques compuestos de una cadena
hidrofébica central (polipropileno), y a sus lados por dos cadenas hidrofilicas
(polietileno), con formula general HO(C2H40)a(C3HeO)n(C2H40)aH, (figura 11). La
variacion de la longitud y a su vez del peso molecular del polimero, da lugar a
diferentes clases que se diferencian de acuerdo con letras y numeros, la letra
indica el estado fisico del poloxamero, como son: P (pasta), F (flake en ingles u
hojuela) y L (liquido), el primer y/o el segundo namero al ser multiplicado por 1000
da el peso molecular en Daltons (Da) y el ultimo numero indica el porcentaje en
peso del bloque hidrofilico, (cuadro 7). (J.E. Hernandez y E. Rivera).
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Figura 11: Estructura quimica general del Poloxamero. (cyd.conacyt.gob.mx).

Poloxamero Forma a b Peso molécular promedio (Da)
fisica
124 Liquido 12 20 2 090 -2 360
188 Solido 80 27 7680 -9510
237 Sélido 64 37 6 840 — 8 830
338 Solido 141 44 12 700 — 17 400
407 Sélido 101 | 56 9840 — 14 600

Cuadro 7: Nomenclatura de Poloxamero tipicos. (R.C. Rowe et al., 2009).

Los poloxdameros son copolimeros no ionicos de polioxietileno-polioxipropileno
utilizados principalmente en las formulaciones farmaceuticas como emulsionantes
0 agentes solubilizantes y estabilizantes, (cuadro 8). Todos los poloxameros son
guimicamente similares en composicién, diferenciandose en las cantidades
relativas de Oxidos de propileno y etileno. El poloxamero 188 también se ha
utilizado como agente emulsionante para fluorocarbonos utilizados como sustitutos
artificiales de la sangre y en preparaciones de sistemas de dispersion de sélidos
Funciona como agente dispersante, emulsificante, solubilizante, asi como
lubricante y humectante en tabletas. (R.C. Rowe et al., 2009).



Uso Concentracién %

Emulsionante de grasa 0.3
Solubilizante de sabor 0.3
Emulsionante de fluorocarbono 2.5
Agente felificante 15-50
Agente esparcidor 1

Agente estabilizador 1-5
Base de supositorios 4-6090
Recubrimiento de tabletas 10
Excipiente de tabletas 5-10
Agente humectante 0.01-5

Cuadro 8: Uso de los Poloxameros y sus concentraciones. (R.C. Rowe et al.,
2009).

6.1.1.5 Eteres de Alquilo de Polioxietileno

Nombre comercial Brij® S10 Brij® L23

Laboratorio Sigma Aldrich Sigma Aldrich

Sinébnimo Polietilenglicol  octadecil Brij® 35 P, Polioxietileno
éter, Polioxietileno (10) (23) lauril éter
lauril éter

CAS 9005-00-9 9002-92-0

Peso molecular 711 g/mol 1198 g/mol

Apariencia Pasta color blanco opaco Lentejas color blanco

opaco
Temperatura de 25°C 25°C

almacenamiento

Cuadro 9: Especificaciones de cada excipiente utilizado en las formulaciones de
liposomas.

26



Los éteres de alquilo de polioxietileno son tensoactivos no iénicos producidos por
la polietoxilacion de alcoholes grasos lineales, su formula estructural es
CH3(CH2)x(OCH2CH2),OH, donde (x+1) es el nimero de 4&tomos de carbono en la
cadena de alquilo, como son:

12 lauril (dodecil)

14 miristilo (tetradecil)
16 cetilo (hexadecil)

18 estearilico (octadecil)

mientras que, y es el nimero de grupos de 6xido de etileno en la cadena
hidrofilica, generalmente entre 10-60.

Los éteres de polioxietileno de alquilo tienden a ser mezclas de polimeros de
pesos moleculares ligeramente variables, son ampliamente utilizados en
formulaciones farmaceéuticas topicas y cosmeéticas, principalmente como agentes
emulsionantes para emulsiones de agua en aceite y aceite en agua, para la
estabilizacion de microemulsiones y emulsiones mdultiples. También se utilizan
como agentes solubilizantes para aceites esenciales, productos quimicos de
perfumeria, aceites vitaminicos e incluso medicamentes. Los éteres de alquilo de
polioxietileno, especialmente Lauril 23, han sido utilizado como solubilizante y
agente de recubrimiento para proporcionar hidrofilicidad a nanoparticulas
poliméricas, mientras que los polidocanoles son adecuados para su uso en
formulaciones inyectables como solubilizantes o dispersantes. En cuanto a su
toxicidad son considerados no toxicos ni irritantes si se usan en concentraciones
bajas, solo en caso de usar altas concentraciones (>20%) pudieran presenta
alguna irritacion y en estudios con animales, se sugiere una toxicidad por via oral
similar a la de otros tensoactivos. (R.C. Rowe et al., 2009).

6.1.2 Material de Laboratorio:
6.1.2.1 Kit Pierce™ BCA Protein Assay

Absorbancia a una longitud de onda de 562 nm y una variacion de lectura de
proteina a proteina de 1.08 para el caso de Insulina. La curva de calibracién da un
intervalo de concentracion de 25 pg/mL a 2000 pg/mL. (Thermo Fisher Scientific).
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;’Ilzdrco’ BCA Protein

Assay Kit

Figura 12: Kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific).

6.1.3 Equipos de Laboratorio:

v

AGITADOR MAGNETICO: Ceramag Midi, IKA, Modelo 03.168072,
Laboratorio 120 del Edificio F, FQ-UNAM

BALANZA ANALITICA 1: Adventurer OHAUS, Modelo AR2140, Laboratorio
120 del Edificio F, FQ-UNAM

BALANZA ANALITICA 2: Balanza electrénica BIOBASE, Modelo BA2204C,
Laboratorio 307 del Edificio F, FQ-UNAM

CENTRIFUGA 1: Right Refrigerated Centrifuge Modelo 1-1, Laboratorio
2207 del Edificio 2, FMVZ-UNAM

CENTRIFUGA 2: de alta Velocidad BIOBASE, Modelo BKC-TH1811,
Laboratorio 307 del Edificio F, FQ-UNAM

CENTRIFUGA 3: Intelligent High Speed Refrigerated Centrifuge, Modelo
BKC-TH16lIl, Laboratorio 307 del Edificio F, FQ-UNAM
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v' COLORIMETRO DIFERENCIAL DE BARRIDO: Mettler Toledo, Modelo
DSC1/700, de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y a la
Industria (USAII), FQ-UNAM

v' ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS 1: Ocean Optics, Modelo S2000,
Laboratorio 121 del Edificio F, FQ-UNAM

v' ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS 2: HP, Modelo Agilent 8453, Laboratorio
100 del Edificio B del area de posgrado, FQ-UNAM

v. LECTOR DE ELISA: Actgene, Modelo AMPR750A, Laboratorio de
Inmunologia de UNIPREC, FQ-UNAM

v" LIOFILIZADORA: LABCONCO, Laboratorio 118 del Edificio F, FQ-UNAM

v' POTENCIOMETRO: Thermo, Modelo Orion 3 Star pH Benchtop,
Laboratorio 120 del Edificio F, FQ-UNAM

v" SONICADOR: Cole-Parmer, Modelo 8890, Laboratorio 118 del Edificio F,
FQ-UNAM

v' TERMOPAR: IKA, Modelo ETS-D4 fuzzy, Laboratorio 120 del Edificio F,
FQ-UNAM

v' ULTRASONICADOR: Ultrasonic Homogenizer, Modelo  JY92-lIN,
Laboratorio 120 del Edificio F, FQ-UNAM

v' ZETASIZER: Malvern Nano ZS, Modelo ZEN 3600, Laboratorio 121 del
Edificio F, FQ-UNAM

6.2 Procedimiento
6.2.1 Preparacion de Liposomas por el método de calentamiento

Cada formulado se preparo utilizando como medio de disoluciéon Sacarosa al 10%
0 Solucion Buffer de Fosfatos (PBS) a pH de 7.4, en un volumen final de 25 mL,
en base a las proporciones correspondientes de cada excipiente para cada
formulado como aparece en el (cuadro 10), los cuales fueron pesados y colocados
en matraces bola fondo redondo con capacidad de 50 mL para realizar su
dispersion a la mitad del volumen final (aproximadamente 12.5 mL), con una
agitacion constante de 750 rpm durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez
transcurrido el tiempo de dispersion esta suspension se transfirio a matraces
aforados de 25 mL donde previamente se coloc6 0.714 mL de Insulex R de
acuerdo con los célculos presentados en el (cuadro 11) y, posteriormente se afora
con el medio de disolucién (Sacarosa al 10% o PBS a pH de 7.4). Al término del
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aforo se traspasa nuevamente al matraz bola para inyectar 0.5 bar de N> durante 1
minuto y evitar la oxidacion de los fosfolipidos. A continuacioén, los preparados
anteriores son llevados a un bafio maria a 60°C con una agitacion constante de
750 rpm por 40 min. Finalmente, son colocarlos dentro del Sonicador durante 30
min, cuidando que los matraces no choquen entre si, ni que toquen las paredes
del equipo, por ultimo, los formulados son transferidos a tubos eppendorf de 50 mL
para meterlos en un bafio de hielo y asi someterlos a ondas sonoras en el
Procesador Ultrasénico Inteligente con tiempos de encendido y apagado de 50 s
por 3 min. (figura 13).

Clave de la Excipiente Proporcién

Formulacion %
Fosfatidilcolina 88
Colato de Sodio 12

Insulex R
F2 Fosfatidilcolina 85
Colato de Sodio 15

Insulex R
F3 Fosfatidilcolina 85
Colato de Sodio 12
PEG 1500 3

Insulex R
F4 Fosfatidilcolina 83
Colato de Sodio 11
Poloxamer 188 6

Insulex R
F5 Fosfatidilcolina 84
Colato de Sodio 12
Brij S10 4

Insulex R
F6 Fosfatidilcolina 84
Colato de Sodio 12
Brij L23 4

Insulex R
F7 Fosfatidilcolina 61
Colato de Sodio 14
PEG 1500 2
Poloxamer 188 18
Brij S10 3
Brij L23 2

Cuadro 10: Tabla informativa para la preparaciéon de cada Formulado con sus
proporciones correspondientes para un volumen final de 25 mL.



Dosis enratas = 0.5 UI/100 g peso

0.5 UI Insulina Humana

X =1.5UI Insulina Humana

100 g peso
300 g peso

 Cada frasco de Insulex R contiene 100 UI/mL de Insulina Humana,

. 100 UI Insulina Humana/mL

1.5 Ul Insulina Humana/mL

equivalentes a 3.5 mg de Insulina Humana Anhidra

3.5 mg Insulina anhidra

X =0.0525 mg Insulina anhidra :

e e T e T e T e T e T e T e T e T e T e T e T e T e T Tk T e T T Tk Tk T Tk Tk Tk T T T

. Se propone una concentracién de 0.10 mg/mL ya que el peso estimado en ratas es |
I el minimo, ademas de considerar que puede haber perdida del API y asegurar la |
I mayor cantidad de encapsulamiento posible.

GV =G W,

1 C; =0.10 ™9/, Insulina en los formulados

Vi
CZ =

25mL de formulado
3.5 mg/mL Insulina en Insulex R

Cuadro 11: Calculos para determinar la cantidad de insulina comercial que se

agregara a cada formulado de acuerdo con la dosis aproximada para ratas.

Pesado de los
excipientesa
utilizar.

\

A

Dispersiona
medio vol. del
total (12.5 mL

aprox.) con

Sacarosa al 10%
0 PBS a pHde
7.4.

J

Agitaciona 750
rpmporlha
temperatura

ambiente.

I\

En un matraz
aforado de 25

mL agregar:
0.714 mLde
InsulexR +
dispersion
anterior + aforo
con sacarosa al
10% o PBS a pH
de 7.4.

Atmosfera de N2
a0.5Bar
durante 1 min.

J

J\

Bafio maria a 60

°C con agitacion

constantea 750

rpm durante 40
min.

J\

Sonicacion por
30 min. con una
frecuenciade
47 kHz aprox.

y Ultrasonicado
en bafo de
hielo por 3 min.

/

Figura 13: Metodologia empleada para la fabricacion de Liposomas cargados con

Insulina (Insulex R) en medio de Sacarosa al 10% o PBS a pH de 7.4.



Investigacion bibliografica seleccidn de
Formulados v

Metodologia
Formulados
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Excipientes para cada Formulacidn
1 Fasfatidil Fosfatidil e Fatid Fosfatidil
. fatidil Fosfatidil '

FD’SfIa1||:||| Fn'-.l'l.'ltln:lil rl:‘:::l:l_:l roling coling coling calina
colinga Colna slako de
Colato de L |:-I.|l|f- Colato Colaio Colat 2

Calata Colato de Sadia de Sadio da Sadin de Sodio Sadio

e Soded i > 1%
Sodio PEG 1500 Folooca Brij 510 Beij L23 PEG 1500

Insulex B Insulex R - meer 158 xR Pl
Insislex bnsuslex B Insulex A MM mer 188

Baij 5100
BrijLr3

Caracterizackin
Tomedo de Particule
Pl
Paremeinl

3 e Eficiencia do
Ercapsulacidn

Figura 14: Metodologia detallada para cada formulado y los estudios a realizar.

6.2.2 Caracterizacion de Liposomas cargados con Insulina.

Para cada formulado se toma 100 puL de muestra y se colocan en matraces
aforados de 1 mL para aforar con agua Milli-Q, se mezcla bien con ayuda del
vortex para disponer de 750 uL de esta mezcla dentro de la celda capilar plegada
desechable, serie Zetasizer Nano de Malvern. La celda es colocada dentro del
equipo Zetasizer para realizar las lecturas correspondientes a Tamafo de
particula, indice de Polidispersion (Pdl) y Potencial Z.

6.2.3 Cuantificaciéon de Insulina Encapsulada en los Liposomas (% Eficiencia
de Encapsulacion)

a) Método con dialisis (J. Kimy D.S. Chung, 2012).

En un vaso de precipitados de 600 mL se colocan 500 mL de solucién fisiolégica
junto con una barra magnética que le ayude a mantener el medio en agitacion
constante a 250 rpm (aproximadamente) a temperatura ambiente. Dentro del
medio se coloca un dispositivo de didlisis de la marca Merck modelo Float-A-
Lyzer® G2 de 5 mL para su humectacién por 5 min. posteriormente se colocan 5
mL del formulado dentro de la membrana y se deja dentro del vaso con solucién
salina manteniendo la agitacion y la temperatura ambiente por 3 horas realizando
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un lavado cada hora (se retira la soluciéon cambiandola por solucién fisiologica
nueva).

b) Método de centrifugacion (A.C. Grabski, 2009).

Dentro de un tubo falcon de 15 mL se colocan 12 mL del formulado y se
centrifugan a 12 000 rpm durante 12 min. a 4°C, el sobrenadante se deshechay el
botén se vuelve a suspender en 5 mL de medio de PBS a pH de 7.4.

Una vez realizado alguno de los dos métodos anteriores se colocan 5 mL (del
dializado o suspension) en tubos falcon de 15 mL los cuales se colocan dentro del
Procesador Ultrasoénico Inteligente, programando el equipo: Encendido 90.0,
Apagado 50.0 y el tiempo de procesamiento de 15 min. A continuacion, los tubos
fueron llevados a centrifugar por 10 min. a 12 000 rpm a 4°C.

Para preparar la placa de ELISA de 96 pozos se toman 50 pL de la muestra de
interés (figura 15):

1. Soluciones para la curva de calibracion (Thermo Fisher Scientific).

En 9 tubos eppendorf se coloca el volumen indicado, de acuerdo con el (cuadro
12) del diluente (agua milli-Q), a continuacion, para los tubos A, By C se toma el
volumen de la ampolleta stock y se agitan con ayuda de un vortex, para los
siguientes tubos se toma el volumen correspondiente de las diluciones anteriores
como aparecen en el (cuadro 12), agitando siempre para asegurar homogenizar la
disolucion.

Tubo Volumen del Volumen y fuente de BCA Concentracion

eppendorf Diluente (ulL) (uL) final BCA (pg/mL)
A 0 300 del Stock 2000
B 125 375 del Stock 1500
C 325 325 del Stock 1000
D 175 175 de la disolucion del vial B 750
E 325 325 de la disolucion del vial C 500
F 325 325 de la disolucion del vial E 250
G 325 325 de la disolucion del vial F 125
H 400 100 de la disolucion del vial G 25
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[ 400 0 0 = Blanco

Cuadro 12: Esquema de diluciones estandar para la curva de calibracion del Kit
Pierce BCA Protein Assay con rango de concentraciones de 20-2000 pg/mL.
(Thermo Fisher Scientific).

2. Sobrenadante para la cuantificacion de insulina libre

Ya sea del método de dialisis o del método de centrifugacion, en el primer caso
seria la muestra de los tres lavados y en caso del segundo método seria el
sobrenadante.

3. Solucién de los liposomas rotos con ultrasonicado

Una vez transcurrido el tiempo en el Procesador Ultrasénico Inteligente se toman
los 50 uL para cada formulado que seran analizados.

4. Sobrenadante de los liposomas rotos vy centrifugados

Al tomar el sobrenadante final se asegura no encontrar interferencias con los
lipidos y/o excipientes para su lectura con el kit.

Una vez agregados los 50 uL de cada muestra se colocan 200 pL de la mezcla de
reactivos Ay B en proporcion 50:1, respectivamente (cuadro 13).

| Suponiendo que se tienen 84 pozos para analizar se le suma 1 para tener |
I un volumen extra: .

1.— (#depozos) x200uL. -  85%200puL =17 000 uL
I 2.—Proporcion de las soluciones Ay B (50:1)

| 17000 uL. — 50 solucion A
. X=340uL - 1 solucion B

, 1 3. —Al volumen total se le resta la proporcion de la solucion B para conocer-
el volumen real de la solucion A

Cuadro 13: Calculos para obtener los volumenes de los reactivos A y B del kit
BCA y preparar la mezcla que dara color a las muestras.

17 000 uL — 340 uL = 16 660 puL !
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Cuantificacion de
insulina encapsulada
en los Liposomas

Eliminacion de la
insulina libre

Ruptura de los
Liposomas
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placa de ELISA

% Eficiencia de

Encapsulamiento

J

Método de Método de
dialisis centrifugacion
\

Preparacion de la
curva de

calibracién del Kit
BCA

Placa ELISA de 96

Ultrasonicacion y
centrifugacion

T

Preparacion de |a

pozos

-Curva de calibracion del kit
-Cuantificacion de insulina libre
-Liposomas rotos

. -Liposomas rotos y centrifugados

Figura 15: Metodologia general para el porcentaje de eficiencia de encapsulacion.
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Calibracion kit

Sobrenadante
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|
PBSapHde7.4

roFos

|
InsR en PBS a pH
de7.4

Figura 16: Placa ELISA de 96 pozos para la cuantificacion de Insulina con el Kit

Pierce BCA Protein Assay.



6.2.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (Differential Scannig Calorimetry)
DSC

Es una de las cinco técnicas dentro del Andlisis Térmico (Thermal Analysis) TA
(cuadro 14) donde se estudian las propiedades térmicas nativas en funcion al
calentamiento constante respecto al tiempo, ya sea de una proteina, APl o
excipiente de interés.

La DSC da informacién cualitativa y cuantitativa de la temperatura de transicién
vitrea (Tg), temperatura de fusién (Tm), temperatura de cristalizacion (Tc), entalpia
(AH) y la capacidad calorifica (Cp). El equipo para realizar un DSC consiste en un
ndcleo con dos celdas, de las cuales una de ellas contiene la solucion de
referencia y en la otra se coloca la muestra en solucién. Posteriormente, se
incrementa la temperatura constantemente hasta que la molécula de interés sufra
un despliegue que provoque una diferencia de temperatura (AT) en las celdas,
generando un voltaje que se convierte en potencial, el cual a su vez se utiliza para
controlar la unidad de Peltier la cual se encarga de regular la temperatura para
regresarla a 0°C (figura 17). (Malvern Panalytical a spectris company).

Técnica TA Abreviatura Propiedades representativas medidas
Analisis TGA Descomposicién, oxidacion o pérdida de
termogravimétrico disolvente o agua.

Anélisis térmico DTA Puntos de fusion, transiciones vitreas,
diferencial cambios de fase.

Calorimetria DSC Puntos de fusion, colores de reaccion,
diferencial de transicion vitrea, capacidad calorifica.
barrido

Analisis TMA Expansion, contraccion, penetracion,
termomecanico Expansion, contraccion, penetracion,

reblandecimiento, transicién vitrea.

Microscopia de HSM Transicién térmica/crecimiento de cristales
platina caliente (cambio de color visual).

Cuadro 14: Tabla con las técnicas convencionales de Andlisis Térmico y sus
propiedades a medir. (S.Y. Lin, 2021).
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Referencia
Muestra
]

Nucleo
del
Equipo

Generador de
Voltaje

Figura 17: Nucleo del equipo para el analisis térmico DSC. (Malvern Panalytical a
spectris company).

6.2.5 Preparacion de la Curva de Calibracién de Insulex R en medio de
Sacarosaal 10%y PBSapHde 7.4

Se prepar6 una solucion madre de Insulex R en el medio de interés (Sacarosa al
10% o PBS pH 7.4), con una concentracion 5.0 Ul/mL en un volumen de 25 mL,
(cuadro 15). A partir de esta solucion se tomaron cinco alicuotas para las
diferentes concentraciones planteadas, que se pueden ver en la (cuadro 16)
llevando a un volumen final de 5 mL cada una. Se realizaron las lecturas
correspondientes en el espectrofotometro UV-Vis, a una longitud de onda de 273
nm. Este procedimiento se validé por triplicado para cada medio de disolucion.

¢, =5Y/,., solucion madre

Vi =25mL volumende aforo

€, =100 Ul/ . InsulexR
= an_ 5T/m)@smb) _
Vy = T Yy A 1.25 mL de InsulexR
o o o o 4

Cuadro 15: Calculo del volumen requerido de Insulex R para la preparacion de la
solucion madre en medio de sacarosa al 10% o PBS a pH de 7.4.
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Volumen final (mL)

Concentracion Concentracion Alicuota de la
con Sacarosa al

[UI/mL] (mg/mL) Sol. Madre (mL) 10% 0 PBS pH 7.4
0.8 0.028 0.8
1.6 0.056 1.6
2.4 0.084 2.4 5
3.2 0.112 3.2
4.0 0.140 4.0

Cuadro 16: Tabla de concentraciones y volimenes para preparar las curvas de
calibracién de Insulex R.

6.2.6 Andlisis Estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico con el software IBM® SPSS®, determinando la
normalidad de los datos a través de la prueba de Shapiro-Wilks y la
homogeneidad de varianzas a través de la prueba de Levene.

Las diferencias de: Tamafio de particula, indice de polidispersion, Potencial Z,
Estabilidad, Método de preparacion y finalmente, entre los diferentes formulados,
se evaluaron a través de un analisis de varianza y prueba Poshoc de Tukey-
Kramer, considerando un valor de p<0.05 para la significancia estadistica, es
decir, valores de p<0.05 significa que la hipotesis nula planteada es falsa y no se
encuentran diferencias significativas en el estudio, por el contrario, valores de
p>0.05 significa que la hipotesis nula es cierta y se encuentra diferencias
significativas, es asi que mientras el valor de p sea mas pequefio se consideran
fiables los resultados obtenidos. (M. Molina, 2017; Software IBM® SPSS®;
Soporte de Minitab® 21).
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7. RESULTADOS Y ALISIS DE RESULTADOS
Preparacién de Liposomas sin Insulina

Se planted una serie de formulaciones de liposomas que fueron evaluados en el
equipo Zetasizer Nano ZS 3600 para poder generar un criterio de exclusion y
seleccionar las estructuras lipidicas que tengan mejores resultados para ser
cargadas con Insulex R mas adelante (cuadro 17).

Al utilizar el método de calentamiento para la fabricacién de los liposomas, se
podria generar una cierta inquietud, ya que se recomienda el almacenamiento en
refrigeracion de la Insulina Humana a 8°C aproximadamente, sin embargo, en el
articulo de la Dra. Arciniegas demuestra que la insulina expuesta a 60°C no
presenta ningin cambio en el efecto terapéutico, durante un estudio de 420 min
comparada con la insulina a 4-8°C, en cambio, la insulina expuesta a 100 °C
presenta efectos terapéuticos significativos a los 180 y 240 min de haber sido
administrada en ratas wistar diabéticas, sin embargo, esto va de la mano con una
prueba DSC (figura 18) en donde se indica un cambio estructural entre el intervalo
de temperatura de 62-70°C. Por lo cual, el calentar a 60 °C no generaria algun
riesgo, tanto a los fosfolipidos, asi como a la Insulina Humana. (S.M. Arciniegas et
al. 2017).

Con el analisis DSC realizado en la USAIl de la FQ, se puede corroborar que la
metodologia planteada para la fabricacion de liposomas, por el método de
calentamiento utilizado a 60°C, no le causa problemas a la Insulina.
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Estructuras
Lipidicas

LS1 94% 6% 2-3 - - - - -
LS2 94% 6% - - - - - -
LS3 88% 12% - - - - - -
LS4 85% 15% - - - - - -
FL-C 88% 12% - - - - - -
FL-PEG1 88% 12% - 1% - - - -
FL-PEG2 88% 12% - 5% - - - -
FL-PEG3 88% 12% - 10% - - - -
FL-PEG4 88% 12% - 12.50% - - - -
FL-PEG5 88% 12% - 15% - - - -
FL /P188 (1) 83.30% 11.40% - - 5.30% - - -
FL /P188 (2) 79.20% 10.80% - - 10% - - -
FL/ P407 (1) 83.30% 11.40% - - - 5.30% - -
FL/ P407 (2) 79.20% 10.80% - - - 10% - -
FL / Brij S10 (1) 84.20% 11.50% - - - - 4.30% -
FL / Brij S10 (2) 80.80% 11% - - - - 8.20% -
FL / Brij L23 (1) 84.20% 11.50% - - - - - 4.30%
FL / Brij L23 (2) 80.80% 11% - - - - - 8.20%
FL1 98% 2% - - - - - -
FL2 80% 20% - - - - - -
FL3 60% 40% - - - - - -
FL4 50% 50% - - - - - -
FL5 40% 60% - - - - - -

Cuadro 17: Lista de las 23 formulaciones inicialmente preparadas SIN INSULINA para ser analizadas y comparadas
estadisticamente en base a su Tamafio de particula, Pdl y Potencial Z para generar un criterio de seleccién y reducir el nUumero
de preparaciones a 6 formulaciones (color azul).
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Figura 18: Analisis DSC para Insulex R, durante 120 min. con un cambio de calor
constante gradual en mW, realizado en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion y a la Industria (USAII) de la FQ.

Para plantear la metodologia adecuada, se hicieron lecturas en el zetasizer de los
mismos preparados SIN INSULINA, pero considerando la sonicacion sin_ser
filtradas y la sonicacion con filtracién, para elegir el método adecuado (cuadro 18).

De las 23 formulaciones propuestas, se seleccionaron las marcadas en azul, ya
gue con ambos métodos de preparacion se obtuvieron resultados que cumplen los
criterios de validacion por parte del equipo, las mismas 6 formulaciones
seleccionadas se procedieron a elaborarlas por triplicado, para observar su
repetibilidad SIN INSULINA (cuadro 19) y se compararon tres métodos de
preparacion: Sin filtrar ni sonicar (SF/SS), Sin filtrar pero sonicadas (SF/S) y
finalmente, Filtradas y sonicadas (F/S).

Una vez analizadas sin el farmaco se procede a preparar las formulaciones
agregando 0.714 mL de Insulex R, a cada formulacion, y realizar la misma
caracterizacion en el zetasizer (cuadro 20). Sin embargo, para fines practicos se
renombraron los preparados en F1 a F6, realizadndose por triplicado para ver su
repetibilidad. Las lecturas comparan los mismos tres métodos de preparacion: Sin
filtrar ni sonicar (SF/SS), Sin filtrar, pero sonicadas (SF/S) y finalmente, Filtradas y
sonicadas (F/S).

41



LS1
LS2
LS3
LS4

FL-C

FL-PEG1
FL-PEG2
FL-PEG3
FL-PEG4
FL-PEG5

FL /P188 (1)
FL /P188 (2)
FL / P407 (1)
FL / P407 (2)

FL / Brij S10 (1)
FL / Brij S10 (2)
FL / Brij L23 (1)
FL / Brij L23 (2)

FL1
FL 2
FL3
FL4
FL5

Cuadro 18

Potencial Z
(mV)

Z-Average
(d.nm)
137.5+1.002 0.276 + 0.006
95.33+1.27 0.238 +0.013
122.4 £ 0.306 0.264 + 0.008

Z-Average (d.nm) Pdl Expert Advice  Potencial Z (mV)  Expert Advice Pdl Expert Advice Expert Advice

303.0 + 3.64 0.431 + 0.004
96.87 + 0.258 0.235 + 0.004
149.3+1.24 0.347 £ 0.044

(-73.8) £ 2.31
(-65.3) + 3.89
(-49.3) + 1.45

(-42.4) £ 3.16
(-41.5) + 2.44
(-63.2) + 1.41

173.3+7.57 0.410 + 0.050
133.4 £2.52 0.359 + 0.014
124.8 +1.88 0.310 + 0.026
103.0 + 1.47 0.276 + 0.004
64.3 + 0.66 0.263 + 0.004

(-50.6) + 2.18
(-78.5) £ 4.73
(-69.0) + 0.32
(-49.9) + 1.83
(-26.8) + 21.4

140.9+0.45 0.378 +0.022
1225+ 0.26 0.323 + 0.034
122.8 £1.25 0.291 +0.033
108.3+1.17 0.278 £ 0.014
73.3+1.08 0.306 +0.008

(57.9)+ 1.7
(-60.8) + 1.05
(-58.6) + 3.27
(-33.9)+ 1.71
(-32.5)+ 1.54

1449 +1.97 0.299 + 0.016
113.0 £ 0.44 0.257 £ 0.010
267.0 £ 16.04 0.711 +0.014
110.3+0.72 0.273 + 0.005

(-37.5) + 3.05
(-53.0) + 48.6
(-55.1) + 1.14
(-26.3) + 1.62

136.7+1.30 0.260 +0.017
117.4+£1.40 0.267 +0.002
200.6 +2.02 0.401 +0.010
106.7 £ 0.64 0.263 + 0.005

(-57.3) £ 1.30
(-49.6) + 1.12
(-46.3) + 3.90
(-16.1) + 9.69

75.92 + 0.087 0.234 +0.013
98.77 + 0.532 0.240 + 0.007
105.1+1.91 0.288 + 0.006
101.5+2.24 0.262 + 0.014

(-39.0)  1.21
(-15.2) + 9.54
(-34.9) + 3.18
(-48.3) + 7.31

81.64 + 0.825 0.253 + 0.005
96.68 + 0.306 0.245 + 0.007
90.38 +0.51 0.256 + 0.007
96.57 £ 0.60 0.255+ 0.010

(-19.1) £ 0.76
(-7.66) + 5.41
(-59.2) + 30.2)
(-35.7) £ 0.721

104.9+2.25 0.245 + 0.004
197.7+9.8 0.454 + 0.053
278.7 £ 14.0 0.641 + 0.053
137.7+0.35 0.413 + 0.008 (-71.8) £ 2.73 166.2+4.7  0.488 +0.085 (72.2) £ 12.7
115.7+1.95 0.395 + 0.009 (-73.9) £ 8.29 113.8+2.6  0.361+0.014 (-51.0) £ 1.2

: Resultados de las 23 formulaciones SIN INSULINA considerando la sonicacion sin ser filtradas y la sonicacion con

(-52.6) + 8.60
(-77.1) £ 1.05
(-95.7) + 19.4

130.8+11.0 0.351+0.035
139.1+£3.25 0.300+0.031
289.4+9.5 0.415+0.020

(-31.5) + 2.56
(-66.5) £ 3.01
(-67.3)£0.26

filtracion en el Zetasizer para medir Tamarfo de particula, Pdl y Potencial Z.



Z-Average
(d.nm)
96.87 £0.258

Z-Average
Expert Advice  PotencialZ(mV)  Expert Advice ( dvnm)g Expert Advice  PotencialZ(mV)  Expert Advice

0.235+0.004 (-65.3) £3.89 95.33+1.27 0.238+0.013

F1

(-41.5) £2.44

F2 1493124 0.347+0.044 (-49.3) +1.45 122440306  0.264+0.008 (-63.2) £ 1.41
=] 13344252 03590014 (-78.5)£4.73 1225£026 03230034 (-60.8) £ 1.05
F4 14494197  0.299+0.016 (-37.5)£3.05 1367+130  0.260+0.017 (-57.3)£1.30
F5 75.92£0087 023440013 (-39.0)+1.21 8164+0.825  0.253+0.005 (-19.1)£0.76
F6 10514191  0.288+0.006 (-34.9)+3.18 90.38£051  0.256+0.007 (-59.2) £30.2)
R

F1 383.9+229  0584+0019  (-75.2)+4.11 146.5+4.8 0.396+0.006 (-70.9) +4.29 13434087  0.308+0.030 (-65.1) £2.40
F2 4047+162 056240056  (-72.7) £4.07 101240.818  0.258+0.009 (-65.1)£2.75 1023055  0.255+0.007 (-33.8) £0.850
F3 45214264 056940054  (-70.4) 127 13004667  0.392+0.013 (-67.7)+1.31 127.3+0.84  0.267+0.007 (-57.4)+2.26
F4 307.1£189  0504:0027  (-83.7)£10.7 1384118 0.366:+0.020 (-68.3) £3.14 1537415 0.359+0.002 (-65.8) £ 1.28
F5 4883+335 06030062  (-78.0)%3.58 11764155  0.295+0.040 (-64.0)+1.35 11264159  0.249+0.006 (-56.4) £0.513
F6 373147 064340105  (-118.0)£76.7 10144055  0.256+0.008 (-55.7) £ 1.27 11494046  0.294+0.008 (-50.1) £ 1.0

R

F1 3812:162  0500:0015  (-68.1)+2.63 1144111 0.249:+0.006 (-69.9) £ 1.6 118.9+0.6 0.270+0.010 (-50.4) £ 0.6

F2 4483+329 057740059  (-84.2)%3.9 96.6+0.87 0.256:+0.002 (-55.2) £5.8 98.0+12 0.264+0.019 (-45.9) +0.58
=] 350.9+447  0565:0055  (-79.6)£3.2 83.8+1.05 0.265+0.006 (-78.7)£48.3 79.740.11 0.254+0,013 (-37.9)£0.3

F4 37154317  0628+0108  (-749)+26 7934068 0.25240.014 (-46.0)£5.3 794426 0.268+0.010 (-38.1) £ 1.6

F5 3357:205  0574:0083  (-83.6)+55 101.8+078 0.295:+0.006 (-52.1) £0.85 9%.6+12 0.266+0.002 (-44.6)£0.3

F6 44184400  0588+0.057  (-77.1)%4.0 95.3+0.7 0.336+0.012 (-50.3)£3.1 902407 0.255+0.011 (-45.2)£1.2

Cuadro 19: Formulaciones seleccionadas SIN INSULINA, para observar su REPETIBILIDAD respecto al Tamafio de particula,
Pdl y Potencial Z, con tres métodos de preparacion: Sin Filtrar y Sin Sonicar (SF/SS) // Sin Filtrar y Sonicado (SF/S) // Filtrado
y Sonicado (F/S).



F1
F2
Ronda 1 =
F5
F6

F1
F2
F3
F4
5
F6

Ronda 2

F1
F2
F3
F4
F5
F6

Ronda 3

Z-Average
(d.nm)
421.7+48.9
458.1£29.7
4404 £47.6
466.6 £12.4
379.2+284
46141434

436.6+59

562.5+81.1
452.9+252
537.8 +455
386.6 £ 39.9
481.3£64.8

408.0£413
4744£313
516.8 +26.3
4973+18.1
498.4£64.2
620.9+12.3

Pdi

0.642 +0.140
0.591£0.022
0.697 £ 0.056
0578+0.011
0.719 +0.062
0.622 £0.033

0.606 £ 0.074
0.689 £ 0.056
0.594 +0.092
0.661 £ 0.064
0.642 £0.081
0.616 £0.033

0.610 £0.042
0.607 £0.024
0.619+0.031
0.609 £ 0.046
0.619+£0.015
0.624 £0.024

Expert Advice

Potencial Z Z-Average

Expert Advice
(-735)£3.7
(-773)+14
(-85.2) 4.1
(
(
(

-79.7)£83
747)£43
-77.9)£5.0

(-82.0) 0.4

(-96.9) £ 28.9
(-75.0)+18
(
(
(

105.7£0.75
940£12
1153+19
1084+ 1.6
1131+21
105.6+ 1.6

-77.1)£42
-78.2)£3.7
-79.9)£59

-103.0) £ 40.7
-84.7)£2.9
-83.7)£48
-80.4) £4.5
-77.0)£18
-62.4) £ 0.6

106.7 +£0.97
2721+45
1155+0.9
1234+14
132.6+2.6
104.7+2.6

(
(
(
(
(
(

Pdi

0.500 £0.105
0.454 £0.078
0.284 £ 0.025
0.265+£0.014
0.342+0.023
0.511£0.086

0.328 £0.004
0.308 £ 0.036
0.320+0.028
0.294 £0.003
0.335£0.031
0.257 £0.003

0.289£0.028
0.580 £0.105
0.353 £ 0.008
0.359 £ 0.006
0.394£0.014
0.365 £ 0.060

Expert Advice

(-85.3)%7.

Potencial Z

(-80.6)

(-708) £ 2.6
(-106.0) +50.1
(-102.0) £ 48.9

(58.0)+13
(-79.9)£26

(553

)
)£
9)+3
5)

Expert Advice NGRS

95.5+0.96
88.3+0.31
102.5+0.46
974+12
100.6 +0.06
104.7 +0.63

99.9+11
251.7+25.7
96.5+13
109.9+0.9

108.8+13
86.8 +0.52

0.404 £0.016
0.284£0.021
0.300 £0.001
0.267 £0.004
0.285 +0.005
0.402+0.014

0.244 £ 0.005
0.257 £0.005
0.240 +0.008
0.259 +0.009
0.252+0.008
0.260 £ 0.009

0.233+0.010
0.535+0.065
0.234 £0.004
0.258 £0.007
0.268 £0.013
0.245 £ 0.006

Potencial Z
(mV)
(-72.00£3.2
(-76.9) £27.7
(-59.7)£1.6
(-59.2)£1.0
(-74.1) £30.3
(-67.3)£1.0

Expert Advice Expert Advice

(-484)£179
(-46.0)+0.55
(-55.1) 0.8
(47.0)£11
(-525)+1.0
(-52.0)£1.2

(-50.3)£0.7
(-93.3)£353
(-49.2)£05

(-706) 226
(-53.7)£1.0
(-42.1)£19

Cuadro 20: Resultados de las formulaciones seleccionadas adicionando 0.714 mL de Insulex R y su REPETIBILIDAD por
triplicado, para cada método de preparacion: SF/SS, SF/S, FI/S.



Con los datos obtenidos se realiza una diferencia estadisticamente significativa de
Tukey, para facilitar la comparacion entre los diferentes tratamientos utilizados.

a) b)

500 0.700 a
a

E 450 0.600
- 400
@© 350 0.500
£ b
% 300 _ 0400
2 250 = b
= 200 N 0.300 I
g 1%0 l: 0200
g 100
@ 50 0100
i

0 0.000

Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado Filtrado, Sonicado Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado Filtrado, Sonicado
Método Método

Figura 19 a): Tamafio de particula del F1 (Lecitina + Colato de Na + InsR), por los
métodos de: SF/SS: X= 422.9 + 11.5; SF/S: X=129.3 + 11.6; F/S: X=117.7 + 10.0
19 b): PdI del F1 comparando los tres métodos de preparacion: SF/SS: X= 0.619 +
0.028; SF/S: X=0.372 + 0.037; F/S: X=0.294 + 0.027.

En las graficas 19 a) y 19 b), se observa que el método Sin Filtrar/Sin Sonicar
presenta diferencia significativa respecto a los otros métodos Sin Filtrar/Sonicado
y Filtrado/Sonicado, teniendo un valor mas grande de p<0.05 para el Tamafo de
particula de 0.7 y en el caso del Pdl de 0.2.

a) b)

600 0.700 a

= a
é_ 500 0.600
=
@ 0.500 E
£ 400 b
g _ 0400 T
£ 300 2 .
— 0.300
© b
< 200 b
o T 0.200
g
£ 100 0.100
(]
i

0 0.000

Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado Filtrado, Sonicado Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado  Filtrado, Sonicado
Método Método

Figura 20 a): Tamafio de particula del F2 (Lecitina + Colato de Na + InsR) por los
métodos de: SF/SS: X= 498.3 + 22.3; SF/S: X= 177.3 + 25.9; F/S: X= 159.7 + 24.5
20 b): Pdl del F2 comparando los tres métodos de preparacién: SE/SS: X= 0.629 +
0.019; SF/S: X= 0.447 + 0.045; F/S: X= 0.359 + 0.046.

Las graficas 20 a) y 20 b), se observa que el método Sin Filtrar/Sin Sonicar
presenta diferencia significativa respecto a los otros métodos Sin Filtrar/Sonicado
y Filtrado/Sonicado, teniendo un valor mas grande de p<0.05 para el Tamafio de
particula de 0.9 y en el caso del Pdl de 0.3.
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b)

<)
L=

600 0.700 a
£ 500 a 0600
=
0.500
g a00
o
3 _ 0.400 b
£ 300 2
= 0.300 b
[ x
o= 200
E% b b 0.200
T
=
0 0.000
Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado Filtrado, Sonicado Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado  Filtrado, Sonicado
Método Método

Figura 21 a): Tamafio de particula del F3 (Lecitina + Colato de Na + PEG 1500 +
InsR), por los métodos de: SF/SS: X= 470.0 + 15.5; SF/S: X= 114.3 + 0.7; E/S: X=
105.0 + 2.9 21 b): Pdl del F3 comparando los tres métodos de preparacion:
SF/SS: X=0.637 + 0.024; SF/S: X=0.319 + 0.012; F/S: X= 0.258 + 0.011.

En las gréaficas 21 a) y 21 b), se observa que para el Tamafio de particula y el Pdi
el método Sin Filtrar/Sin Sonicar presenta diferencia significativa respecto a los
otros meétodos Sin Filtrar/Sonicado y Filtrado/Sonicado, teniendo un valor mas
grande de p<0.05 de 0.8 y 0.7, respectivamente.

a) F4 ®) F4
600 0.700
_ a
3 E]
S 500 0.600
=
0.500
g ao0
§ _ 0.400
& 300 =z b
& 0300 b
L -
g e b 0.200
2 b ‘
©
i
0 0.000
Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado Filtrado, Sonicado Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Senicado  Filtrado, Sonicado
Método Método

Figura 22 a): Tamafio de particula del F4 (Lecitina + Colato de Na + Poloxamero
188 + InsR), por los métodos de: SF/SS: X= 500.6 + 13.3; SF/S: X= 116.7 + 2.2;
F/S: X= 1085 + 3.0 22 b): Pdl del F4 comparando los tres métodos de
preparacion: SF/SS: X= 0.616 + 0.018; SF/S: X= 0.306 + 0.014; F/S: X= 0.262 +
0.002.

En las graficas 22 a) y 22 b), se observa que el método Sin Filtrar/Sin Sonicar
presenta diferencia significativa respecto a los otros métodos Sin Filtrar/Sonicado
y Filtrado/Sonicado, teniendo un valor mas grande de p<0.05 para el Tamafio de
particula de 0.7 y en el caso del Pdl de 0.06.
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b)

o0
L=

500 0.800
_ a a
£ :;g 0.700
= 0.600
g 350
g 300 0500
2 250 T 0400 b
-
v 200 0300 b
2 150 b b .
= _ 0.200
g 100
& 50 0.100
0 0.000
Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado  Filtrado, Sonicado Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado  Filtrado, Sonicado
Método Método

Figura 23 a): Tamafio de particula del F5 (Lecitina + Colato de Na + Brij S10 +
InsR), por los métodos de: SFE/SS: X= 421.4 + 23.5; SF/S: X= 124.2 + 3.0; F/S: X=
109.3 + 2.6 23 b): Pdl del F5 comparando los tres métodos de preparacion:
SF/SS: X=0.660 + 0.023; SF/S: X=0.357 + 0.011; F/S: X= 0.268 + 0.005.

En las gréaficas 23 a) y 23 b), se observa que para el Tamafio de particula y el Pdi
el método Sin Filtrar/Sin Sonicar presenta diferencia significativa respecto a los
otros meétodos Sin Filtrar/Sonicado y Filtrado/Sonicado, teniendo un valor mas
grande de p<0.05 de 0.7 y 0.6, respectivamente.

a) F6 b) F6

0.700

@
3

0.600

.nm)
(%2}
3

0.500

Py
5]
10"

0.400

W

3
Pdl
Ho

0.300

]
8

b 0200
0.000

Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado Filtrado, Sonicado Sin filtrar, Sin sonicar  Sin filtrar, Sonicado  Filtrado, Sonicado

1o

Tamafio de Liposoma (d
=
8

o

Método Método

Figura 24 a): Tamafio de particula del F6 (Lecitina + Colato de Na + Brij L23 +
InsR), por los métodos de: SF/SS: X= 521.2 + 28.3; SF/S: X= 132.2 + 13.6; F/S:
X=119.2 + 12.0 24 b): PdI del F6 comparando los tres métodos de preparacion:
SF/SS: X= 0.620 + 0.009; SF/S: X= 0.377 + 0.041; F/S: X= 0.302 + 0.025.

Las graficas 24 a) y 24 b), se observa que el método Sin Filtrar/Sin Sonicar
presenta diferencia significativa respecto a los otros métodos Sin Filtrar/Sonicado
y Filtrado/Sonicado, teniendo un valor mas grande de p<0.05 para el Tamafio de
particula de 0.9 y en el caso del Pdl de 0.2.
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A continuacion, se presenta el mismo analisis estadistico, prueba Poshoc de
Tukey-Kramer, considerando un valor de p<0.05 para la significancia estadistica,
por cada método de preparacion entre las formulaciones seleccionadas.

a) b)

Tamaiio (Sin filtrar, Sin sonicar) Tamainio (Sin filtrar, Sonicado)

500 T
-
400
200
100
0
F2 =] F4 F5 6

F1

O
=1
S

4
= [ o
o0 =] %)
=] S =1

-
=1
S

Tamafio de Particula {(d.nm)
W
[}
(=]
o
o

Tamafio de Particula (d.nm)

o

Tamano (Filtrado, Sonicado)

a

180 I
E 160

©
b b
£ 100 §
o
& 20
£ 60
E
E 10
8

20

0

) F3 Fa 5 6

F1

Figura 25 a): Tamafio de particula SF/SS entre las formulaciones: F1: X= 422.1 +
11.5; F2: X= 498.3 + 22.3; F3: X= 470.0 + 15.5; F4: X= 500.6 + 39.9; F5;: X=
421.4 + 23.5; F6: X= 521.2 + 28.3. 25 b): Tamafio de particula SF/S: F1: X= 129.3
+ 11.6; F2: X= 177.3 + 25.9; F3: X= 114.3 + 0.71; F4: X= 116.7 + 2.4; F5; X=
124.2 + 3.0; F6: X= 132.2 + 13.6. 25 c): Tamafio de particula F/S: F1: X= 117.7 +
10.0; F2: X= 159.7 + 24.5; F3: X= 105.0 + 2.9; F4: X= 108.5 + 3.0; F5: X= 109.3
+2.6; F6: X= 119.2 + 12.0.

En la grafica 25 a) Tamafio de particula Sin Filtrar/Sin Sonicar las literales
diferentes muestran evidencia de diferencia significativa entre el F1 y F6 vs las
demas formulaciones, ya que presenta un valor mas grande de p<0.05 de 0.075y
0.47 respectivamente.

La grafica 25 b) Tamafio de particula Sin Filtrar/ Sonicado donde la diferencia
significativa se encuentra en F2 vs las demas formulaciones y F3 junto con F4
respecto al resto de las formulaciones, esto porque su valor de p es de 0.9 para la
F2y 0.06 para F3y F4.
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Finalmente, la grafica 25 ¢) Tamafo de particula Filtrado/Sonicado las literales
diferentes que muestran la diferencia significativa son la F2 respecto al resto de
las formulaciones y los F3 y F4 vs las demés formulaciones, teniendo un valor méas
grande de p<0.05 de 1.0 para F2 y 0.055 para F3 junto con F4.

a) PdI (Sin filtrar, Sin sonicar) b) PdI (Sin filtrar, Sonicado)
07 06
068 05 a
5 c
= 0
E 0.66 P o4 T
o [T}
a 2 b s
e 2 ; b
S 064 1 2 03 T
a e
g <
g 062 So2
T E
T 06 01
058 0
F1 F2 F3 F4 F5 Fe F1 2 r3 F4 Fs r6
c) PdlI (Filtrado, Sonicado)

0.4 '|'

Indice de Polidispersion
©
[
(52

F1 F2 F3 Fa Fs5 F6

Figura 26 a): Tamafio de particula SF/SS entre las formulaciones: F1: X= 0.619 +
0.03; F2: X= 0.629 + 0.02; F3: X= 0.637 + 0.02; F4: X= 0.616 + 0.02; F5; X=
0.660 + 0.02; F6: X= 0.620 + 0.01. 26 b): Tamafio de particula SF/S: F1: X= 0.372
+ 0.04; F2: X= 0.447 + 0.05; F3: X= 0.319 + 0.01; F4: X= 0.306 + 0.01; F5;: X=
0.357 + 0.01; F6: X= 0.377 + 0.04. 26 c): Tamafio de particula F/S: F1: X= 0.294
+ 0.03; F2: X= 0.359 + 0.05; F3;: X= 0.258 + 0.01; F4: X= 0.261 + 0.002; F5: X=
0.268 + 0.005; F6: X= 0.302 + 0.03.

Las graficas 26 a) Tamafo de particula Sin Filtrar/Sin Sonicar y 26 c) Tamafio de
particula Filtrado/Sonicado, no se encuentra ninguna literal diferente que muestre
evidencia de diferencia significativa entre los formulados, ya que sus valores de p
son menores a 0.05.

Por otro lado, en la gréfica 26 b) Tamafio de particula Sin Filtrar/ Sonicado
donde la diferencia significativa se encuentra en F2 vs las demas formulaciones y
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F3 junto con F4 respecto al resto de las formulaciones, debido a que sus valores
de p sonde 0.6 paralaF2y 0.3 para F3 y F4.

Formulado
0 1 2 3 4 5 6
-20
s
£ 40 @ Sin filtrar, Sin sonicar
N
= W Sin filtrar, Sonicado
' A A . .
< A A Filtrado, Sonicado
£ -60 1 A
o [ ]
[ n i
]
-80 i 3 ®
)
-100

Figura 27: Analisis con barras de error para cada formulado con respecto al
meétodo de preparacion SF/SS, SF/S y F/S respecto al Potencial Z.

La comparacion entre formulaciones por cada método es mas complejo ya que
aqui se refleja el impacto que tiene cada excipiente con respecto a la formulacion,
sin embargo, claramente se aprecia una reduccion en el tamafio de particula de
500 d.nm a casi 200 d.nm, asi como el Pdl el cual pasa de estar en 0.66 a 0.45,
tan solo en los métodos Sin Filtrar/Sin Sonicar vs Sin Filtrar/Sonicado, por otro
lado, el potencial Z también se reduce sin dejar de ser menor a -50 mV.

La Dra. Arciniegas realiz6 una investigacion similar a esta tesis, haciendo
formulaciones de liposomas por el método de calentamiento cargados con
insulina, sin embargo, la diferencia de proporciones de los excipientes, asi como la
metodologia que empled le dan unos formulados con tamafio de particula mayores
de aproximadamente 1 d.um, el incremento en el tamafio de los liposomas va de
la mano con el aumento de su Pdl alrededor de 0.700 y un Potencial Z muy
variado que va de -30 mV a los -70 mV. (S.M. Arciniegas et al. 2019; S.M.
Arciniegas et al. 2020).

Cabe resaltar que el uso de la nanotecnologia esta siendo de gran relevancia en la
actualidad para la administracion de una gran variedad de farmacos, ademas de
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buscar alternativas nuevas para su via de administracion, esto con la ventaja de
disminuir la toxicidad y direccionar el APl a su diana de interés. El variar los
tamafos “pequenos” de las nanoparticulas <100 nm y relativamente grandes,
entre 100 nm a 1um, sera de utilidad, ya que pudieran cruzar diferentes barreras
bildgicas dentro del cuerpo, por ejemplo, al cruzar la barrera hematoencefalica se
puede considerar una nueva via de administracion de farmacos que actien en el
cerebro (W.H. de Jong y P.J.A. Borm, 2008).

Para conocer un poco mas de la estabilidad de las formulaciones, se realiz6 un
seguimiento por 3 semanas del Tamafio de particula, Pdl y Potencial Z (Filtrados y
Sonicados) con ayuda del equipo zetasizer, presentando los siguientes resultados,
una vez analizados con una prueba estadistica Poshoc de Tukey-Kramer,
considerando un valor de p<0.05.

a Estabilidad de la F1 0) Estabilidad de la F1
Filtrado, Sonicado Tamafio de Particula (d.nm) Filtrado, Sonicado Pd!

180 - 0.45 4

I I [ a7 [ [

N

Q N B

s & 8
e
=

e <
[ VI
oo W

@
S

B~
[=]

indice de Polidispersion
o
e

Tamaiio de Liposoma (d.n
=]
o

o
o
bt
o
@

o
[=]
L

T T
Sem 1 Sem 2 Sem 3 Sem 1 Sem 2 Sem 3

° Estabilidad de la F1
Filtrado, Sonicado Potencial Z (mV)
0

Sem1 Sem 2 Sem3
10 -

20 -

30 -

——

-40 -

-50 4

Potencial Z (mV)

-60 -

e
——

70 -

-80 -

Figura 28 a): Tamario de particula del F1 (Lecitina + Colato de Na + InsR) durante
tres semanas para observar su estabilidad: Sem 1: X= 117.7 + 10.0; Sem 2: X=
129.0 + 10.9; Sem 3: X= 122.1 + 10.8 28 b): PdI del F1: Sem 1: X= 0.294 + 0.03;
Sem 2: X= 0.334 + 0.07; Sem 3: X= 0.333 + 0.06 28 c): Potencial Z del F1: Sem 1:
X=-56.6 + 4.7, Sem 2: X= -48.8 + 4.4; Sem 3: X=-35.0 + 3.6.
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En ninguna de las graficas 28 a), 28 b) y 28 c), se observa alguna literal con
evidencia de diferencia significativa, durante las tres semanas de estudio para la

F1.
a) Estabilidad de la F2 b) Estabilidad de la F2
Filtrado, Sonicado Tamafio de Particula (d.nm) Filtrado, Sonicado Pdl
250 0.600 -
: W
-; 200 :E 0.500
: | [ tow ||
g 150 - 2 T |
s S 0.300
= -9
> 100 - !
E f 0.200
% 501 2 0100
8

Sem1 Sem 2 Sem 3

0.000

Sem 1 Sem 2 Sem 3

c)

Potencial Z (mV)

0

20 -

40 -

60 -

80

-100 +

-120 -

Estabilidad de la F2

Filtrado, Sonicado Potencial Z (mV)

Sem1 Sem 2 Sem3

|
! I
I

—_——

Figura 29 a): Tamario de particula del F2 (Lecitina + Colato de Na + InsR) durante
tres semanas para observar su estabilidad: Sem 1: X= 159.7 + 24.5; Sem 2: X=
149.8 + 16.6; Sem 3: X= 141.0 + 13.3 29 b): PdI del F2: Sem 1: X= 0.400 + 0.05;
Sem 2: X=0.300 + 0.02; Sem 3: X= 0.300 + 0.02 29 c): Potencial Z del F2: Sem 1:
X=-71.8 £ 10.2; Sem 2: X=-54.4 + 4.8; Sem 3: X=-40.6 + 4.9.

En ninguna de las graficas 29 a), 29 b) y 29 c), se observa alguna literal con
evidencia de diferencia significativa, durante las tres semanas de estudio para la

F2.
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3 Estabilidad de la F3 b) Estabilidad de la F3
Filtrado, Sonicado Tamafio de Particula (d.nm) Filtrado, Sonicado Pd/

116 - 0.350 -
'g 114 . 0300 - T T
<5 112 - © [
-~ £ 0.250
g 110 4 g
g 108 | g 0200 |
o [<]
3 106 & 0.150
T 104 - I
2.0 S 0.100 |
g = 0050 1
& 100 -

98 0.000

Sem 1 Sem 2 Sem3 Sem 1 Sem 2 Sem 3
c) e
Estabilidad de la F3
Filtrado, Sonicado Potencial Z (mV)
0
Sem1 Sem2 Sem3

10
520 )
£
~ 30 -
=
& 50 |

I |
60 | L
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Figura 30 a): Tamafio de particula del F3 (Lecitina + Colato de Na + PEG 1500 +
InsR) durante tres semanas para observar su estabilidad: Sem 1: X= 105.0 + 2.9;
Sem 2: X=107.2 + 1.9; Sem 3: X= 104.4 + 1.6 30 b): Pdl del F3: Sem 1: X= 0.258
+0.01; Sem 2: X= 0.287 + 0.01; Sem 3: X= 0.282 + 0.01 30 c): Potencial Z del F3:

Sem 1: X=-54.7 + 1.5: Sem 2: X=-44.7 + 3.5 Sem 3: X=-20.7 + 1.0.

En ninguna de las graficas 30 a), 30 b) y 30 c), se observa alguna literal con
evidencia de diferencia significativa, durante las tres semanas de estudio para la

F3.

a)

Estabilidad de la F4

Filtrado, Sonicado Tamadio de Particula (d.nm)

Sem 1 Sem 2 Sem 3

b)

0.400 +
0.350 -
0.300 -
0.250 -~
0.200 -+
0.150 -+

ndice de Polidispersién

0.100 -
"~ 0.050 -

0.000

Estabilidad de la F4
Filtrado, Sonicado Pdl

Sem1 Sem 2

Sem 3
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c)

Estabilidad de la F4
Filtrado, Sonicado Potencial Z (mV)
0

10 - Sem1 Sem2 Sem 3

220 -
=30 -
a0 -
50 -

Potencial Z (mV)

-60 -

70 -

———1
——
e

-80

Figura 31 a): Tamafio de particula del F4 (Lecitina + Colato de Na + Poloxdmero
188 + InsR) durante tres semanas para observar su estabilidad: Sem 1: X= 108.5
+3.0; Sem 2: X=112.1 + 2.8; Sem 3: X= 115.4 + 3.4 31 b): PdI del F4: Sem 1: X=
0.262 + 0.002; Sem 2: X= 0.278 + 0.005; Sem 3: X= 0.301 + 0.01 31 c): Potencial
Z del F4: Sem 1: X=-59.0 + 5.1; Sem 2: X=-58.2 + 5.7; Sem 3: X=-55.8 + 6.4.

En ninguna de las graficas 31 a), 31 b) y 31 c), se observa alguna literal con
evidencia de diferencia significativa, durante las tres semanas de estudio para la
F4.

a s b .
) Estabillidad de la F5 ) Estabilidad de la F5
Filtrado, Sonicado Tamafio de Particula (d.nm) Filtrado, Sonicado Pd/
125 0.295
E 0.290
S 120 ;§ 0.285
TE; § 0280
§ 115 &2 0275
8 E 0.270
E 110 2 0265
2 9 0.260
g 105 E 0255
< ~ 0.250
100 0.245
Sem1 Sem 2 Sem 3 Sem 1 Sem 2 Sem 3
c o
) Estabilidad de la F5
Filtrado, Sonicado Potencial Z (mV)
0
10 Sem 1 Sem 2 Sem 3
20
E -30
N -0
% {
Q
8 60
o
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Figura 32 a): Tamafio de particula del F5 (Lecitina + Colato de Na + Brij S10 +
InsR) durante tres semanas para observar su estabilidad: Sem 1: X= 109.3 + 2.6;
Sem 2: X=112.6 + 3.5; Sem 3: X= 113.7 + 2.4 32 b): Pdl del F5: Sem 1: X= 0.268
+ 0.006; Sem 2: X= 0.262 + 0.006; Sem 3: X= 0.276 + 0.006 32 c): Potencial Z del
F5: Sem 1: X=-60.1 + 6.1; Sem 2: X=-46.9 + 2.6; Sem 3: X=-37.1 + 3.3.

En ninguna de las graficas 32 a), 32 b) y 32 c), se observa alguna literal con
evidencia de diferencia significativa, durante las tres semanas de estudio para la
F5.

a) b)

Estabilidad de la F6 Estabilidad de |la F6
Filtrado, Sonicado Tamafio de Particula (d.nm) Filtrado, Sonicado Pdl
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Figura 33 a): Tamafio de particula del F6 (Lecitina + Colato de Na + Brij L23 +
InsR) durante tres semanas para observar su estabilidad: Sem 1: X= 119.2 + 12.0;
Sem 2: X= 118.3 + 11.9; Sem 3: X= 129.9 + 11.3 33 b): PdlI del F6: Sem 1: X=
0.302 + 0.03; Sem 2: X= 0.305 + 0.03; Sem 3: X= 0.319 + 0.02 33 c): Potencial Z
del F6: Sem 1: X=-53.8 £ 3.7; Sem 2: X=-54.2 + 3.5; Sem 3: X=-52.9 + 5.0,

En ninguna de las graficas 33 a), 33 b) y 33 c), se observa alguna literal con
evidencia de diferencia significativa, durante las tres semanas de estudio para la
F6.

Respecto a la estabilidad estudiada durante 3 semanas, se observa que se
mantiene para todos los formulados, aunque en el caso de F2, F4 y F6 se observa
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mas esta caracteristica de estabilidad tanto en Tamafio de particula, Pdl y
Potencial Z.

Las formulaciones fueron preparadas en medio de Sacarosa al 10% y PBS a pH
de 7.4, haciéndose los mismos analisis estadistico (prueba Poshoc de Tukey-
Kramer) comparando el medio utilizado, sin embargo, el Tamafio de particula y el
Pdl aumentaron considerablemente al utilizar el medio de PBS, por lo que como
paso extra en la metodologia se propone realizar ultrasonicacion en bafio de hielo
por 3 min. con periodos de encendido y apagado del equipo de 50 s.

a) b)

Tamafio de Particula en Sacarosa al 10% Tamafio de Particula en PBS a pH 7.4

450.00 180
-~ d — d

E 400.00 € 160 b b T
< 350,00 1 T 140 T T c L
< 30000 2 1m0 L i a
o
2 250,00 fwo 2 .
o vl
< 200.00 o g 1
2 a_b ab ab ab ab o 1 T
T 15000 a - T - al T 0
'S 100.00 I J | l =40
E so0 £ 20
- L

0.00
F1 F2 F3 F4 F5 Fe F7 F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7

Formulados Formulados

¢ Tamafio de Particula en PBS a pH 7.4

Ultrasonicado

_ 180 g
E 160 T

be

Tamano de PArtic
[N ey e =]
o o o o O
=

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Formulados

Figura 34 a): Tamafio de particula en Sacarosa al 10%: F1: X= 96.0 + 0.49; F2:
X=127.1 + 0.52; F3: X= 118.9 + 0.95; F4: X= 358.8 + 17.15; F5: X= 103.4 + 0.74;
F6: X=114.2 + 1.44; F7: X=101.5 + 0.76 34 b): Tamafio de particula en PBS a pH
7.4: F1: X=84.2 + 0.40; F2: X= 131.8 + 1.70; F3: X= 131.6 + 1.05; F4: X= 118.9 +
5.53; F5: X= 90.5 + 1.66; F6: X= 153.8 + 0.85; F7: X= 69.5 + 1.39 34 c): Tamafio
de particula en PBS a pH 7.4 Ultrasonicado: F1: X= 76.6 + 0.40; F2: X= 107.2 +
1.55; F3: X=91.3 + 0.38; F4: X= 117.5 + 4.52; F5: X= 107.6 + 2.05; F6: X= 155.0 +
1.22; F7: X=101.8 + 0.30.
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<)

Pdl en PBS a pH 7.4 Ultrasonicado

de
d +
T bde 1
! bde
L -
ab 1
_3_ Jr- ab
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
Formulados

Figura 35 a): Pdl en Sacarosa al 10%: F1: X= 0.259 + 0.002; F2: X= 0.339 =
0.008; F3: X= 0.339 + 0.010; F4: X= 0.521 + 0.023; F5: X= 0.260 + 0.003; F6: X=
0.374 + 0.002; E7: X= 0.250 + 0.003 35 b): Pdl en PBS a pH 7.4: F1: X= 0.337 +
0.023; F2: X= 0.348 + 0.003; F3: X= 0.450 + 0.025; F4: X= 0.393 + 0.005; F5: X=
0.439 + 0.008; F6: X= 0.441 + 0.004; E7: X=0.369 + 0.004 35 c): Pdl en PBS a pH
7.4 Ultrasonicado: F1: X= 0.250 + 0.003; F2: X= 0.324 + 0.028; F3: X= 0.253 +

0.008; F4: X= 0.478 + 0.047; F5: X= 0.422 + 0.006; F6: X= 0.520 + 0.021; F7: X=
0.393 + 0.021.

a)

-10
-20
-30
-40
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Potencial Z {(mV)
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b)

Potencial Z (mv)

Potencial Z en PBS a pH 7.4
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f
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Figura 36 a): Potencial Z en Sacarosa al 10%: F1: X= -69.3 + 2.13; F2: X=-78.4 +
5.49; F3: X=-79.2 + 3.50; F4: X=-83.5 + 0.94; F5: X=-72.6 + 2.35; F6: X=-67.0 +
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1.60; F7: X=-62.5 + 1.79 36 b): Potencial Z en PBS a pH 7.4: F1: X=-40.9 + 0.7;
F2: X=-54.5 + 1.58; F3: X= -49.1 + 1.96; F4: X= -46.6 + 1.26; F5: X= -44.7 + 1.93;
F6: X= -43.2 + 1.34; F7: X= -31.8 + 0.43 36 c): Potencial Z en PBS a pH 7.4
Ultrasonicado: F1: X= -45.8 + 1.35; F2: X= -51.0 + 1.76; F3: X= -48.1 + 1.62; F4:
X=-32.5+1.25; F5: X=-37.1 + 1.68; F6: X= -37.7 + 1.68; F7: X=-20.3 + 1.27.

X y Curva de Calibracién 1 de Insulex R en Sacarosa al 10%
Ul/mL Absorbancia 2
0.8 0.286
0.8 0.286 15
0.8 0.283 .
16 0.586 % 1
16 0.545 £
1.6 0.578 5 03
2.4 085  © /
2.4 0.819 0
2.4 0.854 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
3.2 1.058 o Longitud de onda {nm)
3.2 1.070
3.2 1125 —0.8UlfmL 16 UlfmL 24 UlfmL 320mL ——40Ul/mL
4.0 1.327
4.0 1.306
4.0 1464 Figura 37: Curva de calibracion 1 de Insulex R en medio de
r2 0.990834219  Sacarosa al 10%.
m 0.3353
b 0.024

Cuadro 21: Tabla acumulativa de las absorbancias obtenidas en el
Espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda de 273 nm, respecto a las
concentraciones de Insulex R (Ul/mL), para las tres curvas de calibracion en
Sacarosa al 10%.



Promedios de las Curvas de Calibracion de Insulex
R en Sacarosa al 10%

1.6
1.4 :
- 1.2
2 e
S os ¥t
2 06
20 o
0.4
0.2 ¢
0
0 0.8 1.6 2.4 3.2 4 4.8
Concentracién (Ul/mL) Yy =0.3345x+0.0253
R2=0.9908

Figura 38: Promedios de las absorbancias para las tres curvas de calibracion de
Insulex R en medio de Sacarosa al 10%.

" y Curva de Calibracién 1 de Ins Ren PBSa pH 7.4
Ul/mL Absorbancia 2
0.8 0.284
0.8 0.285
08 0.288 e
16 0.555
1.6 0.543 2 1
16 0.572 &
2.4 0.831 g
2.4 0.814 2 0
2.4 0.834
3.2 1.067 0
3.2 1.086 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
3.2 1.052
4 1317 e Longitud de onda (nm)
4 1.288
4 1.304 ()8 Ul/mL 15 Ul/mL 2.4 Ul/mL 3.2Ul/mL 4.0 Ul/mL
r2 0.998
m 0.3183

o

0.0441 Figura 39: Curva de calibraciéon 1 de Insulex R en medio
de PBS a pH 7.4.

Cuadro 22: Tabla acumulativa de las absorbancias obtenidas en el
Espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda de 273 nm, respecto a las
concentraciones de Insulex R (Ul/mL), para las tres curvas de calibracién en PBS
apHde 7.4.
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Promedios de las Curvas de Calibracién de Insulex R en PBS a

oH 7.4
14
@
12 e
e L e .
2 .
g 08 L
=
g0 T
<04 e
.
0.2
0
0 0.8 1.6 2.4 3.2 4 4.8
Concentracion (Ul/mL) y =0.3183x+0.0441
R?=0.998

Figura 40: Promedios de las absorbancias para las tres curvas de calibracion de
Insulex R en medio de PBS a pH de 7.4.

Curva de Calibracion Kit BCA
Concentracion

Abs C1 Abs C2 Abs C3

ug/mL
0 0.000 0.000 0.000
25 0.050 0.049 0.049
125 0.266 0.265 0.264
250 0.461 0.458 0.458
500 0.800 0.795 0.795
750 1.125 1.123 1.122
1000 1.415 1.411 1.414

Cuadro 23: Tabla acumulativa de las absorbancias obtenidas para la curva de
calibracion del Kit Pierce BCA Protein Assay.
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Figura 41: Promedios de las absorbancias para las tres curvas de calibracién del
Kit Pierce BCA Protein Assay.

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7

Cuadro 24: Tabla con las absorbancias obtenidas con un analisis de ELISA con
ayuda del Kit Pierce BCA Protein Assay, de todos los formulados al romperse con
el método de ultrasonicado para la cuantificacion de insulina encapsulada en cada

uno.

Absorbancia

0.600
0.400
0.200
0000 &%

—@— Seriesl

0.109
0.215
0.167
0.289
0.142
0.244

0.075

Curva de Calibracion del Kit BCA

200

Calculos para la insulina encapsulada

0.107
0.212
0.163
0.290
0.143
0.245

0.076

400

600

Concentracién pg/mL

=@ Series2

0.109
0.213
0.167
0.291
0.148
0.249

0.080

=@ Series3

0.108
0.213
0.166
0.290
0.144
0.246
0.000

800 1000
y=0.0014x+0.0553

1200

R?*=0.9927

------- Lineal (Series1)

0.00115
0.00153
0.00231
0.00100
0.00321
0.00265
0.00000

39.10
114.10
80.05
168.86
64.81
137.43
0.00

17.61
51.41
36.07
76.08
29.20
61.92

0.00



F1 76.6 0.249 -45.76 39.10 17.61

R 107.2 0.324 -51.00 114.10 51.41

F3 91.3 0.253 -48.13 80.05 36.07
F4 117.5 0.393 -32.50 168.86 76.08
F5 107.6 0.259 -37.06 64.81 29.20
F6 155.0 0.373 -37.73 137.43 61.92
F7 101.8 0.393 -20.30 0.00 0.00

Cuadro 25: Resumen de la caracterizacion y porcentaje de eficiencia de
encapsulacion de cada formulado, utilizando como medio de disolucion PBS a pH
de 7.4.



8. CONCLUSIONES

Se disefid la metodologia adecuada para la fabricacion de liposomas
unilaminares cargados con Insulex R.

La elaboracion de liposomas cargados con insulina por el método de
calentamiento es una técnica eficiente, sencilla y facil de realizar.

La adicion de Poloxamer 188 y Brij L23 mejoraron las caracteristicas fisicas
de los liposomas, como son: el Tamafo de Particula entre 100-200 d.nm,
indice de Polidispersion no mayor a 0.400 y el Potencial Z de -30 a -50 mV.

Los formulados con las mejores caracterizaciones van de la mano con los
mejores valores de eficiencia de encapsulacion de la insulina, siendo los
formulados F4 y F6 con 76% y 61% respectivamente, de la insulina total
encapsulada.

La ultrasonicacion con ondas sonoras bajo un control de temperatura ayudoé
a la homogenizacion y con esto la caracterizacion de las formulaciones.
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