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Abstract

Oral insulin delivery represents one of the most challenging goals for pharmaceutical industry. In general, it
is accepted that oral administration of insulin would be more accepted by patients and insulin would be
delivered in a more physiological way than the parenteral route. From all strategies to deliverer insulin
orally, microencapsulation or nanoencapsulation of insulin are the most promising approaches because
these techniques protect insulin from enzymatic degradation in stomach, show a good release profile at
intestine pH values, maintain biological activity during formulation and enhance intestinal permeation at
certain extent. From different microencapsulation techniques, it seems that complex coacervation, multiple
emulsion and internal gelation are the most appropriate techniques to encapsulate insulin due to their
relative ease of preparation. Besides that, the use of organic solvents is not required and can be scaled up at
low cost; however, relative oral bioavailability still needs to be improved.
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Introduction

In recent years, a great number of attempts have been
made in order to develop a formulation of insulin intended
for oral administration. In past 10 years, great advances on
this field have been observed although still several hurdles
remain unsolved.

Insulin was isolated from bovine pancreas in 1922 by
Banting and Best. By that time, oral administration of insu-
lin was found to be ineffective for the treatment of insulin-
dependent diabetes mellitus (Banting et al., 1991), since
then the subcutaneous route has been the main route of
insulin delivery until today (Agarwal and Kahn, 2001).

Insulin is a polipeptidic hormone which was first
sequenced by Sanger (1959). It contains two polipeptidic
chains (A and B); one A chain containing 21 aminoacids
and one B chain containing 30 aminoacids (Harfenist and
Craig, 1952). Both chains are held together by disulphide

bridges due to the cysteine groups present in both chains
(Sanger, 1949) and also there is an internal disulfide bridge
in chain A (Figure 1; Ryle et al., 1955). All three disulphide
bridges contribute to insulin activity by maintaining a bio-
logically active conformation (Dai and Tang, 1996; Chang
et al., 2003) and it is known that the helical structure of
A12-18 is essential for biological activity of insulin, and
although segment A8-10 is not much concerned with
such activity, it is much more important antigenically in
binding to its antibodies (Yang et al., 2000).

Insulin is the mainstay of treatment for patients with
type 1 diabetes. Insulin is also important in type 2 diabetes
when blood glucose levels cannot be.controlled by dict,
weight loss, exercise and oral medications (Sheeja et al.,
2010). Proper glycaemic control i§ crucial-for this kind of
patients. The need for life-long daily insulin_injections
decreases patients’ compliance since these are painful
and some patients consider them unnatural. Besides that,
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SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Rendimiento de coacervacion

Alicuota (mL)

Fraccibn de biopolimeros de acuerdo a la relacion material de
pared/emulsion W/O 0.666 para la relacion 2:1 y 0.5 para la relacion 1:1.
Aminoécidos

Anticuerpo

Antigeno

Andlisis de Varianza

Fraccion emulsion W/O de acuerdo a la relacion material de
pared/emulsion W/O 0.333 para la relacion 2:1 y 0.5 para la relacion 1:1.
Actividad bioldgica residual de la insulina (%)

Anticuerpo monoclonal de insulina biotilinado

Quitosano

Carboximetilcelulosa de sodio

Concentracion de insulina leida directamente en la curva tipo (ng/mL)
Diametro Sauter Medio

Diametro de esfera equivalente

Acido desoxirribonucleico

Eficiencia de Encapsulacion

Ul insulina activa por gss después del secado por aspersion (Ul/gss)
Enzyme linked inmunosorbent assay

Encuesta Nacional de Salud

Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

Anticuerpo monoclonal de insulina conjugado a una enzima.

Ul insulina activa por gss utilizadas para producir las microcapsulas (Ul/gss)
Oss €n la muestra himeda

ug insulina activa por gss después del tiempo de incubacion (Ul/gss)

Fase acuosa interna

Fase Oleosa
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Simbolos y abreviaturas

ug insulina activa por gss utilizadas para producir las microcapsulas (Ul/gss)
gramos de solido seco

Balance Lipofilico-Hidrofilico

Lipidos de baja densidad

Masa de la solucion de insulina 100UI/mL (Q)

Masa de glicerol (g)

Masa total de polimeros utilizados en la preparacion de la mezcla binaria
(9)

Masa del coacervado deshidratado (g)

masa de la muestra himeda utilizada para el analisis de solubilidad (gTot)
masa de la muestra seca obtenida después del analisis de solubilidad
(gss)

Masa final de la mezcla (g)

Aceite en agua

Acido Poliacrilico

Polirricinoleato de Poliglicerilo

Punto Isoeléctrico

Revoluciones por minuto

Alginato de Sodio

Scanning Eletronic Microscopy

Temperatura de entrada del aire de secado (°C)

Temperatura de salida del aire de secado (°C)

Unidades internacionales de insulina.

Agua en aceite en agua

Agua en aceite

Aislado de proteina de suero de leche

Fraccion en peso de glicerol en m;

Fraccion de humedad de la muestra himeda (gn20/g1ot), €l término

(1 — x3) tiene las unidades de gss/grot

Fraccion en peso de glicerol en mr
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Resumen

RESUMEN

En el presente trabajo se abordé el problema de la administracion oral de la insulina. Se
encapsuld insulina utilizando la técnica combinada emulsion doble agua en aceite en
agua W/O/W por sus siglas en inglés “water in oil in water” y coacervacién compleja.
Las eficiencias de encapsulacion resultaron de entre 87.6 a 89.5% para la proporcion
fase interna:fase oleosa Fi:FO 1:2. La formacion de la emulsion doble W/O/W fue
confirmada por microscopia Optica y la distribucion del tamafio del globulo resultd ser
bimodal con picos en 10 y 20um. Se establecieron las mejores condiciones de
coacervacion con los sistemas aislado de proteina de suero de leche WPI por sus siglas
en inglés “whey protein isolate”™carboximeticelulosa CMC por sus siglas en inglés
“carboxymethyl cellulose” y WPI-alginato de sodio SA por sus siglas en inglés “sodium
alginate” y el méximo rendimiento de coacervacion (alrededor del 80%) se logrd con la
proporcion WPI-CMC o SA 2:1. La emulsion doble W/O/W fue coacervada exitosamente
con los sistemas WPI-CMC y WPI-SA confirmandose macroscépica Yy
microscopicamente. Estos sistemas coacervaron en condiciones acidas (pH=2.5) muy
similares al pH del estbmago. Posteriormente estas microcapsulas fueron secadas por
aspersion para obtener un sélido seco. Se corroboré la integridad de la emulsion doble
W/O/W por microscopia o6ptica después del secado por aspersion. Se evalud la
bioactividad residual BA: de la insulina a diferentes T, (170 y 180°C) y Ts (80 y 70°C)
obteniéndose una BA,=96% con respecto al material encapsulado con el sistema WPI-
CMC con una Te=180 y Ts=70°C y una BA=83.3% con respecto al material
encapsulado con el sistema WPI-SA con una T¢=180 y T<=70°C. Las microcapsulas
elaboradas con ambos sistemas mostraron muy baja solubilidad a valores de pH=2.0 y
alta solubilidad a pH=7.0 (condiciones del intestino) por lo que pueden proteger a la
insulina en las condiciones acidas del estbmago. La humedad del sélido obtenido esta
dentro de los valores reportados en la bibliografia para polvos secados por aspersion.
Finalmente se evalud el efecto protector de las microcapsulas hacia la insulina a valores
de pH gastrico comparandola con un testigo (insulina sin encapsular) obteniéndose un

77.04% de insulina bioactiva presente en el sistema de coacervacion WPI-CMC, 96.4%

M. en C. Fernando Cardenas Bailon Xiv



Resumen

de insulina bioactiva presente en el sistema de coacervacion WPI-SA y apenas el 1%
para la insulina sin microencapsular. Como trabajo futuro se sugiere realizar una

valoracion bioldgica del efecto farmacoldgico para poder evaluar su funcionalidad.
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Abstract

ABSTRACT

In this paper the problem of oral administration of insulin was researched. Insulin
encapsulation was achieved using the combined technique double emulsion water in oil
in water W/O/W and complex coacervation. The encapsulation efficiencies were
between 87.6 to 89.5% for the inner phase:outer phase Fi:FO ratio 1:2. The formation of
double emulsion W/O/W was confirmed by optical microscopy and the globule size
distribution was found to be bimodal with peaks at 10 and 20um. The best coacervation
conditions were established with whey protein isolate- carboxymethylcellusoe WPI-CMC
and WPI-sodum alginate SA systems and highest coacervation yield (about 80%) was
achieved with WPI-SA or CMC ratio 2:1. The double emulsion W/O/W was successfully
coacervated with WPI-CMC and WPI-SA systems and it was macroscopically and
microscopically confirmed. These systems coacervated at very similar stomach acid
conditions (pH=2.5). Subsequently these microcapsules were spray dried to obtain a dry
solid. The integrity of the W/O/W double emulsion after spray drying was confirmed by
optical microscopy. The residual bioactivity BAr of insulin at different T (170 and 180°C)
and Ts (80 and 70°C) was evaluated obtaining a BAr = 96% with reference to the actual
encapsulated material using the CMC-WPI system for Te=180 and Ts=70°C and a BAr
= 83.3% with reference to the actual encapsulated material with WPI-SA system for
Te=180 and Ts=70°C. Microcapsules made with both systems showed very low solubility
at pH = 2.0 and high solubility at pH 7.0 (intestine conditions) therefore it can protect the
insulin in the acidic conditions of the stomach. The humidity of the solid obtained is
within the values reported in the literature for spray dried powders. Finally, the protective
effect of the microcapsules for insulin at gastrointestinal pH values comparing it with a
control (non-encapsulated insulin) was assessed obtaining 77.04% of bioactive insulin
present in the coacervation system CMC-WPI and 96.4% of bioactive insulin present in
the coacervation system WPI-SA. Non encapsulated insulin showed 1% of bioactive
insulin. As future work it is suggested to perform a biological assessment to evaluate the

pharmacological effect to assess their functionality.
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1. INTRODUCCION

Los avances en la biotecnologia, manipulacion genética e ingenieria proteica permiten
la produccién a gran escala de farmacos de un gran tamafio molecular como insulina,
hormona paratiroidea, calcitonina, hormona de crecimiento humana y eritropoyetina

para diversos usos terapeuticos.

Aunque la seguridad y efectividad ya esta establecida para las formas de dosificacion
parenterales (intramuscular, subcutadnea o intravenosa), aln no se subsanan
necesidades como otras rutas de administracion mas faciles y accesibles asi como
intervalos mas prolongados de dosificacion para este tipo de macromoléculas, que
pueden utilizarse para el tratamiento de enfermedades cronicas. Para resolver estas
necesidades, numerosas tecnologias de administracion nasal, bucal o pulmonar se han
desarrollado para mejorar la farmacocinética de estos farmacos, sin embargo la via oral

es la més conveniente.

Entre los principales obstaculos para la administracion oral de estas macromoléculas
esta: la degradacion enzimatica en el tracto gastrointestinal, su alto peso molecular, su

baja lipofilicidad y su poca absorciéon en el intestino.

Se han desarrollado varias estrategias para superar estos obstaculos entre las que se
encuentran el desarrollo de formulaciones con inhibidores de proteasas, la mejora de la
lipofilicidad del farmaco en cuestion, uso de sistemas bioadhesivos y sistemas

acarreadores asi como potenciadores de absorcion.

Hasta el momento los sistemas acarreadores como microcapsulas o nanocapsulas
parecen ser los sistemas mas promisorios para la administracion de estas
macromoléculas por via oral ya que pueden proteger a las macromoléculas de las

condiciones adversas del tracto gastrointestinal.

El presente trabajo abordo el problema de la administracion oral de una macromolécula
como la insulina utilizando la técnica de microencapsulacion por coacervacion compleja
en un sistema de aislado de proteina de suero de leche WPI por sus siglas en inglés

“‘whey milk protein’/carboximetil celulosa CMC por sus siglas en ingles “carboxymethyl
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cellulose” o WPI/Alginato de sodio SA por sus siglas en ingles “sodium alginate”. Se
conjugaron varias estrategias para mejorar la absorcién gastrointestinal oral de la
insulina como lo son el uso de un potenciador de absorcién, la WPI que podria actuar
como inhibidor enzimético por competencia y las propiedades mucoadhesivas de los

polisacéaridos seleccionados.
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2. ANTECEDENTES

De acuerdo a datos de la Federacion Internacional de Diabetes, en 2013 existian
alrededor de 382 millones de personas con diabetes en el mundo y se estima que en el
2035 habra mas de 592 millones de personas con esta enfermedad (IDF, 2013) México
ocupa ya el sexto lugar de diabetes en el mundo con 8.7 millones de personas
diabéticas (IDF, 2013).

De acuerdo con los resultados de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion en el afio
2012 ENSANUT 2012, la proporcién de adultos con diagnostico médico previo de
diabetes fue de 9.2% (Figura 1), lo que muestra un incremento importante en
comparacion con la proporcion reportada en la Encuesta Nacional de Salud ENSA 2000
4.6% y en la ENSANUT 2006 7.3% (Gutiérrez et al., 2012), por lo que el aumento de
estas cifras es ya alarmante en México.

30 - ™M
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_ 20 - ENSANUT 2012 é
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E- 15 -
[
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(5]
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Figura 1 Prevalencia de diabetes en adultos por intervalo de edades en Encuestas Nacionales
de Salud en México (Gutiérrez et al., 2012)
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2.1 Diabetes

La diabetes es una enfermedad crénica que se produce cuando el cuerpo no puede
producir suficiente insulina o0 no puede utilizarla efectivamente. La insulina es una
hormona producida en el pancreas que permite que la glucosa de los alimentos entre
en las células del cuerpo donde se convierte en energia que necesitan los musculos y
tejidos para su funcionamiento. Una persona con diabetes no absorbe la glucosa
adecuadamente, y la glucosa permanece circulando en la sangre (una condicion
conocida como hiperglucemia) dafiando los tejidos del cuerpo con el tiempo. Este dafio
puede causar discapacidad y complicaciones de salud que amenazan la vida del
paciente (IDF, 2013). Existen tres tipos principales de diabetes:

e Diabetes tipo 1

e Diabetes tipo 2

e Diabetes gestacional

2.1.1 Diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 es causada por una reaccién autoinmune, donde el sistema de
defensa del cuerpo ataca las células beta productoras de insulina en el pancreas. Como
resultado, el cuerpo ya no puede producir la insulina que necesita. La enfermedad
puede afectar a personas de cualquier edad, pero generalmente ocurre en niflos o
adultos joévenes. Las personas con esta forma de diabetes necesitan insulina todos los
dias con el fin de controlar los niveles de glucosa en sangre. Sin insulina, una persona
con diabetes tipo 1 moriria. La diabetes tipo 1 suele desarrollarse repentinamente y
puede producir sintomas tales como: polidipsia y sequedad en la boca, poliuria, falta de
energia, cansancio extremo, polifagia, pérdida repentina de peso, infecciones
recurrentes y visién borrosa entre otras. Las personas con diabetes tipo 1 pueden llevar
una vida normal y saludable a través de una combinacion de terapia diaria con insulina,
una estrecha vigilancia, una dieta saludable y ejercicio fisico regular. EI numero de

personas que desarrollan diabetes tipo 1 es cada vez mayor (IDF, 2013).
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2.1.2 Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 es el tipo mas comun de diabetes. Por lo general ocurre en adultos,
pero cada vez mas frecuentemente se observa mas en nifios y adolescentes. En la
diabetes tipo 2, el cuerpo es capaz de producir insulina, pero ésta o no es suficiente o el
cuerpo es incapaz de responder a sus efectos (resistencia a la insulina), lo que conduce
a una acumulacién de glucosa en la sangre. Muchas personas con diabetes tipo 2
desconocen que tienen la enfermedad durante mucho tiempo, ya que los sintomas
pueden tardar afios en aparecer, tiempo en el cual el cuerpo esta siendo dafiado por la
hiperglucemia. Los sintomas suelen manifestarse s6lo cuando las complicaciones de la
diabetes ya se han desarrollado. Aunque las razones para el desarrollo de la diabetes
tipo 2 todavia no se conocen, hay varios factores de riesgo importantes. Estos incluyen
la obesidad, mala alimentacion, inactividad fisica, edad avanzada, antecedentes
familiares de diabetes, etnia, altos niveles de glucemia durante el embarazo, entre otros
(IDF, 2013).

En contraste con las personas con diabetes tipo 1, la mayoria de las personas con
diabetes tipo 2 por lo general no requiere dosis diarias de insulina para sobrevivir.
Muchas de las personas son capaces de manejar su condicién a través de una dieta
sana y una mayor actividad fisica o farmacos hipoglucemiantes orales. Sin embargo, si
no son capaces de regular sus niveles de glucosa en la sangre con la dieta y el
ejercicio, se les puede prescribir insulina. EI nimero de personas con diabetes tipo 2
estd creciendo rapidamente en todo el mundo. Este aumento se asocia con el
desarrollo econdmico, el envejecimiento de las poblaciones, la creciente urbanizacion,
cambios en la dieta, la reduccién de la actividad fisica y los cambios en el estilo de vida
(IDF, 2013).

2.1.3 Diabetes gestacional

Se dice que las mujeres que desarrollan una resistencia a la insulina e hiperglucemia
durante el embarazo, tienen diabetes gestacional. Esta, suele ocurrir alrededor de la

semana 24 del embarazo. Esta condicién surge debido a que la accion de la insulina
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esta bloqueada, probablemente por las hormonas producidas por la placenta. Como la
diabetes gestacional normalmente se desarrolla en una etapa tardia en el embarazo, el
feto ya esta bien formado. El riesgo inmediato para el bebé por lo tanto, no es tan grave
como para aquellos cuya madre tenia diabetes tipo 1 o diabetes tipo 2 antes del
embarazo. Sin embargo, una diabetes gestacional no controlada puede tener
consecuencias graves tanto para la madre como para el bebé. Una hiperglucemia mal
manejada durante el embarazo puede ocasionar un bebé significativamente mas
grande que el promedio (condicién conocida como macrosomia fetal), lo que hace dificil
y arriesgado un parto normal. El recién nacido estara en riesgo de lesion en el hombro y
problemas respiratorios. En muchos casos, es necesario realizar una cesarea poniendo
en riesgo la salud de la madre y el recién nacido. La diabetes gestacional en las madres
desaparece normalmente después del parto. Sin embargo, las mujeres que tuvieron
diabetes gestacional tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes gestacional en los
siguientes embarazos y posteriormente de desarrollar diabetes tipo 2. Los bebés
nacidos de madres con diabetes gestacional también tienen un mayor riesgo de
desarrollar obesidad y diabetes tipo 2. Las mujeres con diabetes gestacional necesitan
supervisar y controlar sus niveles de glucosa en sangre para reducir al minimo los
riesgos para el bebé. Normalmente, esto puede hacerse mediante la adopcion de una
dieta saludable y ejercicio moderado, pero en algunos casos puede ser necesario el uso

de farmacos hipoglucemiantes orales (IDF, 2013).

2.2 Diagnostico de la diabetes

De acuerdo a la organizacion mundial de salud los niveles de glucosa en sangre entre
70 y 110mg/dL son considerados normales. Una persona se considera como intolerante
a la glucosa con niveles de entre 110-126mg/dL de glucosa en sangre en ayunas Yy/o
con 140-200 mg/dL de glucosa en sangre después de 2 horas de ingesta de alimentos.
Una persona se considera diabética con niveles superiores a 126mg/dL de glucosa en
sangre en ayunas y/o con niveles superiores a 200mg/dL 2 hrs después de consumir
alimentos (WHO, 2006).
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2.3 Insulina

Como se comentd en la seccion 2.1, el principal tratamiento en la diabetes tipo 1 y una
alternativa en el tratamiento en la diabetes gestacional y tipo 2 es la insulina. La insulina
fue aislada por primera vez del pancreas bovino en 1922 por Banting y Best, en esa
época se encontr6 que la administracion oral de la insulina era inefectiva para el
tratamiento de pacientes con diabetes mellitus tipo 1 (Banting et al., 1991), desde
entonces la ruta subcutanea ha ido la ruta principal de administracién de insulina hasta

nuestros dias (Agarwal & Kahn, 2001).

La insulina es una hormona polipeptidica la cual fue secuenciada por primera vez por
Fred Sanger (Sanger, 1959). La insulina viaja a través del torrente sanguineo. Tiene un
peso molecular que dependiendo de su origen es: 5777.66Daltons la insulina porcina,
5733.61Daltons la insulina bovina y 5807.69 Daltons la insulina humana semisintética o
biosintética (Singh et al., 2010). Contiene dos cadenas polipeptidicas (A y B), una
cadena A que contiene 21 aminoacidos y una cadena B que contiene 30 amino&cidos
(figura 2) (Harfenist y Craig, 1952). Ambas cadenas se mantienen unidas por puentes
disulfuro debido a los grupos de cisteina presentes en ambas cadenas (Sanger, 1949) y
también existe un puente disulfuro interno en la cadena A (Figura 2) (Ryle et al., 1955).
Los tres puentes disulfuro contribuyen a la actividad de la insulina manteniendo una
conformacion biolégicamente activa (Chang et al., 2003; Dai y Tang, 1996) y se conoce
gue la estructura helicoidal del segmento A12-18 (Figura 3) es esencial para la actividad
bioldgica de la insulina, y aunque segmento A8-10 no esta relacionado con tal actividad,
es mucho mas importante en la uniéon antigénica con sus anticuerpos (Yang et al.,
2000).

2.3.1 Estructuratridimensional de lainsulina

La cadena A tiene una hélice amino-terminal (A1-A8) vinculada a una hélice carboxi-
terminal antiparalela (A12-A20). La cadena B tiene una hélice central (B8-B19),

flanqueada por hebras amino- y carboxi-terminales (Figura 3).
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Cadena A Segmento
N-terminal 21aa’s A121A18 C-terminal
[ \
Gly == Ile = Val = Glu=> Gln = Cys — S — S — Cys == Ser == Leu = Tyr == Gln == Leu = Glu == Asn = Tyr => Cys = Asn*NH,
\ A | A21
Al Cys Val S
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S
R |
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Figura 2 Estructura primaria de la insulina (Sanger, 1959)

Ser-12
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Gly-1 Cys-20 3

Cys-19 [
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Gly-8 >l @’*
/\/ Cadena B [ Ez

Figura 3 Estructura tridimensional de la insulina (Ryle et al., 1955)

La hormona tiene una estructura tridimensional compacta, que consta de tres hélices y
tres puentes disulfuro conservados. Este pliegue basico estd presente en todos los
miembros de la familia de péptidos de insulina, a pesar de tener secuencias divergentes
(Brang and Langkjar, 1993). Un grupo de residuos hidréfobos que forman el nucleo de
la proteina pequefia contribuye a la estabilidad de la misma. La estabilidad es aln
mayor por la rigidez del esqueleto polipeptidico debido a los tres puentes disulfuro. La

insulina existe como un mondémero so6lo a concentraciones <0.1puM. A mayores
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concentraciones la insulina se dimeriza y en presencia de iones zinc tres dimeros se
agrupan a concentraciones >0.01mM formando un hexamero (Figura 4) (Hansen,
1991).

Alrededor de su nucleo, el monémero tiene dos superficies no polares extensas. La
primera es plana y en su mayoria aromatica, y se esconde durante la formacion de
dimeros contribuyendo a una estructura de lamina beta antiparalela. La otra superficie
es mas amplia y se esconde en la formacion del hexadmero. Curiosamente, la insulina
utiliza las mismas superficies para la union a su receptor que lo hace para auto-

ensamblaje (Adams et al., 1969).

Figura 4 Hexdmero de insulina (Hansen, 1991)

2.3.2 Insulinas presentes en el mercado

Antes de los afios ochenta, la insulina se extraia de pancreas bovino o porcino. La
insulina semisintética se obtenia por un método enzimatico, en el que la tripsina cataliza
la sustitucion de alanina en la posicion B30 de la insulina porcina, con treonina. La
insulina asi producida tenia la misma secuencia de aminoacidos que la humana y

estaba completamente libre de otras hormonas pancreaticas, sin embargo el
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rendimiento era muy bajo y el costo de alimentacién de animales muy alto (Morihara et
al., 1979).

La produccion comercial de insulina humana comenzo6 en 1982. La ingenieria genética
ha permitido la sintesis industrial de insulina humana por la técnica de ADN
recombinante. Fragmentos de ADN que codifican para las cadenas A y B se insertan
por separado en plasmidos y luego en una cepa especial de Escherichia coli que actia
como un microlaboratorio para la sintesis in vitro. Las cadenas de insulina liberadas en
el medio se cosechan, purifican y posteriormente se mezclan en condiciones

apropiadas para unir las dos cadenas con los enlaces disulfuro (Miller y Baxter, 1980).

Las insulinas humanas presentes actualmente en el mercado incluyen la formulacion de
accion rapida (regular), la de accion intermedia (NPH y semilenta), la de accién

prolongada (ultralenta) y algunos analogos de insulina.

2.3.2.1 Insulina de accion rapida

Es una solucién acuosa, clara e incolora con un pH neutro (7-7.8). Se le adiciona
metacresol como conservador, glicerol para controlar la osmolaridad asi como cloruro
de zinc para estabilizar los hexameros. Los hexdmeros son la estructura cuaternaria
predominante aunque también existen dimeros y tetrameros. La molécula tiende a
agregarse en el frasco y en el tejido donde se inyecta. Los hexdmeros tienen que ser
divididos para la absorcion de la insulina desde el sitio de la inyeccion subcutanea. Por
esta razon, la insulina regular entra en la circulacién general después de una fase de
latencia de aproximadamente 30min después de la inyeccion subcutanea. El pico de la
concentracion plasmatica se alcanza de 2 a 4h y tiene una duracion de 6h (Gualandi-
Signori y Giorgi, 2001).

M. en C. Fernando Cardenas Bailon 12
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2.3.2.2 Insulina de accién intermedia NPH

La absorcion de la insulina NPH (por sus siglas en ingles “Neutral Protamin Hagerdorn”)
se retrasa por la adicion de protamina, una proteina extraida del nacleo de esperma de
peces, donde su papel es estabilizar el ADN. La forma comercial es insulina iséfona
NPH una suspension blanca de cristales ortorrombicos que contienen 0.9 moléculas de
protamina y 2 atomos de Zn por cada hexamero. En el cristal, la protamina regula las
interacciones entre dimeros y hexameros. El vehiculo es agua inyectable pH 6.9-7.5. Se
le adiciona fenol o metacresol como conservadores. Los cristales de insulina son
insolubles en agua y tienden a precipitar al fondo del frasco por lo que la suspension
debe ser agitada varias veces para resuspenderla antes de su uso. La accion de la
insulina NPH es mas larga que la regular, su absorcién empieza a las 1.5h después de
la administracion subcutanea y su pico en la concentracion plasmatica lo alcanza entre
las 4 y 12h y desaparece en 24h (Jehle et al.1999).

2.3.2.3 Insulinade acciéon intermedia semilenta

El retraso en la absorcion de la insulina sin la adicion de protamina se logra por la
precipitacion de la hormona en presencia de sales de Zn. Cuando la relacion molar con
respecto a la insulina es mayor a 1, los iones Zn reducen la solubilidad de la insulina en
un disolvente neutro. Cuando una solucién acida de insulina se ajusta a un pH 7.4 con
un exceso de iones Zn el precipitado resultante es amorfo y tiene un retraso en la
absorcion moderado después de la inyeccién subcutdnea. Si la insulina se deja
cristalizar a pH 5.5 antes de la adicion de Zn y el ajuste de pH el precipitado es
cristalino. Una mezcla de insulina amorfa con insulina cristalina en proporcion 3:7 se le
conoce como insulina semilenta. La formulacion comercial contiene
metilparahidroxibenzoato como conservador y la suspension tiene un pH 7-7.8. Su inicio
de accion es a las 2.5h y el pico en la concentracion plasmatica es de 7 a 15h. Su
efecto desaparece a las 20h (Gualandi-Signori y Giorgi, 2001).
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2.3.2.4 Insulina de accion prolongada

La insulina de accién prolongada (ultralenta) es una suspension acuosa de cristales de
zinc-insulina a pH neutro, de aspecto lechoso. Tiene un inicio de accién después de 4h,
logra una ligera pero indeseable concentracion plasmatica maxima a las 7h y sostiene
los niveles de insulina en sangre aproximadamente de 8 a 20h (Gualandi-Signori y
Giorgi, 2001).

2.3.2.5 Analogos de insulina

En 1996 se comercializd un analogo de insulina en que los aminoacidos en las
posiciones B28 y B29 fueron invertidos. La inversién le confiere la propiedad de
absorcién rapida y por lo tanto un inicio de accion rapido. El analogo se le conoce como
LysPro, ya que fueron la lisina y la prolina, los aminoacidos transpuestos. La estructura
de la molécula impide su tendencia natural a la agregacion en hexameros, ya que la
posicion B28 es crucial para su configuracion espacial (Howey et al. 1994). Debido a la
interaccion entre los aminoacidos B28 y B23, dos moléculas de insulina se alinean de
forma antiparalela formando un dimero no polar el cual se agrega en hexameros
uniéndose al Zn en preparaciones farmacolégicas. Puesto que la modificacién del
residuo B28 contrarresta la polimerizacion de la insulina, el andlogo puede inyectarse
inmediatamente antes de la comida, ya que actla en pocos minutos. LysPro mantiene

Su accion maxima durante 1 a 2h y desaparece después de 3-4h.

En 2001 apareci6é en el mercado un analogo de insulina de accion prolongada llamado
insulina glargina. La insulina glargina se produce a partir de insulina ADN recombinante
adicionandole dos residuos arginina al grupo C-terminal (B30a y B30b) de la molécula.
Esta modificacion mueve el punto isoeléctrico de 5.4 a 6.7 haciendo la molécula mas
soluble al pH acido del vehiculo y menos soluble al pH neutro del sitio de inyeccion
subcutanea. También se le hizo la sustitucion de asparagina en la posicion A21 por
glicina lo cual impide la desaminacién y le confiere mayor estabilidad. La insulina

glargina es un liquido incoloro pH 4, parecida a la insulina de accion rapida. Forma un
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microprecipitado en el tejido asegurando una absorcion lenta y estable (Gualandi-
Signori y Giorgi, 2001).

2.3.3 Unidades de insulina

En la monografia individual de la farmacopea de los Estados Unidos (USP 30, 2007) se
define a la insulina como una proteina capaz de afectar el metabolismo de la glucosa,
obtenida de especimenes bovinos o porcinos sanos u ambos. Su potencia, calculada en
base seca no es menor de 26.5 unidades de insulina por mg. La insulina etiquetada
como purificada contiene no menos de 27 unidades de insulina por mg, calculado en
base seca. El contenido de proinsulina, determinado por un método validado (USP 30,
2007) no es mayor a 10ppm. Una unidad de insulina USP es equivalente a 0.0342mg
de insulina pura derivada de bovinos y 0.0345mg de insulina pura derivada de porcinos
(USP 30, 2007).

Con respecto a la insulina humana, la farmacopea de los Estados Unidos (USP 30,
2007) la define como el principio activo elaborado en el pancreas humano el cual afecta
el metabolismo de los carbohidratos (en patrticular la glucosa), grasas y proteinas. La
insulina humana puede ser preparada por modificacion enzimatica de la insulina porcina
para modificar su secuencia de aminoacidos apropiadamente o producida por sintesis
microbiana por via del proceso del ADN recombinante. Su potencia, calculada en base
seca no es menor a 27.5 unidades de insulina en cada mg. El contenido de proinsulina,
determinado por un método validado al igual que la de origen porcino o bovino (USP 30,
2007) no es mayor a 10ppm. El contenido de proteinas derivadas de la células huésped
de la insulina obtenida por ADN recombinante no es mayor a 10ppm. El contenido de
DNA derivado de las células huésped o vectores y el contenido de insulina humana
obtenida por ADN recombinante que utiliza células eucariotas como huésped se
determinan por un método validado (USP 30, 2007). Una unidad de insulina humana es

equivalente a 0.0347mg de insulina humana pura (USP 30, 2007).

La insulina es la base del tratamiento para los pacientes con diabetes tipo 1. La insulina

es también importante en la diabetes tipo 2 cuando los niveles de glucosa en la sangre
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no pueden ser controlados por la dieta, control de peso, ejercicio e hipoglucemiantes
orales (Sheeja et al., 2010).

Un control glucémico adecuado es crucial para este tipo de pacientes. La necesidad de
inyecciones diarias de insulina de por vida disminuye la aceptacion de los pacientes ya
que estas son dolorosas y algunos pacientes las consideran incomodas. Ademas, las
inyecciones de insulina se asocian con algunas complicaciones, tales como

hipoglucemia periférica.

Dado que la dieta, el ejercicio y la reduccién de peso son recomendados como factores
para mejorar el control glucémico, el inicio de la terapia con insulina es percibido como
un signo de mal cumplimiento por parte de los pacientes y como un signo de

empeoramiento de la enfermedad (Marrero, 2007).

Debido a estas razones se han explorado nuevas rutas para la administracion de
insulina, incluyendo la transdérmica, nasal, pulmonar, bucal y rectal (Kinesh et al.,
2010). Todos estas rutas presentan ciertas ventajas en comparacién con la ruta
subcutanea, sin embargo en todos los casos, hay un gran nimero de barreras que
todavia se tienen que superar y ninguna de estas rutas ha demostrado ser una

alternativa potencial a la inyeccion subcutanea (Mukherjee et al., 2008).

Diferentes autores concuerdan en que la administracion oral de insulina seria una forma
mas cémoda para su administracion y también mejoraria la aceptacion de los pacientes
en comparacion con las inyecciones subcutaneas (Dekel et al., 2010; Jelvehgari et al.,
2010; Lowman et al., 1999; Silva et al., 2006).

Bajo condiciones fisiol6gicas normales el higado recibe hasta el 75% de su suministro
de sangre del tracto digestivo (venas portales) la cual contiene el 100% de la insulina
producida por el pancreas. La insulina es entonces enviada primeramente al higado en
respuesta a los altos niveles de glucosa en sangre. El higado metaboliza alrededor del
50-60% de la insulina secretada con un tiempo de vida media de 3-5min (Lopes et al.,
2014). Sin embargo, en pacientes diabéticos tratados con insulina subcutanea la
proporcion se invierte, el higado metaboliza solo el 30-40% de la insulina exdgena y el
resto se metaboliza en el rifidn. La principal desventaja de la insulina subcutanea es

que la insulina no sigue la ruta metabdlica natural en el cuerpo humano por lo que es
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dificil mantener el control adecuado de los niveles glucémicos del paciente (Lopes et al.,
2014). Ademas es bien sabido que todas las formulaciones de insulina presentes en el
mercado presentan una gran variabilidad intra e inter individuos (10-52%) en la
absorcion de la insulina y son responsables de los episodios hipoglucémicos nocturnos
en pacientes diabéticos (Gualandi-Signori y Giorgi, 2001). Por lo tanto, la via oral es la
alternativa mas conveniente y fisiolégicamente relevante, ya que después de la
absorcién gastrointestinal, la insulina se canalizaria directamente desde el intestino
hasta el higado haciéndola pasar por el metabolismo de primer paso en el higado con lo
que se lograria una mejor homeostasis de la glucosa y por lo tanto evitaria los efectos
hipoglucemiantes periféricos, con la desventaja de tener que administrar una mayor
cantidad de insulina para compensar la pérdida por el metabolismo de primer paso en el
higado (Agarwal & Kahn, 2001; Hoffman & Ziv, 1997; Kennedy, 1991; Marschutz et al.,
2000; Sajeesh & Sharma, 2006).

Por este motivo, en la ultima década se han hecho numerosos esfuerzos para
desarrollar un sistema adecuado para la administracion oral de insulina con un grado
variable de éxito. La mayoria de estos esfuerzos, han sido realizados utilizando técnicas
de microencapsulacién y nanoencapsulacién por lo que en el presente trabajo se
abordo la problematica de la administracion oral de insulina combinando dos técnicas

de microencapsulacion.

2.4 Retos y obstaculos asociados con la administracion oral de insulina

La administracion de péptidos terapéuticos tales como insulina a través de la via oral
(tracto gastrointestinal) representa uno de los mayores retos en la tecnologia
farmacéutica moderna (Singh et al., 2010). En el caso de la insulina, los tres problemas
principales reportados en la literatura para su administracion por via oral son: 1) la
degradacion de la insulina por el bajo valor de pH en el jugo gastrico, asi como la
degradacion enzimética por la pepsina en el estdbmago v la tripsina y a-quimotripsina en
el intestino, 2) la baja permeabilidad a través del epitelio intestinal debido a su alto peso
molecular y la falta de caracter lipofilico, 3) su inestabilidad fisica (precipitacion

isoeléctrica o inducida por iones, fibrilacion, adsorcién) y 4) su inestabilidad quimica
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(hidrdlisis por desaminacion, rompimiento de la cadena peptidica por exceso de iones
Zn, formacién de productos de transformacion de alto peso molecular por exposicion a
altas temperaturas) (Argawal y Kahn, 2001; Kinesh et al., 2010; Krauland et al., 2004;
Lin et al., 2007; Mukherjee et al., 2008; Singh et al., 2010).

2.5 Transporte intestinal de lainsulina

En cuanto a la permeabilidad de la insulina a través del epitelio intestinal, durante
muchos afios se desconocia si la insulina era capaz de cruzar la barrera epitelial del
intestino sin alterar su configuracion tridimensional y por lo tanto su actividad biologica.
Shilling y Mitra (1990), no encontraron evidencia de transporte activo de insulina a
través del intestino, sin embargo, encontraron una difusion pasiva no facilitada como
mecanismo de transporte estimando coeficientes aparentes de permeabilidad de la
insulina a través de varios segmentos del tracto gastrointestinal, con valores de
0.078x10°cm/s para el duodeno, 0.497x10°cm/s para el yeyuno y 0.682x10°cm/s para
ileo los cuales son bajos comparados con los calculados para otros farmacos de menor
peso molecular como propanolol (41.9x10°cm/s), hidrocortisona (21.5x10°cm/s), acido
acetilsalicilico  (2.4x10°cm/s) y vasopresina (0.13 x10°cm/s) (Artusson y Karlsson,
1991).

Entonces, la administracion selectiva de la insulina a los dos ultimos tercios del intestino
delgado, que deberia también disminuir la exposicidbn a las enzimas pancreéticas,
puede asegurar una mejor absorcidon gastrointestinal de la insulina (Shilling y Mitra
1990). En otro estudio, Bendayan et al. (1990) revelaron el mecanismo mediante el cual
la insulina se transfiere del epitelio del ileo a la circulacién de la sangre. Demostraron
gue las moléculas de insulina fueron interiorizadas por endocitosis y alcanzaron por
medio de pequefias vesiculas endosOmicas, la membrana plasmatica baso-lateral
donde fueron secretadas en el espacio intersticial conservando su bioactividad. En un
estudio similar, Bendayan et al. (1994) repitieron el experimento pero ahora en el
duodeno y el colon, demostrando el mismo mecanismo. Sin embargo ambos

experimentos se realizaron en presencia de colato de sodio 10mg/mL (un potenciador
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de absorcién), y no se realizé un experimento blanco sin la presencia de colato de
sodio, por lo tanto el papel de este potenciador sigue siendo poco claro. Finalmente,
Kavimandan y Peppas (2008) elucidaron la via paracelular como una ruta principal de
transporte de la insulina en células Caco-2 por un analisis microscopico confocal,

utilizando hidrogeles de complejacion como acarreadores.

2.6 Estabilidad de lainsulina en el sistema de entrega

En cuanto a la estabilidad, la actividad de la insulina depende de su estructura
tridimensional. El desarrollo del sistema de entrega de la insulina puede exponerla a
condiciones extremas que pueden alterar su estructura. Durante el desarrollo del
sistema de entrega, la insulina puede ser sujeta a degradacion fisica y quimica que
implica la modificacion de la estructura nativa. Si la insulina necesita sobrevivir al
transito a través del estbmago y el intestino, es muy importante el conocimiento y la
evaluacion de los pardmetros de estabilidad durante el procesamiento de la formulacién
(Agarwal & Kahn, 2001; Singh et al., 2010).

2.7 Estrategias para mejorar la absorcion gastrointestinal de la insulina

Las estrategias para mejorar la absorcion gastrointestinal oral de la insulina han sido
ampliamente descritas en la literatura y se pueden resumir en estos 4 puntos: 1)
proteger la insulina de la degradacién enzimética en el estbmago e intestino, 2)
promover la absorcién gastrointestinal, 3) sistemas de entrega mucoadhesivos para
mejorar el contacto de la insulina con la membrana mucosa que recubre el tracto
gastrointestinal y 4) vehiculos tales como microesferas y nanoparticulas, que pueden
mejorar la absorcion gastrointestinal de la insulina (Agarwal y Khan, 2001; Kinesh et al.,
2010; Sarmento et al., 2007a; Singh, 2010).

2.8 Revision bibliografica de sistemas acarreadores para administracion oral de
insulina
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Céardenas-Bailon et al. (2013) realizaron una revision extensa sobre los distintos
métodos y estrategias de encapsulacion de insulina para su administracion oral. En esta
revisibn se encontré que en general existen tres enfoques para la preparacién de
insulina en microcapsulas o nanoparticulas. En el primer enfoque se han utilizado
lipidos para la preparacion de las microcapsulas como material encapsulante, en el
segundo enfoque se han utilizado polisacaridos para la preparacion de los acarreadores
y en ultimo enfoque se han utilizado estrategias combinadas. Una de las conclusiones
fue que utilizando estrategias combinadas se han obtenido mejores resultados que en

aguellos casos donde se ha utilizado una técnica de microencapsulacion simple.

2.8.1 Métodos de encapsulacion utilizando lipidos como material encapsulante

Se ha demostrado que los sistemas de microencapsulacion utilizando sustancias de
naturaleza lipidica como material encapsulante son adecuados para mejorar la
administracion oral de proteinas y péptidos (Constantinides et al., 1994; Ritschel, 1991;
Trenktrog et al., 1991). Con base en esto, varios investigadores han intentado formular
insulina en microcapsulas 0 nanocdpsulas utilizando lipidos como material
encapsulante. Las técnicas de microencapsulacion de insulina en sistemas lipidicos
pueden clasificarse como: emulsion doble agua en aceite en agua W/O/W por sus
siglas en inglés “Water in oil in water”, polimerizacion interfacial de microemulsiones,
sistemas de entrega auto emulsionantes, microemulsiones simples W/O por sus siglas
en inglés “Water in oil” y nanoparticulas de lipidos sélidos (Cardenas-Baildon et al.,
2013).

En el Cuadro 1 se puede observar un breve resumen de las técnicas de
microencapsulacion de insulina en sistemas lipidicos. En general, parece que ciertos
lipidos actian como potenciadores de absorcion de la insulina a través de la capa
epitelial en el intestino, aunque el mecanismo no ha sido elucidado totalmente. Algunos
autores afirman que este hecho se debe a cambios en la permeabilidad de la
membrana epitelial y los resultados muestran que las microcapsulas o nanoparticulas a

base de lipidos son acarreadores potenciales para la administracion oral de insulina.
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Ademas, estos acarreadores han demostrado proteger la insulina contra la
degradacion enzimatica en el intestino y muestran buenas propiedades de liberacion a
valores de pH intestinal; sin embargo, los valores de biodisponibilidad oral han sido

bajos.

Del Cuadro 1 se observa claramente que los sistemas mas adecuados para la
administracion oral de insulina dentro de microcapsulas a base de lipidos son el sistema
de emulsién doble del tipo W/O/W reportado por Morishita et al. (1998), asi como el
sistema de administracion auto-emulsionante desarrollado por Ma et al. (2006a) y el de
nanoparticulas de lipidos solidos reportado por Zhang et al. (2012b), puesto que los
valores de biodisponibilidad oral reportados para estos sistemas son de 12%, 15% y

13.8% respectivamente.

2.8.2 Métodos de encapsulacion utilizando biopolimeros como material
encapsulante

Se han utilizado diferentes biopolimeros para preparar microcapsulas o nanocapsulas
de insulina debido a su capacidad para proteger a la insulina a valores de pH del jugo
gastrico y por su capacidad para liberar los farmacos en valores de pH intestinal.
También, se ha demostrado que ciertos biopolimeros tienen propiedades
mucoadhesivas en diferentes partes del epitelio intestinal.

En la década de los 90°s, se hicieron los primeros intentos de microencapsulacion de
insulina  utilizando  distintos  biopolimeros. Las principales técnicas de
microencapsulacion o nanoencapsulaciéon de insulina para administracion oral con
biopolimeros reportadas en la literatura pueden clasificarse como: geles por
complejacion con respuesta al pH, gelificacion ionotrOpica interna, coacervacion
compleja, métodos de evaporacion del disolvente y algunos enfoques combinados
(Cardenas-Bailén et al., 2013).
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En el Cuadro 2 se presenta un breve resumen de las técnicas de microencapsulacion
reportadas en la literatura para la microencapsulacién de insulina utilizando
biopolimeros. Es evidente que durante 15 afos fue dificil superar valores de
biodisponibilidad oral del 10% de insulina administrada por via oral comparada con la
via parenteral utilizando biopolimeros como material encapsulante. Sin embargo, desde

2007 hasta la fecha, se han observado algunos avances.

La microencapsulacion de insulina utilizando biopolimeros como material encapsulante
es bastante prometedora para el desarrollo de una formulacion destinada a la
administracion oral de insulina. Los resultados mas recientes son muy optimistas sobre
todo aquellos reportes con biodisponibilidades orales superiores al 10%. De los datos
mostrados en el Cuadro 2, se puede observar que las técnicas reportadas por
Chalasani et al. (2007a), Mathiowitz et al. (2008), Woitiski et al. (2010), Zhang et al.
(2012a) y Jain et al. (2012) han mostrado los valores mas altos de biodisponibilidad oral
reportados hasta el momento (29.4%, 23%, 13.12%, 10.5% y 20.4%, respectivamente.

La mayoria de estos valores son superiores a los reportados para las técnicas de

microencapsulacion de insulina en lipidos.

Se puede concluir que algunos lipidos pueden actuar como potenciadores de absorcion
de la insulina en el intestino. De entre las técnicas reportadas de encapsulacion a base
de lipidos, la técnica de emulsion doble del tipo W/O/W es una de las mas promisorias

para la encapsulacion de insulina para administracion oral

De acuerdo a lo mencionado por Prusty y Sahu, (2009) de entre todos los métodos de
encapsulaciéon de insulina en biopolimeros, la coacervacion compleja junto con la
gelificacion ionotropica son los métodos mas eficientes para la encapsulacion de
farmacos de naturaleza proteica. Ademas Cardenas-Bailon et al. (2013) mencionaron
qgue los enfoques combinados han tenido mejores resultados en la administracion oral
de la insulina. Es por eso que en el presente trabajo se abordd el problema de la
administracion oral de insulina utilizando un método combinado de microencapsulacion
utilizando una emulsién doble del tipo W/O/W vy la coacervacion compleja por lo que en

seguida se aborda brevemente estos métodos de manera teorica.
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2.9 Emulsiones dobles del tipo agua en aceite en agua

Las emulsiones dobles del tipo agua en aceite en agua W/O/W por sus siglas en inglés
“‘water in oil in water” consisten de gotas de agua dispersas en grandes glébulos de
aceite los cuales estan dispersos a su vez en una fase acuosa continua (McClements,
2005). Aprovechando su estructura de doble compartimento (Figura 5), ha surgido un
interés creciente hacia las emulsiones dobles, desde su primera descripcion en 1925
(Seifriz, 1925), al ser consideradas como reservorios de substancias encapsuladas para
ser liberadas bajo condiciones variables. Las emulsiones dobles tienen un gran namero
de aplicaciones potenciales en el campo farmaceéutico, cosmético y alimenticio (Aserin,
2008). Las emulsiones dobles W/O/W permiten la encapsulacion de moléculas activas
en la fase acuosa interna (Fi), y esto hace posible enmascarar sabores u olores;
proteger contra la oxidacioén, luz o degradacion enzimatica; o para asegurar la liberacion

controlada de los ingredientes activos encapsulados (Aserin, 2008).

Fase acuosa
interna

Aceite

Emulsificante
Lipofilico

Emulsificante

Hidrofilico

Fase acuosa
Externa

Figura 5 Esquema de una emulsion doble agua en aceite en agua (McClements, 2005)

Las emulsiones dobles se preparan tradicionalmente mediante el método de dos etapas
con dos tensoactivos de solubilidad opuesta. Para producir una emulsién doble W/O/W,
primero un tensoactivo con un valor de balance hidrofilo-lipéfilo bajo (HLB< 5) es

disuelto en aceite. Después, se aflade la fase acuosa interna, se homogeniza y se
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forma una emulsion W/O. El sistema es emulsionado nuevamente en una solucion
acuosa de tensoactivo con un HLB alto (>10) para producir una emulsién doble W/O/W.
Ambos tensoactivos se mezclan en las interfaces agua/aceite y el tiempo de vida de las
peliculas formadas en las interfaces es gobernada por la composicion de la mezcla
binaria de surfactantes (Pays et al., 2001).

Uno de los tensoactivos mas utilizados en la preparacion de emulsiones del tipo W/O es
el polirricinoleato de poliglicerilo (PGPR). EI PGPR (HLB=4.3) se fabrica por la
esterificacion de poliglicerol con los acidos grasos del aceite de ricino condensado. La
estructura tipica del PGPR se muestra en la Figura 6. Los acidos grasos del aceite de
ricino estdn compuestos en un 80-90% de &cido ricinoleico (4cido 12-hidroxi-9-cis-
octadecendico) un acido graso omega 9 insaturado que se encuentra naturalmente en
el aceite de ricino (Ricinus communis L. Euphorbiaceae, también llamado castor o

tartago).

o
| L}L:Mmkm
HC—0H ]
l O
Hz o~
8]

HaC
|
HC—OH
Hal
[
][3£|1/

HC—OH W
| |

H o G e el CIH
- (M:Mcm.al-vmw

Il
(&)
Figura 6 Estructura quimica del polirricinoleato de poliglicerilo (Bastida-Rodriguez, 2013)
El PGPR es soluble en éter, hidrocarburos e hidrocarburos halogenados pero insoluble

en agua o etanol. EI PGPR es ampliamente conocido por sus excelentes propiedades

emulsificantes para la preparacibn de emulsiones del tipo W/O en la industria
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alimentaria ya que forma emulsiones W/O bastante estables con un contenido de hasta
el 80% de fase acuosa (Bastida-Rodriguez, 2013). Por tal motivo se trabajé con PGPR
como emulsificante lipofilico en esta investigacién para la formulacién de las emulsiones
W/O. Como fase continua en la emulsion W/O se utilizé aceite de soya. Varios autores
ya han reportado el uso de aceite de soya como fase continua en emulsiones W/O
(Morishita et al., 1998; Shima et al., 2006; Igbal et al., 2013) para la posterior formacion
de una emulsion doble W/O/W. Una de las ventajas de utilizar aceite de soya en la
preparacion de las emulsiones dobles W/O/W es que el aceite de soya esta clasificado
como un aceite poliinsaturado el cual contiene 15% de acidos grasos saturados, 24%
de &cidos grasos monoinsaturados y 61% de &cidos grasos poliinsaturados de las
cuales 53.2% es el &cido linoleico y 7.8% de &cido linolénico. Varios estudios han
demostrado que el aceite de soya es efectivo en reducir el colesterol sérico y los niveles
de lipidos de baja densidad (LDL), problemas comunmente asociados con pacientes

diabéticos (Karasulu et al., 2011).

2.10 Coacervacion compleja

La coacervacion es la separacion en dos fases liquidas de sistemas coloidales. La fase
mas concentrada en el componente coloidal es el coacervado y la otra fase es la
solucion en equilibrio. La separacion de fases asociativa de dos polimeros en agua
ocurre si existe una atraccion electrostatica. La coacervacion compleja es la
coacervacion originada por la interaccion de dos coloides con cargas opuestas
(generalmente una proteina con un polisacarido). Con el fin de distinguirla de la
coacervacion simple (un solo polimero) se le nombré coacervacion compleja. En la
mayoria de los casos, los coacervados son de naturaleza sélida (precipitados) (Kruif et
al., 2004).

La microencapsulacion por coacervacion compleja se logra modificando el pH de una
solucion binaria de proteina y polisacarido hasta llegar al pH de coacervacion (maxima
atraccion electrostatica entre los coloides) y la subsecuente deposicion del coacervado

formado alrededor del material a encapsular (Figura 7), suspendido o emulsificado en el
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mismo medio de reaccidén. Las microcapsulas producidas por coacervaciéon compleja
son insolubles al pH de coacervacion por lo que existe separacién de fases y tienen
excelentes propiedades de liberacion controlada asi como de resistencia al calor
(Mendanha et al., 2009)

2.10.1 Potencial Z

Una propiedad fisica para caracterizar el proceso de coacervacion compleja es la
medicion del potencial Z tanto de los polimeros individuales como de sus mezclas

binarias.

Por su tamafio microscopico, las fuerzas de uniéon en la superficie del coloide y el
liquido son las que determinan su comportamiento. Uno de los mayores efectos de la
superficie son los fendmenos electrocinéticos. Cada coloide contiene una carga
eléctrica que suele ser de naturaleza negativa, aunque también puede ser positiva.
Estas cargas producen fuerzas de repulsion electrostatica entre las particulas del
coloide. Si la carga es suficientemente elevada los coloides permanecen dispersos en
suspension. Reduciendo o eliminando estas cargas se obtiene el efecto opuesto y los

coloides se aglomeran y sedimentan fuera de la suspension (Myers, 1999).

Cambio a pH Fase rica en
Polisacérido\ de disolvente
Coacervacion
Proteina -
Back $ast
b i S ' Fase rica en
+ocd 4
() 1734, | coacervado

Nucleo
Hidrofdbico

Figura 7 Microencapsulacion por coacervacion compleja (Mendanha et al., 2009)
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Se utiliza el modelo de la doble capa de Gouy-Chapman-Stern (Figura 8) para visualizar
la atmosfera idnica en la proximidad del coloide cargado y para explicar cdmo actian

las fuerzas eléctricas de repulsion.

Contra-lon Positivo (=)
Co-lon Negativo —_Q Q O
e
@ Q -
o 9 Y Q
v e @ @
o
e @9
* 0 9 ®)
Coloide Altamente 19 g o
MNegativo Q e
0
2% e o
Capa de Stern o%h0g 9

Capa Difusa

lones en Equilibrio r
con Solucién

C

o

—
[¢]
L <
C

Figura 8 Modelo de la doble capa de Gouy-Chapman-Stern alrededor de una particula coloidal
cargada negativamente (Myers, 1999)

Es posible entender este modelo como una secuencia de etapas que ocurren alrededor
de una sola particula negativa del coloide, si los iones que neutralizan sus cargas son
repentinamente eliminados. Primeramente se analizara el efecto de la particula coloidal
sobre el i6n positivo (llamado contra-ion) en la solucién. Inicialmente, la atracciéon de la
particula negativa hace que algunos iones positivos formen una rigida capa adyacente
alrededor de la superficie de la particula coloidal; esta capa de contra-iones es conocida
como la capa de Stern. Otros iones positivos adicionales son todavia atraidos por la
particula coloidal negativa, pero estos son ahora rechazados por la capa de Stern, asi
COmo por otros iones positivos que intentan acercarse a la particula coloidal. Este
equilibrio dinamico resulta en la formacién de una capa difusa de contra-iones. Los

contra-iones tienen una alta concentracién cerca de la superficie de la particula, la cual
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disminuye gradualmente con la distancia, hasta que se logra un equilibrio con la
concentracion de los contra-iones en el seno de la disolucién (Myers, 1999).

En forma similar, aunque opuesta, en la capa difusa hay un déficit de iones negativos,
llamados co-iones pues tienen la misma carga que la particula coloidal. Su
concentracion se incrementa gradualmente al alejarse de la particula coloidal, mientras
que las fuerzas repulsivas de la particula coloidal son compensadas por los iones
positivos, hasta alcanzar nuevamente el equilibrio. La capa difusa puede ser visualizada
como una atmosfera cargada rodeando a la particula coloidal. A cualquier distancia de
la superficie, la densidad de carga es igual a la diferencia de concentracion entre iones
positivos y negativos. La densidad de carga es mucho mayor cerca del coloide y
gradualmente disminuye a cero cuando las concentraciones de iones positivos y
negativos se asemejan. Los contra-iones de la capa de Stern y de la capa difusa son
los que juntos se les conoce como la doble capa. El espesor de esta doble capa

depende del tipo y concentracion de los iones de la solucion (Myers, 1999).

La particula coloidal negativa y su atmosfera cargada positivamente producen un
potencial eléctrico relativo a la solucion. Este tiene un valor maximo en la superficie y
disminuye gradualmente con la distancia, aproximandose a cero fuera de la capa difusa
(Figura 9). La caida del potencial y la distancia desde la particula coloidal es un
indicador de la fuerza repulsiva entre las particulas del coloide en funcién de la

distancia a las cuales estas fuerzas entran en juego.

Un punto de particular interés es el potencial donde se unen la capa difusa y la de
Stern. Este potencial es conocido como el potencial zeta (Figura 9), el cual es
importante porque puede ser medido de una manera muy simple, mientras que la carga
de la superficie y su potencial no pueden medirse. El potencial zeta puede ser una
manera efectiva de controlar el comportamiento del coloide puesto que indica cambios
en el potencial de la superficie y en las fuerzas de repulsion entre las particulas
coloidales (Myers, 1999).
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Figura 9 Medicion de potencial Z en una particula coloidal cargada (Myers, 1999)

La magnitud del potencial Z proporciona una idea de la estabilidad del sistema coloidal.
Si todas las particulas coloidales en suspensidon tienen un potencial Z negativo o
positivo elevado entonces tienden repelerse entre si no habiendo floculacion del
sistema. Sin embargo si todas las particulas coloidales en suspensién tienen un
potencial Z bajo, entonces las fuerzas de repulsiébn de las particulas disminuye y
tienden a flocular. La linea divisoria entre las suspensiones estables y no estables
generalmente se toma en +30mV y -30mV (Figura 10). Las suspensiones con particulas
coloidales con potencial Z mayor a +30mV y menor a -30mV se consideran estables. El
factor mas importante que afecta el potencial Z es el pH. Un valor de potencial Z sin su
valor de pH correspondiente es practicamente inatil (Myers, 1999). El punto donde la
grafica de potencial Z a diferentes valores de pH donde pasa por 0, se le conoce como
el punto isoeléctrico y es de gran importancia practica ya que en ese punto el sistema

es menos estable ocasionando la floculacién de las particulas coloidales (Figura 10).
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Figura 10 Zonas de estabilidad e inestabilidad de una suspension coloidal a diferentes valores
de pH (Myers, 1999)

2.10.2 Aplicaciones de la coacervacion compleja

En la literatura se han encontrado varias aplicaciones de la coacervacién compleja tanto
en tecnologia de alimentos (Jun-xia et al., 2011; Dong et al., 2011; Mendanha et al.,
2009; Vahabzadeh et al., 2004; Thimma y Tammishetti, 2003; Xing et al., 2003;
Weinbreck et al., 2004; Pozippe et al., 2011), en aplicaciones textiles (Onder et al.,
2008; Deveci y Basal, 2009) y en aplicaciones farmacéuticas (Saravanan vy
Panduranga, 2010; Tiyaboonchai y Ritthidej, 2003; Lamprecht et al., 2007; Baracat et
al., 2004).

El sistema mas utilizado en la coacervacion compleja es el de gelatina/goma arabiga.
Sin embargo la gelatina requiere de un calentamiento para su disolucion, reduciendo su
uso para la microencapsulacién de sustancias termolabiles. Por tal motivo, se han
explorado otros sistemas de coacervacion como: aislado de proteina de soya/goma
arabiga (Jun-xia et al., 2011), aislado de proteina de soya/pectina (Mendanha et al.,
2009), quitosano/carboximetilcelulosa (Sarmento et al., 2007b), fibroina de
seda/quitosano (Deveci y Basal, 2009), los cuales presentan la ventaja de no requerir

calentamiento para su disolucion. Por otro lado, Gunasekaran et al. (2007) sugirieron
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que las proteinas de suero de leche (un subproducto de la industria lactea) pueden
utilizarse ampliamente como aditivos en una gran variedad de alimentos por sus
propiedades gelificantes y emulsificantes. La [-lactoglobulina es el principal
componente del suero de leche. Las propiedades fisicoquimicas de las proteinas del
suero de leche sugieren que pueden ser utilizadas para otras aplicaciones novedosas
en campos distintos a la industria de los alimentos. Por ejemplo, las proteinas de suero
de leche pueden ser utilizadas como agente encapsulante para la liberacién controlada
de sustancias biologicamente activas ya que éstas no requieren de calentamiento para
su disolucién, razén por la cual se utilizé el aislado de proteina de suero de leche en el
presente trabajo.

En cuanto a los polisacaridos del sistema de coacervacion, se eligieron la
carboximetilcelulosa, el alginato de sodio, el acido poliacrilico y el quitosano ya que
presentan valores de mucoadhesividad promedio comparados con otros polisacaridos
(Roy and Prabhakar, 2010).

Una etapa importante en la formulacion de las microcapsulas es el secado de las
mismas. En la revision bibliografica se han encontrado diversos métodos de secado:
secado al aire (Sajeesh & Sharma, 2006), liofilizacion (Jain et al., 2005; Silva et al.,
2006; Liu et al., 2006; Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2012a), secado al vacio
(Morishita et al., 2006), secado por aspersion (Bowey et al., 2013; Patel et al., 2001) y
secado en lecho por fuente (spouted bed) (Baracat et al., 2004). Por lo general el
método de secado de microcapsulas mas utilizado es la liofilizacién. Sin embargo, los
costos de operacién en este proceso de secado son altos, se requiere equipo costoso y
los tiempos de secado son largos. En el presente trabajo se utilizé el secado por
aspersion para la etapa de secado de las microcapsulas, por ser una alternativa a la
liofilizacion con costos de operacidn menores y con tiempos de secado mas cortos, por

lo que a continuacion se presenta una breve revision del principio involucrado.

M. en C. Fernando Cardenas Bailon 36



Antecedentes

2.11 Secado por aspersion

El secado por aspersion es una operacion de tres pasos: atomizacion, deshidratacion y
recoleccion del polvo. Como se muestra en la Figura 11, la alimentacion se asperja por
un atomizador en la camara de secado. Ayudado por un area superficial muy extensa
de las gotas y el aire caliente, la deshidratacion se lleva a cabo en segundos.
Finalmente las particulas secas son transportadas a un ciclon separador y depositadas
en un colector. Los parametros de proceso mas importantes incluyen: la temperatura de
entrada del aire de secado (T¢), la temperatura del aire de secado de salida (Ts),
velocidad del flujo de aire, velocidad de rotacion del atomizador y el tiempo de
residencia. De todos estos parametros la Ts es el factor dominante al controlar las
caracteristicas de la particula como la forma de la particula y el contenido de humedad
(Mahmoud y Yuh Fun, 2006).

Disco
Aspersor

Calentador
@ de Aire o

(’/:—'= l
- -
}
Camara de
Secado
-
Depurador
N de Aire
/A
/ / e
T ‘
..~/ Separador ‘.4
Ciclénico j-" Bomba del
Depurador

Alimentacion

=t g

Producto

Figura 11 Esquema de un secador por aspersién convencional (Mahmoud y Yuh Fun,
2006)
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Uno de los principales cuestionamientos para utilizar el secado por aspersion en la
produccion de formulaciones proteicas o con péptidos, es si las proteinas termolabiles
pueden resistir la desnaturalizacién por el aire caliente (Ameri y Maa, 2006). En las
primeras etapas de secado, donde la superficie de la gota permanece saturada, la
temperatura de la superficie de la gota se mantiene a la temperatura de bulbo humedo

del aire de secado, la cual es significativamente menor que la Te.

Conforme progresa el secado, la temperatura de la superficie de la gota empieza a
incrementarse acercandose a la Ts puesto que la difusion de agua a la superficie no
puede mantener saturada de humedad la superficie de la gota. En el caso de secado de
emulsiones dobles W/O/W, la emulsién W/O que contiene la insulina nunca alcanza si
quiera la Ts. Para algunas proteinas el secado por aspersion puede alterar su estructura
secundaria (a-hélice, la hoja-B y el enrollamiento al azar) lo cual puede inactivar
irreversiblemente la proteina. Este no es el caso de la insulina ya que Okamoto et al.
(2002) reportaron que el secado de una solucion de insulina (5mg/ml) a Ts menores a
120°C sufre una degradacion menor al 1%. Bowey et al. (2013) reportan el uso del
secado por aspersion en la encapsulacion de insulina con alginato utilizando Ts = 70-

80°C y obteniendo una BA, del 88% evaluada por el método de inmunoensayo.

Maltensen et al. (2008) reportaron que no se encontré desnaturalizacion protéica ni
degradacion fisica o quimica durante el proceso de secado por aspersion. En otro
estudio, Patel et al. (2001) encontraron que la actividad biolégica de la insulina no se ve
afectada cuando se seca a Te= 110°C, 140°C y 170°C pero si existe una reduccion
significativa cuando se seca a T.= 200°C. No reportan la Ts. Un resultado similar fue
reportado por Forbes et al. (1998) quienes reportan una retencion de la actividad
bioldgica de apenas el 18% al secar soluciones de insulina al 1% en lactosa y manitol
cuando se seca por aspersion a Te= 200°C y Ts= 90°C. De la revisidén anterior se puede
concluir que la insulina sufre una degradacién despreciable cuando se seca por
aspersion a T.< 200°C y Ts< 120 °C, dato importante para decidir los parametros de

operacion.
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3. JUSTIFICACION

El principal tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1 hasta ahora es la inyeccidn
subcutidnea de insulina, teniendo esta via de administracion varias desventajas como el
ser dolorosa e incomoda para el paciente, ademas de provocar hipoglucemia periférica.
Aunque se han intentado otras vias alternas de administraciéon como la nasal, la bucal,
la transdérmica y la pulmonar poco ha sido el éxito obtenido debido a la baja

biodisponibilidad de la insulina comparada con la via subcutanea.

La via de administracion oral seria mas natural, comoda y accesible para el paciente.
Sin embargo, aun es un reto para cientificos e investigadores el lograr desarrollar una
formulacion oral para un uso clinico aceptable. La razén es que existen varias barreras
fisicas para la administracién oral de la insulina entre ellas la degradacion por las
enzimas proteoliticas en el tracto gastrointestinal y la poca permeabilidad en el
intestino. Para esto se han desarrollado varias estrategias como el uso de inhibidores
de proteasas, potenciadores de absorcion, uso de nanoparticulas o microcapsulas de
administracion dirigida y modificacion quimica de las microcdpsulas para mejorar la

absorcion.

Se han reportado varios intentos para desarrollar una formulacién oral de insulina. De

todos los intentos las microcapsulas o nanoparticulas parecen ser los mas promisorios.

En este trabajo se abordé el problema de la administracion oral de la insulina utilizando
un enfoque combinado de microencapsulacién por coacervacion compleja de una
emulsién doble agua aceite agua W/O/W por sus siglas en inglés “water in oil in water”;
las proteasas se ocuparian de degradar la proteina del sistema de coacervacion y la
insulina estaria mas tiempo disponible para su absorciébn ademas de que los lipidos
empleados en la formulacién de la emulsién agua en aceite W/O por sus siglas en

inglés “water in oil” actuarian como potenciadores de absorcion.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Microencapsular insulina para su administracion oral mediante las técnicas emulsion

doble/coacervacion compleja y evaluar su estabilidad a valores de pH gastrointestinal.

4.2 Objetivos especificos

Optimizar la formulacion de la emulsion agua en aceite W/O por sus siglas en
inglés “water in oil” de tal forma de obtener una emulsion estable con el tamafio

de glébulo nanométrico.

Optimizar la emulsion doble agua en aceite en agua W/O/W por sus siglas en
inglés “water in oil in water” con aislado de proteina de suero de leche WPI por
sus siglas en inglés “Whey protein isolate” como emulsificante hidrofilico con
base en parametros como tipo de mezclado, tiempo de mezclado, tamafio de

glébulo y eficiencia de encapsulacion.

Determinar el perfil de potencial Z en funcion del pH de aislado de proteina de
suero de leche WPI por sus siglas en inglés “Whey protein isolate”,
carboximetilcelulosa CMC por sus siglas en inglés “Carboximethylcellulose”,
alginato de sodio SA por sus siglas en inglés “Sodium alginate”, acido poliacrilico
PAA por sus siglas en inglés “Polyacrylic acid” y quitosano CHIT por sus siglas

en inglés “Chitosan”.

Determinar el perfil de pH de las mezclas binarias WPI-CMC, WPI-SA, WPI-PAA
y WPI-CHIT con el fin de conocer el pH de coacervacion (maxima atraccion
electrostatica).

M. en C. Fernando Cardenas Bailon 42



Objetivos

e Evaluar la eficiencia de coacervacion de los sistemas WPI-CMC y WPI-SA a

distintas proporciones WPI-polisacarido.

e Encapsular por coacervacion compleja la emulsion doble W/O/W utilizando los
sistemas WPI-CMC y WPI-SA a las proporciones de material de pared con

respecto a la emulsion W/O 2:1y 1:1.

e Establecer las mejores condiciones de secado de las microcapsulas evaluando el
efecto de las temperaturas de secado por aspersién sobre la morfologia de las
mismas y sobre la actividad biologica residual (BA,) de la insulina.

e Evaluar la estabilidad de la insulina microencapsulada a valores de pH
gastrointestinal de tal forma de observar la formulacion que mejor proteja a la

insulina a valores de pH gastrointestinal.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

La insulina humana ADN recombinante fue adquirida de dos fuentes: Insulina Humana
ADN recombinante 100UI/mL frasco de 10mL (Insulina humana regular de accién
rapida obtenida de Laboratorios PISA Guadalajara, Mexico) e insulina humana ADN
recombinante en polvo de Sigma Aldrich; el aislado de proteina de suero de leche WPI
por sus siglas en inglés “Whey protein isolate” 90% de la marca Hilmar Ingredients
(California, USA) se adquiri6 de Empresas Vihler S.A. de C.V.; el aceite de soya
utilizado para la preparacion de la emulsibn W/O fue de la marca comercial Nutrioli
(Nuevo Leon, México); el polirricinoleato de poliglicerilo PGPR por sus siglas en inglés
“Poyglyceril polyricinoleate” GRINSTED 90 de la marca Danisco Food Inc. (Danisco,
Dinamarca) fue adquirido de la empresa Millikan S.A. de C.V.; la carboximetilcelulosa
CMC por sus siglas en inglés “Carboximethylcellulose’grado farmacéutico de la marca
GELYCEL F1 2000 fue adquirida de Quimica Amtex S.A. de C.V.; el alginato de sodio
SA por sus siglas en inglés “Sodium alginate” grado farmacéutico fue adquirido de
Alguimia Mexicana S. de R. L.; el quitosano CHIT sus siglas en inglés “Chitosan”
utilizado fue de Sigma Aldrich; el acido poliacrilico PAA sus siglas en inglés “Polyacrylic
acid” utilizado fue de la marca CARBOPOL 940 adquirido de Lubrizol Advanced
Materials Inc. (Wickliffe, Ohio, USA); el kit de ELISA para insulina humana se adquirio
de Diagnostic Automation Inc.(Calabasas, California, USA). Todos los demas reactivos

utilizados fueron grado analitico.

5.2 Equipo

» Agitador nivel laboratorio Stir Pak® Mod 5554 10 Cole Parmer con una turbina con
seis paletas equidistantes de 5 cm de diametro.

» Homogenizador digital Ultraturrax® T25

» Medidor de Potencial Z Brookhaven Instruments Zeta Plus DR 25.
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» Secador por Aspersion Niro Mobile Minor con un cdmara de secado cilindrica
conica con diametro de 80.5 cm, la zona cilindrica de 62 cm de alto y la coénica
de 67 cm de alto con un angulo de 30° con respecto a la vertical.

» Conductimetro Oakton PC700

» Termobalanza Ohaus M35.

» Evaporadora de oro Denton Vaccum Modelo Desk II

» Microscopio Electrénico de Barrido marca JEOL modelo JSM-5800LV

» Analizador de Tamafo de particula Malvern IM026 con una lente de 60mm

» Espectrofotometro Jenway 7305

» Agitador rotatorio Roto-Torque Cole Parmer 7637

» Lector de ELISA Biotek Modelo EL311

5.3 Desarrollo experimental

La Figura 12 muestra el diagrama de bloques del procedimiento experimental utilizado
en la preparacién de las microcapsulas para la administracién oral de la insulina. Al
polvo obtenido se le hicieron pruebas de calidad como humedad, morfologia por

microscopia Optica, solubilidad a pH 7.0 y pH 2.0 y BA; por la técnica de ELISA.

5.3.1 Emulsién simple agua en aceite

5.3.1.1 Fase acuosainterna para optimizar la emulsiéon doble agua aceite en
agua

Con la finalidad de optimizar la formulacion de la emulsién doble agua aceite en agua
WI/O/W por sus siglas in inglés “water in oil in water”, se utilizé NaCl como indicador en
la fase acuosa interna (Fi). Se utiliz6 una solucion al 4%p/p de NaCl y Glicerol 15%p/p
en agua (Benichou et al., 2007). Esta solucion tiene una osmolaridad teorica de
3000mOsmoles/L. Se adiciond glicerol a la Fi ya que se ha reportado que la adicion de

polioles a la Fi incrementa la reduccion del tamafio de glébulo y asegura una mejor
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estabilidad de la emulsién final debido a la hidrofobizacién de la Fi (Benichou et al.,
2001).

Preparacion FO
Aceite de soya + PGPR

Preparacion FiNaClo ¢
Insulina

Homogenizar
e Estabilidad de

Emulsion Fi:FO
e Tamafio del glébulo 5000rpm
e Morfologia por Microscopia
Preparar emulsion doble W/O/W e Eficiencia de encapsulacion
con WPI 10% p/p 15000rpm e Distribucién de tamafio de

particula

!

Coacervar la emulsion doble
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e Morfologia por Microscopia

Figura 12 Diagrama de bloques del procedimiento de experimental
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5.3.1.2 Fase oleosa

Para la fase oleosa (FO) se utiliz6 aceite de soya mezclado con el emulsificante
lipofiico PGPR 90 (HLB=4.3) en distintas concentraciones (2, 4, 6, 8 y 10%p/p de
PGPR).

5.3.1.3 Preparacion de la emulsidén simple agua en aceite

La emulsién agua en aceite W/O por sus siglas in inglés “water in oil ” se prepard en
dos etapas. En la primera etapa se incorpord la Fi por goteo a la FO utilizando un
agitador nivel laboratorio Stir Pak Mod 5554 10 Cole Parmer con una turbina con seis
paletas equidistantes de 5cm de didmetro a 1000rpm durante 5min. Finalmente se
homogeniz6 esta emulsion W/O a 5000rpm durante 1min en el mismo equipo. Para la
caracterizacion de la emulsion W/O con aceite de soya se utilizdé un disefio factorial de
dos variables (la proporcion Fi:FO y la concentracion de surfactante) a 3 y 5 niveles
respectivamente tal como se muestra en el Cuadro 3, siendo las variables de respuesta

el tamafio del glébulo y la estabilidad de la emulsion W/O.

Cuadro 3 Factorial para la preparacion de la emulsién agua en aceite

Concentracion de

Niveles
PGPR %p/p
1 2 1:2
2 4 1:3
3 6 14
4 8
5 10
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De éste factorial se evaluaron las emulsiones por estabilidad y tamafio del glébulo de la
emulsion. Se eligio la formulacion con la mayor estabilidad y con el menor tamafio de

glébulo.

5.3.2 Emulsion doble agua aceite en agua

5.3.2.1 Preparacion

Para la preparacion de la emulsién doble W/O/W se utiliz6 un Utraturrax T25 a distintas
velocidades de homogenizaciéon (5000, 10000 y 15000rpm). El emulsificante hidrofilico
en la emulsion doble W/O/W fue el WPI al 10%p/p. Para la caracterizaciéon de la
emulsion doble W/O/W se plantearon dos experimentos. En el primero se utilizd una
variable (velocidad de homogenizacién) a 3 niveles siendo las variables de respuesta la
eficiencia de encapsulacion (EE) y la distribucion de tamafio de particula con el objetivo
de establecer las mejores condiciones de homogenizacién para lograr la maxima EE y
la distribucion de tamafio de particula lo mas homogénea posible. Los niveles y

variables estudiados se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4 Preparacion de la emulsién doble agua aceite en agua

Variable

Niveles Velocidad de

homogenizacion (rpm)

1 5000
10000
3 15000

Una vez establecida la velocidad de homogenizacién para la mejor EE, se plante6 el
segundo experimento, donde se utiliz6 un factorial de 2 variables (relacion
WPI:emulsion W/O vy relacion Fi:FO) a 3 niveles siendo la variable de respuesta la EE
con el objetivo de estudiar el efecto de las relaciones WPI:emulsion W/O y Fi:FO sobre
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la EE tal y como se muestra en el Cuadro 5. Con este experimento se eligio la
formulacion con la mayor EE y mayor capacidad de carga en la emulsiéon W/O.

Cuadro 5 Factorial para la evaluacién de la eficiencia de en encapsulacion en la emulsién doble
agua en aceite en agua

_ Relacion _ _
Niveles _ Relacion Fi:FO
WPI:Emulsion W/O
1 0.66:1 1.2
2 11 1.3
3 1.33:1 1:4

5.3.3 Condiciones de coacervacion

5.3.3.1 Determinacién de potencial Z de los biopolimeros seleccionados a
distintos valores de pH

Se prepararon soluciones de los polimeros de la siguiente manera: WPI al 1%(p/v),
CMC, SA, PAA al 0.5%(p/v) en agua destilada y CHIT en HCI 0.1N disolviendo
lentamente con agitacion. Se almacenaron las soluciones de los polimeros a 4°C

durante 24h para permitir su completa hidratacion.

El pH de las soluciones acuosas de los polimeros se ajust6 mediante la adicién de HCI
0.1M para valores de pH de entre 4-6.5 y HCI 1M para valores de pH de entre 2-4 y con
NaOH 0.1N para valores superiores a 6.5. El potencial zeta de las soluciones acuosas
de WPI, CMC, SA, PAA y CHIT se determin6 a diferentes valores de pH usando un
medidor de Potencial Zeta Brookhaven Instruments Zeta Plus DR 525. Se construyeron

las graficas de potencial zeta en funcién del pH.
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5.3.3.2 Determinacién de potencial Z de mezclas binarias proteina-
polisacarido distintos valores de pH

Se prepararon las siguientes soluciones binarias: WPI-CMC, WPI-SA, WPI-PAA y WPI-
CHIT a las proporciones (1:1, 2:1, 3:1) con una concentracion total de polimeros del 1y
2%. El pH de estas mezclas binarias se ajusto a diferentes valores de pH utilizando HCI
1M para valores de pH de entre 2-4, HCI 0.1N para valores de pH de entre 4-6.5; y con
NaOH 0.1N para valores de pH superiores a 6.5 y se determiné el potencial Z de las
muestras con un medidor de Potencial Zeta Brookhaven Instruments Zeta Plus DR 525.
Aquellas mezclas que no presentaron precipitacion se midi6 en potencial Z
directamente y aquellas donde se observd precipitacion, fueron centrifugadas a
4000rpm por 20min para hacer la lectura en el sobrenadante. Se construyeron las
graficas de potencial Z en funcién de pH y a partir de éstas se determiné el valor de pH
donde existe la maxima diferencia estequiométrica de cargas electrostaticas entre
proteina y polisacéarido (potencial Z=0, pH de coacervacion) (Jiménez-Alvarado et al.,
2009).

5.3.3.3 Rendimiento de coacervacién

El precipitado (coacervado) de las muestras centrifugadas fue separado del
sobrenadante por decantacion y el precipitado fue deshidratado a 100°C hasta llegar a
peso constante. El rendimiento de coacervacion %RC se determiné a partir de la

siguiente ecuacién (Jiménez-Alvarado et al., 2009):

mc

%RC = x 100

donde:
%RC= Rendimiento de coacervacion (%)
mc =Masa del coacervado deshidratado (Q)

mgp =Masa total de polimeros utilizados en la preparacion de la mezcla binaria (g)
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5.3.3.4 Coacervacion de la emulsion doble agua aceite en agua

La emulsion doble W/O/W que presentd la maxima EE y mayor relacion Fi:FO en la
emulsiéon W/O fue coacervada utilizando tanto CMC como SA. Se descartaron el PAA'y

el CHIT como se vera en la seccion de resultados.

Durante la coacervacion compleja los dos parametros importantes a controlar son la
proporcién proteina:polisacarido y la proporcion material de pared (proteina +
polisacéarido):ndcleo. En el caso de la coacervacion de emulsiones dobles W/O/W el
nacleo es la emulsibn W/O. La proporcion proteina:polisacarido mas frecuentemente
utilizada es 1:1 (Jun-Xia et al., 2011; Saravanan y Panduranga, 2010; Mendanha et al.,
2009; Onder et al., 2007). Sin embargo, en el presente trabajo se utiliz6 un proporcion
proteina:polisacarido de 2:1 por presentar un mayor %RC como se discutird en la
seccion de resultados. Con respecto a la proporcion de material de pared
(proteina+polisacarido):nucleo (emulsion W/O) se han reportado valores de entre 2:1,
1:1 y 0.66:1 (Mendanha et al., 2009). En el presente trabajo se utilizaron las
proporciones de material de pared (proteina+polisacarido):emulsion W/O 2:1 y 1:1 por

ser las que mayor cantidad de emulsion W/O se puede utilizar.

La coacervacion compleja se llevd a cabo afadiendo la emulsién doble W/O/W
preparada previamente a una solucion de CMC o SA al 1% bajo agitacién lenta (500
rpm) y se dejo agitar por 5min para la homogenizacion de la misma. Posteriormente se
ajustd el pH de la mezcla lentamente con HCI 0.1N hasta llegar a un pH de 3.8
aproximadamente. Finalmente se ajusté el pH de la mezcla al punto isoeléctrico (PI) del
complejo con HCI 1M (pH=2.5). Todo bajo agitacion lenta (500rpm). Para verificar que
se llevdé a cabo la coacervacion correctamente se dejo reposar una muestra de la

mezcla por 24h en refrigeracion para observar la separacion de fases.
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5.3.3.5 Elaboracion de las microcapsulas conteniendo insulina

Una vez establecidas las mejores condiciones para la preparacion de la emulsion doble
W/O/W vy para la coacervacion, se procedié a encapsular la insulina para lo cual se

preparo la Fi como se describe a continuacion.

5.3.3.5.1 Fase acuosa interna para evaluar la bioactividad residual

Para evaluar la bioactividad residual (BA,) después del secado por aspersion se utilizo
una solucion de insulina 100Ul/mL, la cual se ajust6é a 15%p/p de glicerol. De acuerdo a
la USP 30 (2007) una unidad de insulina humana ADN recombinante equivale a
0.0347mg de insulina. Por lo que una solucién de insulina de 100UI/mL equivale a
3.47mg/mL. La solucién de insulina de 100UI/mL comercial contiene 16mg/mL (1.6%)
de glicerol (USP 30, 2007) por lo que para llevar la solucion al 15%p/v de glicerol se

aplicé el siguiente balance:
m1x1 + m2 = meT
donde:

m;= masa de la solucién de insulina 100UI/mL (g)
xp=Fraccion en peso de glicerol en m;

m,= masa de glicerol necesaria (Q)

m+= masa final de la mezcla (g)

xr=Fraccién en peso de glicerol en my

Con esto se logré una solucién con una concentracion final de insulina de 2.98mg/mL y

15%p/p de glicerol.

M. en C. Fernando Cardenas Bailon 53



Materiales y Métodos

5.3.3.5.2 Fase acuosa interna para evaluar la estabilidad a pH gastrointestinal

Para la preparaciéon de la Fi para la evaluacion de la estabilidad de la insulina
microencapsulada se prepar6 una solucion de insulina 100UI/mL (3.47mg/mL) en buffer
de fosfatos pH 7.0 y se le afadi6 la cantidad suficiente de glicerol para obtener 15%p/p
(Woitiski et al., 2010).

5.3.3.6 Secado por aspersion de la emulsidén doble coacervada

La emulsién doble W/O/W coacervada, fue deshidratada en un secador por aspersion
Niro Mobile Minor Spray Dryer (Figura 13a). El secado se realiz6 utilizando un aspersor
de disco centrifugo que opera de manera neumatica (Figura 13b). Este aspersor
requiere una presion de aire de alrededor de 6 kgi/cm? y gira a 32000rpm. El producto
seco se recolecto en el ciclon separador.

Figura 13 Secador por aspersién Niro Atomizer Modelo Mobile Minor (a: Cuerpo del secador b:
Aspersor de disco centrifugo)

M. en C. Fernando Cardenas Bailon 54



Materiales y Métodos

Durante la alimentacion de la emulsion doble W/O/W coacervada, ésta fue agitada
magnéticamente (100rpm) para evitar aglomeraciéon de los coacervados y la

subsecuente separacion de fases.

Con el objetivo de evaluar el efecto del secado por aspersion sobre la BA; de la insulina
se plante6 un experimento de 4 variables (polisacarido utilizado, relacion material de
pared:emulsion W/O, T y Ts) a dos niveles cada una tal como se muestra en el Cuadro

6, siendo la variable de respuesta la BA, de la insulina.

5.4 Métodos analiticos

5.4.1 Determinacion de la estabilidad de la emulsion agua en aceite

La estabilidad de la emulsion W/O se evalué determinando el tamafio del glébulo de
agua en la fase continua (aceite) utilizando microscopia Optica y un software de analisis
de imagenes Digimizer® 4.2.6, en funcién del tiempo. Las muestras fueron
almacenadas a temperatura ambiente (20°C) en tubos de ensaye de rosca por 150

dias.

Cuadro 6 Factorial para la evaluacion de la actividad biol6gica residual después del proceso de

secado
Variables
Relacion
_ Polisacarido Material de
Niveles
utilizado pared:emulsion
W/O
1 CMC 1:2 180 80
2 SA 1:1 170 70
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5.4.2 Determinacion del tamafio de los glébulos en la emulsién agua en aceite

Se realiz6 una dilucion 1:20 de la emulsién W/O en aceite de soya. Se coloc6 una gota
en el portaobjetos y se cubrié la muestra con un cubreobjetos. Se observo la muestra a
inmersion (1000x) con el microscopio Optico y se tomaron las imagenes con una
camara digital Nikon Coolix L17 16.1MP. De cada muestra se tomé la microfotografia
de 3 campos diferentes y se midieron todos los glébulos en cada campo utilizando el
software de andlisis de imagenes Digimizer© 4.3.0. Primeramente se abrid el programa
y se carg0 la imagen a analizar. Posteriormente se hizo la calibracion del programa
utilizando la escala captada con un micrémetro ocular colocado en el microscopio
utilizando la herramienta “unit” de la barra de herramientas (Figura 14) e introduciendo
el valor numérico en pym al segmento marcado. Una vez realizada la calibracién se
procedié a medir los globulos utilizando la herramienta “circle to center” y en la parte
derecha de la pantalla, apareci6 cada una de las mediciones realizadas asi como el
promedio del tamafio del glébulo (Figura 15). Con estos datos, se construyé un
histograma de frecuencias para cada muestra para observar la dispersién del tamafio

del glébulo de cada muestra.

@ Digimzer & r=]
File Edit View Format Image Binary Tooks Window Help
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Figura 14 Calibracion del programa Digimizer© 4.3.0
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Figura 15 Evaluacién del tamafio de glébulo utilizando el programa Digimizer© 4.3.0

5.4.3 Determinacién del tamafio de los glébulos en la emulsion doble agua en
aceite en agua

La distribucion del tamafio de los glébulos de la emulsiéon doble W/O/W se realizé
utilizando un analizador de tamafio de particula Malvern IM 026 serie 2006 con un lente
de 60 mm, determinando el diametro de esfera equivalente el cual es el tamafio de la

esfera con el mismo volumen de la particula.

5.4.4 Determinacién de la eficiencia de encapsulacién en la emulsion doble
agua aceite en agua

Con el fin de evaluar la EE, se aprovecho la propiedad de conducir la electricidad de los
electrolitos en solucién. Como se indic6 en la seccién 5.2.1.1 la fase acuosa interna se
prepard con NaCl 4%p/v en solucién como un farmaco modelo muy soluble en agua.
Como el aceite no contribuye a la conductividad por no ser electrolito en solucion, la

Unica razén por la que pudiese aumentar la conductividad en la fase acuosa externa es
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por la liberacion de la fase interna hacia la fase externa debido a una fuerza de cizalla
excesiva durante la homogenizacion de la emulsion doble W/O/W (Figura 16).

Se construyeron curvas tipo para las proporciones Fi:FO 1:2, 1:3 y 1:4 de la emulsién
W/O vy para las proporciones 0.66:1, 1:1 y 1.33:1 WPI/emulsion W/O en la emulsion
doble W/O/W. A manera de ejemplificar la forma de preparacion de una curva tipo se
tomara como ejemplo la preparacion de una emulsion doble W/O/W utilizando una
emulsion W/O con proporcién Fi:FO 1:2 y con una relacion WPI/emulsion W/O 1:1. En
el Cuadro 7 se observa la formulacion tipica de esta emulsion. Esta emulsién doble
contiene 10g de emulsion W/O dispersas en 100g de fase acuosa externa (WPI
10%p/v). Pero los 10g de emulsion W/O contienen 6.669g de fase oleosa y 3.33g de fase
acuosa interna (Fi:FO 1:2).

Agitacion Excesiva
Emulsién
Secundaria

Na*
Cl-

Conductividad

Cl-

Figura 16 Liberacion de la fase acuosa interna a la fase acuosa externa causada por un exceso
de agitacién durante la homogenizacion de la emulsién secundaria
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Se prepararon 300g de una emulsién simple del tipo O/W afadiendo 10, 6.66 y 5g de
FO por cada 100g de fase acuosa externa (WPI 10%p/v) homogenizando a 15000rpm
en un Ultraturrax T25 por 2min. Se vertieron 30g de esta emulsion simple en cada uno
de 10 tubos de ensaye. Se considerd una eficiencia de encapsulacion variando desde el
100% hasta el 0% de diez en diez unidades. Para esto se adicion0 a cada tubo la

cantidad de NaCl 4% p/v que corresponderia a una liberacién de 10-100%.

Cuadro 7 Formulacion tipica de la emulsién doble agua aceite en agua

Relaciéon WPI/Emulsién W/O

Emulsiéon W/O 15 10 7.5

WPI 10%(p/v) 100 100 100

La cantidad de fase acuosa interna se agregd con micropipeta considerando una
densidad relativa igual a la del agua de 1.0. Los tubos fueron finalmente agitados con
vortex por 1min y se midié la conductividad por triplicado con un conductimetro
OAKTON PC 700. El Cuadro 8 muestra la forma de preparacion de la curva tipo para

las diferentes proporciones.

5.4.5 Determinacion de humedad en las microcapsulas secas

El contenido de humedad en las microcapsulas deshidratadas se determiné como lo
reportaron Rocha-Selmi et al. (2013) utilizando una termobalanza Ohaus M35
(Parsippany, NJ, USA) a 100°C/0.01g/90s en el programa autodry.
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5.4.6 Integridad de la emulsion doble después del secado

Se rehidrataron 0.2g de las microcdpsulas secas en 10mL de buffer de fosfatos pH 7.0
y fueron agitadas magnéticamente alrededor de 30min para la completa rehidratacion
de la muestra. Una gota de esta solucién fue colocada en un portaobjeto y cubierta con
un cubreobjetos. La estructura tipica de una emulsion doble W/O/W fue observada
utilizando un microscopio 6ptico para confirmar que la integridad de la emulsion doble

W/O/W permanecio intacta después del proceso de secado.

Cuadro 8 Preparacion de curvas tipo para evaluar eficiencia de encapsulacion en las
emulsiones dobles agua aceite en agua

Fi afiadida (g)

Relacion WPI/Emulsion W/O 1:1
Fi/FO : : 1:4 1.2 1:3 1:4 1:2

Emulsion

O/W (9)
0 30 1.406 1.055 0.844 0.937 0.703 0.563 0.703 0.527 0.422
10 30 1.266 0.949 0.759 0.844 0.633 0.506 0.633 0.475 0.380
20 30 1.125 0.844 0.675 0.750 0.563 0.450 0.563 0.422 0.338
30 30 0.984 0.738 0.591 0.656 0.492 0.394 0.492 0.369 0.295
40 30 0.844 0.633 0.506 0.562 0.422 0.338 0.422 0.316 0.253
50 30 0.703 0.527 0.422 0.469 0.352 0.281 0.352 0.264 0.211
60 30 0.563 0.422 0.338 0.375 0.281 0.225 0.281 0.211 0.169
70 30 0.422 0.316 0.253 0.281 0.211 0.169 0.211 0.158 0.127
80 30 0.281 0.211 0.169 0.187 0.141 0.113 0.141 0.105 0.084
90 30 0.141 0.105 0.084 0.094 0.070 0.056 0.070 0.053 0.042
100 30 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 o0.000
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5.4.7 Morfologia de las microcapsulas por microscopia electronica de barrido

Las microcapsulas fueron tamizadas a través de una malla 400 con 37um de apertura.
Se tomO una pequefia muestra del polvo tamizado y se recubri6 de oro en una
evaporadora de oro Denton Vaccum modelo Desk Il por 150s. Posteriormente la
superficie de las microcdpsulas fue analizada utilizando un microscopio electrénico de
barrido marca JEOL modelo JSM-5800LV a 15Kvolts de aceleracién y las imagenes

fueron tomadas con el software Honestech TVR 2.5.

5.4.8 Determinacion de la distribucién del tamafio de particula en las
microcapsulas secas

La determinacion del tamafio de particula en las microcapsulas secas se llevo a cabo
en un analizador de tamafo de particula Malvern IM 026 serie 2006 con un lente de
60mm, utilizando agua destilada a pH 2.5 (pH de coacervacion) como agente

dispersante, para evitar la disgregacion de las microcipsulas coacervadas.

5.4.9 Determinacién de la actividad biolégica residual de lainsulina después
del proceso de secado por aspersion

5.4.9.1 Extracciéon de lainsulina del interior de las microcapsulas

Para determinar la actividad biologica residual BA; dentro de las microcapsulas después
del proceso de secado por aspersion fue necesario romper la emulsién W/O. Se logré
romper la emulsion W/O utilizando acetonitrilo grado reactivo. Con la intencién de
verificar que efectivamente el acetonitrilo era capaz de romper la emulsion W/O, se
preparé una curva tipo de insulina en acetonitrilo y se leyé la absorbancia a 280nm, que

corresponde a la region UV del espectro como se muestra en el cCuadro 9.

Posteriormente se prepard una emulsion W/O relacion Fi:FO 1:2 utilizando como Fi una
solucion de insulina 2.98mg/mL y una solucion de NaCl 4% p/v. Se tomaron 5g de la

emulsibn W/O y se mezclaron con 40mL de acetonitrilo. Se centrifugd la muestra a
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4000rpm x 25min. Se tomaron 2ml del sobrenadante y se mezclaron con 2mL de
acetonitrilo (concentracién tedrica 59.5ug/mL). Se ley6 la absorbancia de la mezcla a
280nm con un espectrofotometro Jenway 7305 tanto de la emulsién W/O con insulina y
de la emulsion W/O con NaCl al 4%p/v. Con estos datos se calcul6 el porcentaje de

recuperacion.

Cuadro 9 Preparacion de la curva tipo para verificar ruptura de la emulsién agua en aceite

. Insulina Concentracion de
Acetonitrilo _
2.98mg/mL Insulina
(mL)
(mL) (ng/mL)
Blanco 4 0 0
1 3.6 0.4 29.8
2 3.2 0.8 59.6
3 2.8 1.2 89.4
4 2.4 1.6 119.2
5 2.0 2.0 149
6 1.6 2.4 178.8

Una vez corroborado que el acetonitrilo era capaz de romper la emulsion W/O vy liberar
la Fi contenida en los globulos internos de la emulsién W/O se procedi6 de la siguiente
manera para extraer la Fi conteniendo insulina de las microcapsulas secas segun lo
reportado por Rocha-Selmi et al. (2013). Se pesaron alrededor de 0.3g de
microcapsulas secas con una proporcion material de pared/emulsiéon W/O 2:1 y 0.15¢g
con una proporcién material de pared/emulsién W/O 1:1 en tubos falcon. La muestras
fueron rehidratadas utilizando 20mL de buffer de fosfatos pH 7.0 durante 24hrs en un
agitador rotatorio Roto-Torque Cole Parmer 7637. Se afadieron 20mL de acetonitrilo a
las muestras, se mezclaron con vortex por 1min y se centrifugaron a 4000rpm por
15min. Finalmente se tomd una alicuota de 0.1mL del sobrenadante y se aforé a 50mL

con buffer de fosfatos pH 7.0.
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5.4.9.2 Cuantificacion de la insulina bioactiva por la técnica de ELISA

ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay) es una técnica bioquimica utilizada
principalmente en inmunologia para detectar la presencia de un antigeno o anticuerpo
en una muestra. Es un método Util y poderoso para detectar sustancias en el orden de
ng/mL y pg/mL en una muestra. El principio basico de un ELISA es utilizar una enzima
para detectar la unién de un antigeno (Ag) a un anticuerpo (Ab). La enzima convierte el
sustrato incoloro a un producto colorido indicando la presencia de la uniébn Ag-Ab. Un
ELISA puede ser utilizado para detectar un Ag o un Ab en una muestra, dependiendo
del disefio de la prueba (Ma et al., 2006b).

En el presente trabajo se utilizé6 un kit de ELISA para insulina humana en suero de
Diagnostic Automation /Cortez Dignostics, Inc. No. Cat: 1606Z. Esta prueba requiere de
tres reactivos esenciales para una valoracién inmunoenzimométrica; un Ab con alta
afinidad y especificidad en exceso, un Ab con una enzima conjugada e inmovilizada
con diferente epitope de reconocimiento en exceso y un Ag nativo. En esta prueba, la
inmovilizacion se lleva a cabo durante el procedimiento en la superficie del pozo de la
microplaca a través de la interaccion con estreptavidina fijada en la placa y un Ab de
insulina monoclonal biotinilado (®*"Aby ) afladido de manera exégena. Al mezclar el
B"Aby, el Ab monoclonal de insulina conjugado con una enzima (5"?Aby) y un suero
conteniendo el Ag nativo (insulina humana) resulta una reaccién entre el Ag nativo y los
Ab’s sin competencia o impedimento estérico para formar un complejo sandwich

soluble. Esta interaccion se ilustra en la Figura 17.

De manera simultanea, el complejo se deposita en el pozo a través de una reaccion de
alta afinidad entre la estreptavidina y el ®"Aby. Después de que se alcanza el equilibrio
el E"?Aby no unido con el Ag se separa por decantacién o aspiracién. La actividad
enzimatica de la fraccion de E"Aby, unido con el Ag es directamente proporcional a la
cantidad de antigeno presente en la muestra por lo que se puede construir una curva de
la actividad enzimatica en funcion de la concentracion de Ag y con esta evaluar la
concentracion de Ag en una muestra desconocida. Esta prueba es altamente especifica

ya que no presenta reaccion cruzada con proinsulina, péptido C o glucagon.
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Figura 17 Principio de la prueba de ELISA para insulina humana Diagnostic Automation /Cortez
Diagnostics, Inc. No. Cat: 1606Z

El procedimiento utilizado fue el siguiente:

a) Antes de empezar el analisis se dej6 alcanzar a todos los reactivos la temperatura
ambiente (20-27°C).

b) Se seleccionaron el numero de placas conforme al nimero de muestras y se

marcaron de acuerdo a los estandares y muestras a ser analizadas.
c) Se adicionaron 50puL de cada estandar o muestra en los pozos asignados.
d) Se adicionaron 100pL de la mezcla E"?Aby y ®"Aby a cada pozo.

e) Se agitd ligeramente la microplaca para mezclar correctamente por 30s y se cubrid

con una cubierta plastica.

f) Se incubd la microplaca por 120min a temperatura ambiente (20-27°C).
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g) Se descarté el contenido de la microplaca por decantacion golpeando la placa sobre
papel absorbente para secarla completamente.

h) Se adicionaron 350uL de buffer de lavado, se decantd el contenido y se golped
contra papel absorbente. Esta operacion se repitio tres veces.

i) Se adicionaron 100uL del sustrato a todos los pozos a intervalos de 20 s en cada

pozo.
j) La placa se incub6 a temperatura ambiente por 15min efectivos en cada pozo.

k) Se adicionaron 50uL de HCI 1 N a cada pozo para detener la reaccion a intervalos de
20 s para garantizar que la reaccion se llevé a cabo durante el mismo tiempo en cada

pozo.

[) Se leyo la absorbancia en cada pozo a 450nm un lector de ELISA Biotek Modelo
EL311.

5.4.9.3 Actividad bioldgica residual de la insulina microencapsulada

Para determinar la actividad bioldgica residual (BA,) de la insulina en las microcapsulas
secas primeramente se evalué las Ul de insulina activa por gss en las microcapsulas

secas como se muestra en la siguiente ecuacion.

UIJ D x 2000

Erinat |—| =
Final lgss a x F x 1000 x 34.7

Donde:

D=Concentracion de insulina leida directamente en la curva tipo (ng/mL)
2000=Factor de dilucién (mL?)

a=Alicuota (mL)

F=gss en la muestra humeda (g)

1000=Factor de conversion 1000ng equivalen a 1ug

M. en C. Fernando Cardenas Bailon 65



Materiales y Métodos

34.7=Factor de conversion 34.7ug equivalen a 1UI

La BA; se expreso como la relacion de las Ul de insulina activa por gss presente en la
microcapsula (Erina) después del secado por aspersion con respecto a las Ul de
insulina activa por gss utilizadas para producir las microcapsulas (Eproduccisn), corregida

con la EE como se muestra en la siguiente ecuacion:

EFinal

= x 100
EE X EProduccion

BA,

Donde:

BA,= Actividad bioldgica residual de la insulina (%)

Erina= Ul insulina activa por gss después del secado por aspersion (Ul/gss)

Eproduccion= Ul insulina activa por gss utilizadas para producir las microcapsulas (Ul/gss)
EE= Eficiencia de encapsulacién (Fraccion)

5.4.10 Pruebas de solubilidad

La solubilidad de las microcapsulas secas se determin6 por un método gravimétrico, de
acuerdo con Eastman y Moore (1984). Se afadieron 0.8g de muestra a un tubo Falcon
y 40mL de buffer de fosfatos pH = 7.0 o buffer KCI-HCI pH 2.0. Los tubos se agitaron en
un Cole Parmer Roto Torque (Vernon Hills, IL, EE.UU.) durante 24h para asegurar la
completa hidratacién de las microcdpsulas seguido por una centrifugacion a 4000rpm
durante 15min. Se desecho el sobrenadante y el material precipitado se mantuvo en el
horno a 105°C hasta peso constante. Con este método, la cantidad de biopolimero que
no coacerva queda en el sobrenadante junto con algunas microcapsulas coacervadas
gue son desechados al eliminar el sobrenadante. Entonces para evaluar la solubilidad
real de las microcapsulas se debe tener en cuenta lo anterior. Por lo tanto la solubilidad
se estimo de la siguiente manera: La masa de material recuperado se le rest6 a la masa

de la muestra original corregida por él %RC vy la solubilidad se calcul6 y se expreso
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como el porcentaje de microcapsulas solubilizadas con respecto a la masa original de
las microcapsulas utilizadas para el analisis corregida por él %RC como se ilustra en la

siguiente ecuacion:

{lmn(1 — xp)A %RC| + my(1 — x,)B} — m,

0 1li =
YoSolubilidad ([my (1 — x,)A %RC] + my(1 — x,) B}

Donde:
|m, (1 — x,)A %RC|= Masa de biopolimeros coacervados

my, (1 — x;,) B= Masa de la emulsion W/O en los coacervados

Por lo tanto el termino |my,(1 — x,)A %RC] + m,(1 — x,)B es la masa de la muestra
hameda que realmente coacervo.

ms=masa de la muestra seca obtenida después del analisis de solubilidad (gss)

my= masa de la muestra hiumeda utilizada para el analisis de solubilidad (gTot)
xn=fraccion de humedad de la muestra humeda (gH.O/gTot), el término (1 — x;) tiene
las unidades de gss/gTot

A=Fraccion de biopolimeros de acuerdo a la relacion material de pared/emulsion W/O
0.666 para la relacién 2:1 y 0.5 para la relacion 1:1.

B=Fraccion emulsién W/O de acuerdo a la relacibn material de pared/emulsion W/O

0.333 para la relacion 2:1 y 0.5 para la relacion 1:1.

5.4.11 Evaluacion del efecto protector de la microcapsula in vitro a valores de
pH gastrointestinal

El objetivo primordial de las microcapsulas desarrolladas es el proteger a la insulina en
el estbmago y asegurarse de que llegue al intestino en una forma biol6gicamente
activa. Una vez en intestino se pretende que la emulsibn W/O que contiene en su Fi
insulina sea absorbida en el intestino acarreando a la insulina que lleva dentro. Para

evaluar el efecto protector de las microcapsulas desarrolladas se pesaron alrededor de
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0.2g del polvo obtenido en un tubo Falcon y se suspendieron en 20mL de buffer KCI-
HCI pH 2.0. Se incubaron por 2h a 37°C bajo agitacion en un agitador Dual Shaker. Al
término de este periodo de agitacion se ajustd el pH de la mezcla a 7.0 con 500uL de
NaOH 1M. Finalmente se incubaron durante 4h a 37°C, simulando de esta forma su
transito por el tracto digestivo. Posteriormente se le adiciond a la mezcla 20mL de
acetonitrilo para romper la emulsion W/O y se centrifugo la muestra 4000rpm por 15
min. Se tomaron 50uL de la muestra y se aforaron a 50mL usando buffer de fosfatos pH
= 7.0. Al mismo tiempo se corridé un testigo con insulina activa sin encapsular, para lo
cual se colocaron 40uL de la solucion de insulina preparada como se describe en la
seccion 5.3.3.6 en 20 mL de buffer KCI-HCI pH 2.0 y se sigui6é el mismo tratamiento
hasta la adicion de acetonitrilo. Se tomaron 50uL de la muestra y se aforaron a 50mL
usando buffer de fosfatos pH = 7.0. La cantidad de insulina bioactiva se evalu6 con la
técnica de ELISA descrita anteriormente. La prueba se llevo a cabo Unicamente para la
formulacion con la relacion material de pared:emulsién W/O 1:1 ya que esta formulacion
resulté con mayor cantidad insulina por gramo de sélido seco con respecto a la de la

formulacién con material de pared:emulsion W/O 2:1.

El efecto protector se expres6 como la relaciéon de las Ul de insulina activa por gss
calculado después del paso por el tracto digestivo simulado con respecto a las Ul de
insulina activa por gss Utilizadas en la preparaciéon de las microcapsulas y corregida por

la BA; evaluada en el punto 5.3.9.3., tal y como se muestra en la siguiente ecuacion:

F .
final % 100

Efecto Protector =
BAr X FProduccion

Donde:

BA= Actividad bioldgica residual de la insulina (%)
Frina= Ul insulina activa por gss después del tiempo de incubacion (Ul /gss)

Frroduccion= Ul insulina activa por gss utilizadas para producir las microcapsulas (Ul /gss)
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5.4.12 Analisis Estadistico

Los experimentos fueron realizados por triplicado y se expresaron como el promedio +
la desviacion estandar ademas de realizar un analisis de varianza (ANOVA) utilizando
la prueba de Tukey para establecer diferencias estadisticamente significativas entre las

medias.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Preparacion de la emulsion agua en aceite

La estabilidad de la emulsién agua en aceite W/O por sus siglas en inglés “water in oil”
es muy importante para el desarrollo de emulsiones dobles agua en aceite en agua
W/O/W por sus siglas en inglés “water in oil in water” estables (Okochi and Nakano,
1997), por tal motivo se llevo a cabo una prueba de estabilidad de la emulsion W/O a
las tres proporciones propuestas en el desarrollo experimental. El Cuadro 10 muestra la
variacion de tamafio de glébulo de la emulsion W/O conteniendo 2, 4, 6, 8 y 10%p/p de
polirricinoleato de poligliceriio PGPR por sus siglas en inglés “Polyglycerol
polyricinoleate” en la fase oleosa en funcion del tiempo para las tres proporciones fase
acuosa interna:fase oleosa (Fi:FO) utilizadas. Se observa en este cuadro que para la
proporcion Fi:FO 1:4 no existen cambios significativos en el tamafio del glébulo desde 4
al 10% de PGPR con respecto al tiempo, pero si existe un aumento en el tamafio del
glébulo al 2% de PGPR sugiriendo una menor estabilidad. También se observa que
conforme aumenta la Fi, esto es en las proporciones Fi:FO 1:3 y 1:2 disminuye la
estabilidad de la emulsion W/O observandose separacion de fases a los 120 dias para
una concentracion de 2% de PGPR y 150 dias para una concentracion de 4% y 6% de
PGPR. En cuanto a las concentraciones del 8 y 10% de PGPR en la fase oleosa
después de 120 dias no se observaron cambios significativos en el tamafio del glébulo
concordando con los resultados publicados por Bonnet et al., (2009). La estabilidad de
la emulsiébn W/O es de gran importancia sobre todo si se requiere una vida larga de
anaquel del producto desarrollado, por lo que para lograr emulsiones W/O estables se
debera trabajar con concentraciones entre 8 y 10% de PGPR en la FO. En el presente
trabajo se eligié utilizar una concentraciéon de PGPR del 8% ya que la emulsién W/O
resultd ser estable hasta por 3 meses y siempre sera deseable trabajar con la minima

concentracion de emulsificante posible.

La microestructura de la emulsion W/O se puede observar en la Figura 18. En esta
figura se puede apreciar como la Fi se encuentra dispersa en la FO conteniendo 8%p/p
PGPR.
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Cuadro 10 Estabilidad de la emulsién agua en aceite

PGPR ] B ) ]
Tamarfo del glébulo (nm) en funcion del tiempo (dias)
(%p/p)
0 30 60 90 120
2 671+15 682423 685+35 69010 710+18 723+14
4 689+25 690+32 685+44 691421 678+45 682+27
1:4 6 660+16 672423 658+34 683+41 658+10 644+24
8 665+06 670426 675432 662+18 645+29 660+36
10 675+20 665+22 664+32 654+35 668+16 670426
2 732427 744425 790410 840112  Scparacion
de fases
4 729432 734423 742+36 780+12 795415 ~ ooparacion
de fases
1:3 S .
6 744+45 732425 752+14 743+41 742413 eparacion
de fases
8 721425 715435 712432 704+36 710+15 729+16
10 732418 744419 730432 721428 739+33 742+38
e —
2 716445 745426 788425 83016 eparacion
de fases
4 723432 734422 745+12 750421 780438 ooraracion
de fases
1:2 -
S
6 754+65 764455 732442 742425 733+13 eparacion
de fases
8 774437 765+17 769+29 778423 780+31 772431
10 744442 732422 742453 753+12 735422 755429

La Figura 19 muestra la distribucién de tamafo de glébulo de las emulsiones W/O
preparadas con aceite de soya y PGPR al 8% p/p para las proporciones Fi:FO 1:4, 1:3
y 1:2 al final del periodo de agitacibn a 5000rpm. En esta figura se aprecia que las
emulsiones W/O con proporciones Fi:FO 1:2 y 1:3 tuvieron una distribucion de tamafio
muy similar con un didmetro medio de alrededor de 774+37nm and 721+25nm
respectivamente, mientras que la emulsion con una proporcion Fi:FO 1:4 present6 una
distribucion muy similar con un tamafio promedio menor de alrededor de 665+6nm.
Estos valores son similares a los reportados por Mun et al. (2010) para emulsiones W/O
utiizando PGPR y aceite de soya en la fase continua y Matos et al. (2014) para

emulsiones W/O utilizando PGPR y Miglyol 812 como fase continua.
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Figura 18 Microestructura de la emulsion agua en aceite proporcion fase acuosa interna:fase
oleosa 1:4, polirricinoleato de poliglicerilo 8%p/p

40

—>—Fi:FO 1:4 8% PGPR
—0—Fi:FO 1:3 8% PGPR
——Fi:FO 1:2 8% PGPR

35

30

25

20

15

Frecuencia Relativa
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0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Tamaiio de Globulo (um)

Figura 19 Distribucion de tamafio de particula de la emulsion agua en aceite a distintas
proporciones fase acuosa interna:fase oleosa con 8%p/p de polirricinoleato de poliglicerilo

6.2 Preparacion de la emulsién doble agua aceite en agua y eficiencia de
encapsulacién

Durante la preparacion de las emulsiones dobles W/O/W la segunda etapa de

homogenizacion es muy importante. Una agitacion excesiva puede ocasionar le ruptura
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de los globulos internos formando emulsiones simples del tipo aceite en agua o agua en
aeite (Khan et al., 2006). Por tal motivo, se utiliz6 una solucién de NaCl 4%p/p con
glicerol 15%p/p como indicador en la Fi para optimizar las condiciones de

homogenizacion para obtener la maxima eficiencia de encapsulacion (EE).

El Cuadro 11 muestra los valores obtenidos de conductividad de la solucion de proteina
aislada de suero de leche WPI por sus siglas en ingles “Whey protein isolate” al 10%p/v
y del agua destilada. Se observa que el WPI increment6 la conductividad del agua
destilada, debido a las sales que contiene la materia prima.

Cuadro 11 Valores de conductividad de la fase acuosa externa asilado de proteina de suero de
leche 10%p/v y del agua destilada

Sustancia Conductividad (uS)

WPI 10% plv 3090+21.6
Agua Destilada 5.2+ 0.92

La Figura 20 muestra las curvas de calibracion obtenidas para la determinacion de las
eficiencias de encapsulacion para los sistemas de emulsién doble W/O/W a partir de
una emulsion W/O con proporciones 1:2, 1:3 y 1:4 de Fi:FO y con proporciones
WPIl/emulsibn W/O 0.66:1, 1:1 y 1.33:1. En todos los casos se puede observar una
relacion lineal de la EE con la conductividad del sistema. Al medir la conductividad de la
emulsion doble W/O/W, en realidad se estd midiendo la conductividad de la fase acuosa

externa.

Estas curvas fueron utilizadas para optimizar las condiciones de preparacion de la
emulsién doble W/O/W a distintas velocidades de homogenizacion. La Figura 21
muestra las eficiencias de encapsulacion para una relacion WPIl/emulsion W/O 1:1,
Fi:FO 1:3 con 8%p/p PGPR en funcion del tiempo de mezclado a tres velocidades de
homogenizacion diferentes (5000, 10000 y 15000rpm).
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WPI/Emulsién W/O 0.66:1

—_ 8000 W Fi:FO 1:2 A Fi:FO 1:3 ® Fi:FO 1:4
] y = -38.255x + 6430.6
= 2=0.9987
E 6000 y = -48.403x + 7412.3
2 R? = 0.9995
S
g 4000 y = -33.048x + 5889.1
© —
O R2 = 0.9995
S 2000
0 20 40 60 80 100
EE
WPI/Emulsién W/0 1:1
__ 6ooo WFi:FO1:2  AFiFO1:3  @FiFO1:4
] y=-21.145x + 4758.8
g 2~0.9978
K y =-29.615x + 5689.2
S 4000 R?=0.9987
B
3 y =-17.182x + 4344.8
c R? = 0.9966
(]
© 2000
0 20 40 60 80 100
EE
WPI/Emulsién W/0 1.33:1
— 6000 BmFi:FO 1:2 AFi:FO1:3 ®Fi:FO 1:4
3 y =-16.564x + 4393.3
> 2-0.9986
o y =-20.715x + 4853.3
?g 4000 R? = 0.9966
‘g‘ y =-14.364x + 4203.9
© —
O R?=0.9981
o
© 2000
0 20 40 60 80 100

EE

Figura 20 Curvas de calibracién para determinar la eficiencia de encapsulacién en una
emulsién doble agua aceite en agua a partir de una emulsién agua en aceite con proporciones
fase acuosa interna:fase oleosa 1:2, 1:3y 1:4
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En esta figura se observa claramente que el esfuerzo de corte afecta directamente la
integridad de la emulsién doble W/O/W manteniendo su estructura durante mayor
tiempo a una velocidad de homogenizacion de 5000rpm y rompiéndose mas

rapidamente a velocidades de homogenizacién de 15000rpm.

100
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2~5000rpm
<10000rpm
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Eficiencia de encapsulacion (%)
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Figura 21 Eficiencia de encapsulacion de la emulsidon doble agua aceite en agua con relacion
aislado de proteina de suero de leche:emulsion agua en aceite 1:1, Fase acuosa interna:fase
oleosa 1:3 con 8%p/p de polirricinoleato de poliglicerilo en funcion del tiempo a distintas
velocidades de homogenizacion

La caida en la eficiencia de encapsulacién se origina por la ruptura de los pequefios
glébulos de Fiy la liberacion de NaCl de la Fi hacia la fase acuosa externa durante la

homogenizacion.

La Figura 22 muestra que a una velocidad de homogenizacién de 5000rpm por 2min
(EE de 95.4+1.4%, Figura 21) la distribucion del tamafio del glébulo resulté ser
polidispersa con tres picos a 12, 20 y 40um, mientras que a velocidades de 10000 y
15000rpm por 1min (eficiencias de encapsulacion de 96.6£0.76 y 99.4+0.32%
respectivamente Figura 21) la distribucion del tamafio del glébulo resulté ser mas
angosta con solo dos picos a 13 y 20um. Esta distribucién bimodal ya ha sido reportada
previamente por Weiss and Muschiolik (2007), Mun et al. (2010) y Benichou et al.
(2007), para emulsiones dobles W/O/W. Los resultados de la Figura 21 y Figura 22
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sugieren que para la obtencion de emulsiones dobles W/O/W con altas eficiencias de
encapsulacién y con el menor tamafio de particula posible es necesario considerar
tanto la velocidad de homogenizacién como el tiempo de mezclado. Puesto que
siempre es deseable tener la distribucion de tamafio lo mas estrecha posible, para los

siguientes experimentos se utilizd la homogenizacion a 15000rpm por 1min.

14

—=>=5,000 rpm t=2 min
—/=10,000 rpm t=1min
=0=-15,000 rpm t=1 min

=
N

=
o

Frecuencia Relativa

0 10 20 30 40 50 60 70
Tamaiio del glébulo (um)

Figura 22 Distribucion de tamafio de glébulo de la emulsion doble agua aceite en agua con
relacion asilado de proteina de suero de leche/emulsién agua en aceite 1:1, Fase acuosa
interna/fase oleosa 1:3 con 8%p/p de polirricinoleato de poliglicerilo a diferentes tiempos y

velocidades de homogenizacién

La morfologia de la emulsion doble W/O/W obtenida se muestra en la Figura 23 donde
puede apreciarse claramente la estructura tipica de este tipo de emulsiones (glébulos
de una FO con globulos mas pequefios de la Fi dispersos en ella). Esta imagen también
confirma la distribucién bimodal ya que pueden observarse dos poblaciones principales
de glébulos de alrededor de 10 y 20um.

El Cuadro 12 muestra las eficiencias de encapsulacién de acuerdo a lo planteado en la

seccion 5.2.2.1. En este cuadro se aprecia que para las proporciones Fi:FO 1:3y 1:4
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no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la EE para las tres
proporciones WPI/emulsién W/O utilizadas.

Figura 23 Microfotografias obtenidas por microscopia éptica de la emulsion doble agua aceite
en agua con polirricinoleato de poliglicerilo 8%p/p en la fase oleosa proporcion fase acuosa
interna:fase oleosa 1:3 con una proporcion aislado de proteina de suero de leche: emulsion

agua en aceite 1:1

Cuadro 12 Eficiencias de encapsulacion a distintas proporciones fase acuosa interna:fase
oleosa y a distintas proporciones aislado de proteina de suero de leche:emulsién agua en aceite

Fi:FO WPI:Emulsién W/O

0.66:1 1:1 1.33:1
1:4 98.5+0.63° 98.2+2.4° 98.8+0.91°
1:3 99.0+0.14° 95.9+0.84° 99.3+0.28°
1:2 88.7+0.99" 87.4+1.13° 89.5+1.13°

Los valores medios con letras distintas difieren significativamente (p <0.05).
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Sin embargo para la proporcion Fi:FO 1:2 se encontré una reduccion estadisticamente
significativa de alrededor del 10% en la EE para las tres proporciones WPI/Emulsion
W/O utilizadas.

Estos resultados sugieren que la proporcion WPI/Emulsion W/O no tiene ningun efecto
sobre la EE a diferencia de la proporcion Fi:FO que a mayor cantidad de Fi en la FO
disminuye la EE. Esta situacion se debe a que al dispersar una mayor cantidad de Fi en
la FO la pelicula interfacial que se crea es mas débil, por lo tanto durante la
homogenizacion en la segunda etapa de preparacion de la emulsion doble W/O/W una
mayor cantidad de Fi se libera hacia la fase acuosa externa. Aunque para la
proporciones Fi:FO 1:3 y 1:4 se obtuvo una mayor EE, se utilizé la proporcion Fi:FO 1:2
para los siguientes experimentos ya que se puede cargar una mayor cantidad de Fi en
la FO con solo un 10% de pérdida en la EE. Las eficiencias de encapsulacion de las
emulsiones dobles W/O/W coinciden con las reportadas por Mun et al., (2010), Cunha
et al., (1997a), Cournarie et al., (2004a) y Shima et al., (2006) en emulsiones dobles
W/O/W utilizando distintos surfactantes en la fase acuosa externa, quienes reportaron
valores superiores al 90% de encapsulacion

6.3 Evaluacion de potencial Zy rendimiento de coacervacion

La coacervacion es una interaccion basada en la atraccidon que ocurre en mezclas de
biopolimeros con cargas opuestas, formando coacervados los cuales precipitan debido
a la repulsion del disolvente formando dos fases: una rica en coacervado y otra rica en
disolvente (Gouin, 2004). La relacion de biopolimeros en la mezcla es una variable
critica para controlar el balance de cargas en el sistema (Ye, 2008). Por lo tanto para
promover la coacervacion de manera eficiente (la maxima atraccion posible entre los
biopolimeros) se evalué el potencial Z en funcion del pH tanto para los biopolimeros
individuales como para mezclas binarias con proporciones WPI:polisacéarido de 1:1, 2:1
y 3:1 con el objetivo de encontrar el valor de pH donde la mezcla binaria presenta un

valor de potencial Z=0 (maxima diferencia estequiométrica de cargas).
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Como puede apreciarse en las Figura 24Figura 25Figura 26Figura 27 el punto
isoeléctrico del WPI es de alrededor de 4.3 el cual es muy similar al reportado por Klein
et al. (2010). También se observa que el WPI se carga positivamente por debajo de su
Pl y negativamente por arriba de su PIl. Por otro lado la carboximetilcelulosa CMC
(Figura 24), el alginato de sodio SA (Figura 25) y el acido poliacrilico PAA (Figura 26) se
cargaron negativamente en todo el intervalo de pH estudiado mientras que el quitosano
CHIT (Figura 27) se cargd positivamente en todo el intervalo de pH estudiado
denotando su caracter cationico.

Con estos resultados fue posible predecir la regibn mas apropiada para la formacion de
complejos electrostaticos entre el WPI y los polisacaridos estudiados las cuales fueron
entre pH 6 y pH 8 para el sistema WPI/CHIT y entre pH 2 y pH 3.5 para los sistemas
WPI/PAA, WPI/ICMC y WPI/SA ya que en estas regiones la carga neta de los
biopolimeros es opuesta.
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PH —0— WPI:CMC 3:1

Figura 24 Potencial Z en funcién del pH para el sistema aislado de proteina de suero de
leche/carboximetilcelulosa
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Figura 25 Potencial Z en funcién del pH para el sistema aislado de proteina de suero de
leche/alginato de sodio
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Figura 26 Potencial Z en funcién del pH para el sistema aislado de proteina de suero de
leche/acido poliacrilico
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Figura 27 Potencial Z en funcién del pH para el sistema aislado de proteina de suero de
leche/quitosano

El valor de pH donde existe la méaxima diferencia estequiométrica de cargas se
determind identificando el punto de potencial Z=0 de las mezclas binarias a distintas
proporciones WPI:polisacarido (1:1, 2:1 y 3:1) que es el valor de pH al cual el complejo
insoluble precipité. Se encontré6 que el valor de pH de la maxima diferencia
estequiométrica de cargas depende de la proporcion WPI:polisacarido. Mientras mas
WPI contenia la mezcla binaria el valor de pH de maxima diferencia estequiométrica de
cargas resulté estar mas cerca del Pl del WPI; esto puede observarse en las figura 23-
26. El Cuadro 13 muestra los valores de pH al cual se encontré el pH de coacervacion
(Potencial Z=0) de las muestras binarias. Como se observa en el Cuadro 13 la maxima
atraccion electrostatica entre los dos polimeros se llevdé a cabo en la regién alcalina
para el sistema WPI/CHIT y en la region acida en los sistemas WPI/PAA, WPI/SA y
WPI/CMC.
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Cuadro 13 Valores de pH donde existe la maxima atraccion electrostatica entre biopolimeros de
los sistemas seleccionados

pH de maxima

) Proporcién »
Sistema ) ] atraccion
WPI/polisacéarido -
electrostética

WPI/CMC 2:1 25
3.1 3.5

11 2.0

WPI/SA 2:1 25
3.1 3.5

11 3.5

WPI/PAA 2:1 2.5
3.1 3.2

11 7.8

WPI/CHIT 2:1 7.5
3.1 7.2

Con base en esta informacion se tomo la decision de que polisacaridos utilizar para la
coacervacion de la emulsion doble W/O/W. El objetivo de la microcapsula desarrollada
es que proteja a la insulina a valores de pH del estbmago (pH=2.0) y libere a la insulina
en el intestino (pH 7.0). De acuerdo a los resultados el pH de maxima atraccion
electrostatica del sistema WPI/CHIT para la proporcion WPI/CHIT 2:1 fue 7.5. Es decir a
valores de pH estomacales la microcapsula desarrollada se disolveria completamente y
dejaria a la emulsion W/O con la insulina expuesta al medio gastrico intestinal y a la
pepsina presente en este medio. Por tal motivo se descartd este polisacéarido para la
preparacién de las microcapsulas.

Los sistemas seleccionados fueron el WPI/CMC y el WPI/SA por presentar la maxima
atraccion electrostatica a pH= 2.5 por lo que se espera que las microcapsulas
preparadas con estos sistemas protejan a la insulina en las condiciones acidas del
estbmago y se disuelvan en el intestino mejorando su biodisponibilidad relativa. El

sistema WPI/PAA fue descartado por que aunque su maxima atraccion electrostatica
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fue a un pH de 3.0, el PAA forma geles a muy bajas concentraciones (0.5%p/v)

aumentando enormemente la viscosidad del sistema y haciendo dificil su manejo.

Se estudi6 el rendimiento de coacervacion (%RC) en funcion del pH y de la proporcion
WPI:polisacarido (1:1, 2:1, 3:1) en los sistemas seleccionados. Los valores de pH
estudiados fueron 2, 2.5, 3.0 y 3.5. El maximo %RC para el sistema WPI-CMC para las
proporciones WPI:CMC 2:1y 3:1 (91.1+0.67% y 84.4+0.14%) se obtuvo a valores de pH
de 25 y 3.0 respectivamente (Figura 28). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas cuando se llevd a cabo la coacervacibn en estas
condiciones. En cambio el %RC resulté ser muy bajo a una proporcion WPI:CMC 1:1 a
valores de pH de 2.5y 3.0 (31.7£0.47% y 14.7+0.48% respectivamente).

100 - mWPI:CMC 1:1 WPI:CMC 2:1 WPI:CMC 3:1
a
g - Iab ab i
5 80 7 I b
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g
] 60 -
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% 40 b C CI
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g i [
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Figura 28 Rendimiento de coacervacion del sistema aislado de proteina de suero de
leche/carboximetilcelulosa. Los valores medios con letras distintas difieren significativamente
(p <0.05)

Un comportamiento distinto se observé para el sistema WPI:SA donde los més altos
%RC’s (78.9+£1.32%, 79.2+2.52% , 78.6+0.83% y 78.6+0.33%) se obtuvieron para las
proporciones CMC-SA de 2:1 (pH=2.5), 3:1 (pH=2.5), 3:1 (pH=3.0) y 3:1 (pH=3.5)

respectivamente (Figura 29). Cuando la coacervacion se llevo a cabo a una proporcion
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WPI:SA 1:1 el %RC resulté ser estadisticamente mas bajo a valores de pH 2.5
(66.4+4.4%) pero significativamente mayor que para el sistema WPI-CMC al mismo
valor de pH.

La cantidad de coacervado formado esta relacionada con el namero de grupos
cargados de forma opuesta tanto en el WPl como en la CMC y el SA en las condiciones
experimentales. A una proporcion WPI:polisacarido 1:1, los grupos negativos ya sea de
la CMC o el SA estan en exceso por el mayor tamafio de las moléculas de CMC y SA
con respecto al WPI.
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Figura 29 Rendimiento de coacervacion del sistema aislado de proteina de suero de
leche/alginato de sodio. Los valores medios con letras distintas difieren significativamente
(p <0.05)

Finalmente, el %RC también fue evaluado en funcion de la concentracion total de
biopolimeros (WPI+CMC o WPI+SA) en solucién 1% y 2% (Figura 30) a un pH de 2.5.
Para el sistema WPI-CMC no se encontrd diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) en él %RC entre el 1 y 2% de solidos totales (89.9+3.35% y 91.18+1.5%
respectivamente), y al contrario para el sistema WPI-SA se encontr6 un %RC
significativamente mayor al 2% de soélidos totales (91.1+1.5%) con respecto al 1% de

sélidos totales (78.9+1.32%). Por tal motivo se seleccioné trabajar al 2% de soélidos
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totales para los siguientes experimentos con el objetivo de tener soluciones mas

concentradas en el proceso de secado.

2% Solidos Totales 1% Sélidos Totales
I = .
= 80 - = b
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Figura 30 Rendimiento de coacervacion del sistema aislado de proteina de suero de
leche/carboximetilcelulosa y aislado de proteina de suero de leche/alginato de sodio al 1y 2%
de sélidos totales pH 2.5 Los valores medios con letras distintas difieren significativamente
(p <0.05)

6.4 Coacervacion de la emulsion doble agua en aceite en agua

La coacervacién de la emulsion doble W/O/W se llevé a cabo como se indicé en la
seccion 5.2.3.4. El Cuadro 14 resume las mejores condiciones de coacervacion de las
emulsiones dobles W/O/W obtenidas de los resultados previos. Por lo tanto para los

siguientes experimentos se utilizaron estos parametros.

En el Cuadro 15 se observa una formulacion tipica de la coacervacion de las
emulsiones dobles W/O/W para las proporciones material pared/Emulsibn W/O
planteadas de acuerdo al cuadro 14. El pH de la mezcla resulté de 6.5+0.2 para las
microcapsulas coacervadas con CMC y 6.6+0.2 para las microcapsulas coacervadas
con SA. Una vez que el pH de las mezclas se redujo al pH de maxima diferencia
estequiométrica de cargas (pH=2.5 tanto para la CMC como para el SA) se observé la

separaciéon de fases entre el disolvente y la fase rica en biopolimeros como se muestra
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en la Figura 31 después de 24 hrs de reposo confirmando que la coacervacion se llevé

a cabo de manera correcta.

Cuadro 14 Pardmetros para la coacervacion de emulsiones dobles agua en aceite en agua

Parametro Valor

Fi:FO 1:2
WPI:Emulsion W/O 1.33:1, 0.66:1
Material pared:Emulsion W/O 1:1,2.1
WPI:polisacarido 2:1
CMC, SA 1% plv
WPI 10% p/iv
Concentracion Total de Biopolimeros 2%

Cuadro 15 Formulacion tipica para la coacervaciéon de las emulsiones dobles agua en aceite en
agua

Material Pared/Emulsion W/O

1:1 2:1

*Emulsion W/O Fi:FO 1:2 (g) 18 9
"WPI 10% p/v (g) 120 120
#*PEmulsion doble W/O/W (g) 138 129
°CMC o SA 1%plv (g) 600 600
ab*\asa Total (g) 738 729

Por otro lado se llevo a cabo el andlisis por microscopia 6ptica de la emulsién doble
W/O/W coacervada para corroborar que conservé su estructura intacta. La Figura 32a
muestra las microcapsulas coacervadas del sistema WPI/CMC donde se aprecia
claramente la estructura de la emulsion doble W/O/W (pequeiios globulos dentro de un

glébulo mayor). Ademas en la Figura 32b se aprecian los cumulos amorfos por la
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ausencia de cargas de repulsion en la superficie confirmandose por este medio que la

coacervacion se llevo a cabo de forma correcta.

Figura 31 Separacion de fases después de la coacervacion del sistema aislado de proteina de
suero de leche/carboximetilcelulosa y aislado de proteina de suero de leche/alginato de sodio

T Wt
~ '?{(?f'

Coacervados

Figura 32 Emulsién doble coacervada del sistema aislado de proteina de suero de
leche/carboximetilcelulosa material de pared:emulsion agua en aceite 1:1 (a:400x, b:100x)

De igual forma la Figura 33a muestra las microcapsulas coacervadas del sistema

WPI/SA donde al igual que el sistema WPI/CMC se observa la estructura de la doble
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emulsion y en la Figura 33b se aprecia como las microcapsulas tienden a agruparse
formando cumulos amorfos por la ausencia de cargas de repulsion en la superficie

confirméandose por este medio que la coacervacion se llevo a cabo de forma correcta.

6.5 Secado por aspersion de la emulsion doble agua en aceite en agua
coacervada

Una de las principales reticencias para utilizar el secado por aspersion para la
produccion de formulaciones de proteinas o péptidos, es si las proteinas termolébiles
pueden resistir la desnaturalizacion por efecto del aire caliente (Ameri y Maa, 2006).
Esto se explica con un principio fisicoquimico sencillo. Durante la primera fase de
secado la superficie de la gota se mantiene saturada de humedad por lo que la
temperatura de la superficie de la gota se mantiene a la temperatura de bulbo himedo

del aire de secado que es significativamente menor que la Te.

Figura 33 Emulsién doble coacervada del sistema aislado de proteina de suero de
leche/alginato de sodio material de pared:emulsion agua en aceite 1:1 (a:400x, b:100x)

El calor del aire de secado se emplea para evaporar el agua de la superficie de la gota.
Conforme avanza el secado, la temperatura de la gota comienza a subir y se aproxima
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a la Ts ya que la difusion del agua a la superficie de la gota no puede mantener
saturada de humedad la superficie. En el caso del secado de emulsiones dobles
W/O/W, la insulina que contiene la emulsion W/O nunca alcanza la Ts por estar dentro

de los glébulos de aceite.

Las dos preocupaciones principales en el secado por aspersion de las emulsiones
dobles W/O/W coacervadas eran si las microcapsulas iban a mantener su
microestructura intacta y la cantidad de insulina que iba a permanecer bioactiva

después de secado por aspersion, lo cual se presente a continuacion.

6.5.1 Integridad de las microcapsulas coacervadas después del secado

Con respecto a la integridad de las microcapsulas coacervadas después del secado por
aspersion la Figura 34 muestra la microfotografia de una emulsién doble W/O/W
rehidratada en buffer de fosfatos pH 7.0 En esta figura se aprecia claramente que la
estructura de la emulsion doble W/O/W después del secado por aspersion se mantiene

intacta.
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Figura 34 Morfologia de la emulsion doble agua en aceite en agua coacervada después del
secado por aspersién (180/70°C) y rehidratada en buffer de fosfatos pH 7.0. Sistema aislado de
proteina de suero de leche/alginato de sodio. Material pared:emulsiéon agua en aceite 1:1
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6.5.2 Morfologia de los coacervados por microscopia electronica de barrido

La Figura 35 muestra las microfotografias tomadas con microscopia electronica de
barrido (SEM) de la emulsién doble W/O/W coacervada después del secado por
aspersion (180/70°C) del sistema WPI-CMC con una relacién material pared:emulsion
W/O 1:1. En general se observan particulas esféricas con una superficie de rugosidad
variable. En la mayoria de las particulas se observan abolladuras y una superficie
concava que es clasica en el encogimiento en las particulas secadas por aspersion
(Gallardo et al., 2013). En la Figura 35 a, b y ¢ se observa como estas microcapsulas
tienden a aglomerarse formando cumulos de mayor tamafio. Esta aglomeracién puede
atribuirse a la ausencia de cargas repulsivas en la superficie por el coacervado

formado.

15kV 180 um x1l, 300 1S5kU 19 um %2, 000

Figura 35 Microfotografia obtenida por microscopia electrénica de barrido de la emulsion doble
agua en aceite en agua coacervada después del secado por aspersion (180/70°C) a diferentes
aumentos (a:650X, b:800X, c:1,300X y d:2000X) Sistema aislado de proteina de suero de
leche/carboximetilcelulosa. Material pared:emulsion agua en aceite 1:1
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La Figura 36 muestra las microfotografias tomadas con microscopia electronica de
barrido (SEM) de la emulsion doble W/O/W coacervada después del secado por
aspersion (180/70°C) del sistema WPI-SA con una relacion material pared:emulsion
WI/O 1:1. Al igual que con la CMC, se observan particulas esféricas con una superficie
de rugosidad variable y encogimiento de las mismas. En la Figura 36 a 'y b se observa
claramente como estas microcapsulas tienden a agruparse por la ausencia de cargas
en la superficie de las mismas formando cumulos de mayor tamafio que las particulas

individuales.

l" ‘ -3’_'
-/
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Figura 36 Microfotografia obtenida por microscopia electrénica de barrido de la emulsion doble
agua en aceite en agua coacervada después del secado por aspersion (180/70°C) a diferentes
aumentos (a1000X, b3000X, c:1000X y d:1500X) Sistema aislado de proteina de suero de
leche/alginato de sodio. Material pared:emulsion agua en aceite 1:1

Esta morfologia ya ha sido reportada anteriormente por Wang et al. (2013) quienes
utilizaron WPI y maltodextrina como material de pared en la microencapsulacion por
secado por aspersion de salsa de soya; por Bylaité et al. (2001) quienes encapsularon

aceite de comino en una matriz de proteinas suero de leche y maltodextrina y por Botrel
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et al. (2014) quienes encapsularon aceite de pescado en una matriz de WPI y
maltodextrina. Esta morfologia se atribuye a la presencia del WPI asociada con un
carbohidrato en la superficie de la microcapsula y a la velocidad de secado. De acuerdo
con Ré (1998), las abolladuras pueden asociarse a un encogimiento ocasionado por un
colapso de las gotas asperjadas durante las primeras etapas de secado. Finalmente en

ambos casos se observa una poblacion polidispersa de los tamafios de particula.

6.5.3 Tamafo de particula de la emulsion doble agua en aceite en agua

coacervada después del secado por aspersion

La Figura 37 muestra la distribucién del tamafio de particula de la emulsion doble
W/O/W coacervada, después del secado por aspersion para los sistemas WPI-CMC y
WPI-SA. En la Figura 37 se puede observar que la distribucién del tamafio de particula
es polidispersa para ambos sistemas debido a los cimulos de particulas observadas en
las Figura 36 y Para las microcapsulas preparadas con el sistema WPI-CMC se
encontraron tres poblaciones principales (10, 22, y 40um) aproximadamente mientras
gue para las microcapsulas preparadas con el sistema WPI-SA se encontré una
distribucion bimodal con picos en 10 y 28um aproximadamente. No se encontrd
diferencia estadisticamente significativa en el diametro de esfera equivalente (D, 3),
aunque el didmetro sauter medio (Ds,) resultd ligeramente mayor para las
microcapsulas preparadas con el sistema WPI-SA (14.2+0.11um) con respecto a las
preparadas con el sistema WPI-CMC (13.2+0.05um).

Comparando las distribuciones de la Figura 37 con los de la Figura 22 a 15000rpm por
1min (emulsién doble W/O/W antes de coacervar) se observan particulas de mayor
tamafio después del secado por aspersion. Esto puede explicarse debido a que las
particulas tienden a aglomerarse por la ausencia de cargas repulsivas en la superficie
de la misma. No existen reportes en la literatura del tamafio de particula de emulsiones
dobles (W/O/W) coacervadas y secadas por aspersion, por lo que no puede realizarse

comparacion alguna.
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Figura 37 Distribucion del tamafio de particula de la emulsién doble agua en aceite en agua

coacervada, después del secado por aspersion (180/70°C) Sistema aislado de proteina de

suero de leche/arboimetilcelulosa y aislado de proteina de suero de leche/alginato de sodio.
Material pared:emulsion agua en aceite 1:1

6.5.4 Extraccion de la fase acuosa interna con acetonitrilo

Para evaluar BA, de la insulina, fue necesario extraer la insulina de la Fi de la emulsién
W/O para su cuantificacion. Esto se hizo como se indico en la seccion 5.3.7.1. La Figura
38 muestra la curva de calibraciéon de la insulina en acetonitrilo obtenida a 280nm en la

region UV del espectro.

El Cuadro 16 muestra el célculo de la concentracion de insulina de muestras de
concentracion conocida extraidas con acetonitrilo para validar la técnica de extraccion
utilizada. Como puede apreciarse los valores obtenidos fueron muy cercanos al valor
real conocido (92.1-93.1%). Por lo que puede afirmarse que el acetonitrilo fue capaz de

romper la emulsion W/O y la insulina de la Fi se disolvio en el acetonitrilo.
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Figura 38 Curva de calibracion insulina en acetonitrilo a 280nm

Cuadro 16 Calculo de concentracion insulina en acetonitrilo

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Abs 280 nm en Extracto de muestra 0.336 0.327 0.328
sininsulina

Abs 280 nm en Extracto de muestra 0.695 0.688 0.690
con insulina

Diferencia 0.359 0.361 0.361

Concentracion calculada (ug/mL) 54.3 55.1 55.4

Concentracién real (ug/mL) 59.5 59.5 59.5

%Recuperacion (90-110%) 92.1 92.6 93.1
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6.5.5 Bioactividad residual de lainsulina después del secado

Para medir la bioactividad residual (BAr) en el polvo secado por aspersion, se utilizd un
inmunoensayo por la técnica de ELISA disefiado para medir insulina humana en suero.
Este método fue seleccionado ya que es altamente sensible y especifico. No existe
reaccion cruzada con la proinsulina o péptido C cuyas estructuras son similares a la
insulina, por lo tanto se puede evaluar la pérdida de la actividad biologica debido al
rearreglo de la configuracion tridimensional. La Figura 39 muestra la curva de
calibracion obtenida a 450nm con los estandares proporcionados por el fabricante del
kit. En ella se aprecian los pozos con el color desarrollado y se observa que la
intensidad de color es directamente proporcional a la concentracién con una r’=0.995.
Esta curva se muestra a manera de ejemplo ya que se repiti6 en cada ocasion que fue
realizada la prueba para obtener resultados confiables. Se midié la concentracion
insulina en la Fi preparada como se mencion6 en 5.3.3.5.1 siendo de 3.08+0.14mg/mL
y la concentracion insulina en la Fi preparada como se mencion6 en 5.3.3.5.2 siendo de

2.93+0.18mg/mL,lo que nuevamente demuestra la confiabilidad de la determinacion.

Problema

Abs 450 nm

y=0.1409x + 0.0003
R?=0.9952

4 6 8 10
ng/mLInsulina

Ong/mL 0.2ng/mL 1ng/mL 2ng/mL 5ng/mL 10ng/mL Problema

Curva Tipo

Figura 39 Curva de calibracion insulina humana utilizando la técnica de ELISA
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La Figura 40 muestra la BA; de la insulina dentro de las microcapsulas coacervadas
después del proceso de secado por aspersion para las microcapsulas preparadas con
el sistema WPI-CMC a diferentes T y Ts del aire de secado. Se puede observar que la
maxima BA; se obtuvo cuando se utilizd6 una Te= 180°C y una Ts=70°C (95.5+1.27%
and 96+0.96% material pared:emulsiéon W/O proporcion 2:1 and 1:1 respectivamente),
aunque para la proporcién material de pared:emulsibn W/O 1:1 se obtuvo una BA.
comparable de 88.2+2.19% utilizando una T.=170°C y una Ts=70°C. La cantidad de
insulina para estas condiciones resulté ser 11 y 12.9Ul/gss para la proporciéon material
de pared:emulsion W/O 1:1 y 5.5 y 8.5Ul/gss para la proporcion material de
pared:emulsion W/O 2:1.

M BAr Pared:Emulsion W/0 2:1

M BAr Pared:emulsion W/0 1:1
Ul Insulina/gss Pared:emulsién W/O 2:1
Ul insulina/gss pared emulsion W/0 1:1

100 -~ a a - 20.0
b bc
16.0
a
X
s 120 o
- £
& E
- £
8.0 5
4.0
0 i T T T 00
170/70 170/80 180/70 180/80
Te/Ts (°C)

Figura 40 Bioactividad residual de insulina después del secado por aspersién de las
microcapsulas coacervadas con el sistema aislado de proteina de suero de
leche/carboximetilcelulosa a distintas T, y Ts. Los valores medios con letras distintas difieren
significativamente (p <0.05)
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Con respecto a las microcapsulas preparadas con el sistema CMC-SA, la Figura 41
muestra la BA, de la insulina después del proceso de secado por aspersion a diferentes
Te y Ts del aire de secado. En este caso la maxima BA, se obtuvo también cuando se
utilizé la misma combinacion Te= 180°C y Ts=70°C (89.0£1.13% y 83.3+6.72% material
pared:emulsion W/O proporciéon 2:1 and 1:1 respectivamente) aunque para la
proporcion material de pared:emulsion W/O 1:1 con una T¢=170°C y Ts=70°C y material
de pared:emulsion W/O 2:1 con una T¢=180°C y T.=80°C se obtuvieron BA/s
comparables de 84.1°Cx6.78%y 84.7°C+0.49% respectivamente. La cantidad de
insulina activa para estas condiciones resultd ser de 11.2 y 11.3Ul/gss para la
proporcién material de pared:emulsiéon W/O 1:1 y de 8.0 y 7.6Ul/gss para la proporcion
material de pared:emulsion W/O 2:1, valores estadisticamente significativos menores

gue los obtenidos con el sistema WPI-CMC.

M BAr Pared:Emulsion W/0 2:1

W BAr Pared:Emulsion W/0 1:1
Ul Insulina/gss Pared:Emulsién W/O 2:1
Ul Insulina/gss Pared:Emulsién W/O 1:1

100.0 - - 20.0
ab ab ab
bc
80.0 - be 16.0
cd

a
. 60.0 - 120
& ®
= £
< 5
40.0 - 8o £
5

20.0 - - 4.0

0.0 - 0.0

170/70 170/80 180/70 180/80

Te/Ts (°C)

Figura 41 Bioactividad residual de insulina después del secado por aspersion de las
microcapsulas coacervadas con el sistema aislado de proteina de suero de leche/alginato de
sodio a distintas T, y Ts. Los valores medios con letras distintas difieren significativamente

(p <0.05)
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De la Figura 40 y Figura 41 se puede observar que la BA, disminuy6 cuando aumento la
Ts, mientras que un aumento de la T, produjo un aumento en la BA,. También en ambas
figuras puede observarse que cuanto la AT fue mayor (Te=180°C y Ts=70°C, AT=110°C)
se obtuvo la mayor BA, para ambos sistemas y en ambas proporciones material de
pared:emulsion W/O. Este resultado sugiere que la BA, esta gobernada por la AT
resultante de las T, y Ts mas que por las temperaturas individuales en el intervalo de
temperaturas estudiado. Este hecho responde a que al tener una mayor AT en el

sistema el tiempo de exposicion a las temperaturas de secado es menor.

El secado por aspersion de insulina ya ha sido reportado previamente por Bowey et al.
(2013) quien reportdé un 88+15% de liberacion de insulina bioactiva de microparticulas
de alginato cargadas con insulina secadas por aspersién concluyendo que el secado
por aspersion tuvo un minimo impacto en la estructura de la insulina. Maltesen et al.
(2008) no observaron ningun cambio en la integridad fisica o quimica de la insulina
después del secado por aspersion a una T.=220°C y a una Ts=80°C. Por lo tanto los
resultados encontrados en la presente investigacion estan de acuerdo a lo publicado

por estos autores.

6.5.6 Caracteristicas fisicoquimicas de las microcapsulas

El Cuadro 17 muestra el contenido de humedad del producto seco que resultd entre
3.73 y 5.35% para las microcapsulas preparadas con el sistema WPI-CMC y de entre
3.02 y 4.55% para las microcdpsulas preparadas con el sistema WPI-SA. Estos valores
estdn dentro de los valores esperados para polvos secados por aspersion y son
favorables para mantener la estabilidad quimica, fisica y microbiolégica del polvo
deshidratado (Cortés-Rojas et al., 2014).

Con respecto a la solubilidad de las particulas secas, ya que la coacervacion compleja
ocurri6 a valores de pH bajos, se esperaba que estas microcapsulas fueran
practicamente insolubles a pH 2.0 y se disolvieran gradualmente a pH 7.0. En el Cuadro
17, se observa que las microcapsulas preparadas en todas las condiciones son solubles

a pH 7 (93,1% a 99,9%). No hubo diferencia estadisticamente significativa entre los
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valores de solubilidad a pH 7.0. Por otra parte, se observa también en el Cuadro 17 que
la solubilidad a pH 2 fue diferente para la CMC con respecto al SA. Las microcapsulas
preparadas con CMC mostraron una solubilidad parcial (25.5 a 33.6%), sin diferencia
estadisticamente significativa entre los valores; mientras que las microcapsulas
preparadas con SA mostraron menor solubilidad en el intervalo de 2.4 a 9.2%, sin
diferencia estadisticamente significativa entre los valores. Esta diferencia en la
solubilidad podria ser debido a la diferencia en la composicion quimica de los
polimeros. La CMC es un polimero de unidades de glucosa sustituida por grupos
carboximetilo en algunos grupos hidroxilo de las unidades de glucosa; mientras que el
SA es un polimero de residuos de manuronato y glucuronato (Figura 42). Asi que
podrian interactuar de manera diferente con el WPI durante la formacién de complejos
de este modo la solubilidad a pH 2.0 result6 ser diferente.
Cuadro 17 Contenido de humedad y solubilidad_g pH 7.0, 2.0y 2.5 del producto secado por
aspersion

Material de
Humedad Solubilidad

(%) pH 7.0 (%)

Solubilidad
pH 2.0 (%)

Solubilidad

pared/emulsién
pH 2.5 (%)

W/O

T. (°C)

Ts(°C)

CMC 2:1 170 70 5.350.06% 97.420.49% 33.620.91° 3.05+1.06
80 3.99+0.19° 99.9+0.07% 27.9+3.88% 5.05+0.49%°
180 70 4.13+0.32" 96.2+2.19%° 26.6+1.90% 2.5+1.13%
80 3.73+0.16™ 94.7+0.35% 27.3+2.75% 4.15+0.07%
1:1 170 70 3.75+0.21° 95.843.25% 29.8+2.82% 1.95+0.35%
80 4.00£0.09" 95.7+0.14% 29.3+0.07% 1.940.42%°
180 70 4.09+0.14" 96.4+1.20%° 26.8+1.9% 2.55+2.05%°
80 3.87+0.46 96.6+2.12%° 25.5+0.56% 0.30+0.84°
SA 2:1 170 70 4.46+0.70% 93.1+0.85° 3.50+1.98° 0.95+1.80"
80 4.55+0.11% 94.4+0.21%° 4.90+1.55" 0.75+1.62%
180 70 3.93+0.01° 94.8+0.14%° 5.70+0.35" 2.25+0.35%
80 4.45+0.10% 94.5+0.99%° 9.20+1.62° 0.20+1.41°
1:1 170 70 3.360.01° 94.8+1.27* 2.40+0.28° 1.75+1.34%
80 3.82+0.27™ 95.0+1.98*° 4.90+4.38° 1.95+0.63*°
180 70 3.78+0.11° 93.7+1.34% 5.40+1.55" -0.15+0.354"
80 3.02+0.09° 95.2+3.18% 4.40+0.91° 1.40+2.26%°
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Figura 42 Estructura molecular de la carboximetilceluosa y del alginato de sodio

También en el Cuadro 17 se muestra la solubilidad de las microcapsulas a pH 2.5 (pH
de coacervacion). De acuerdo a los valores obtenidos 0.30 a 5.5% para CMC y 0.0 a
2.25% para SA, las microcapsulas preparadas con ambos polisacaridos son insolubles
a pH 2.5. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

valores.

Estos resultados confirman que las microcdpsulas preparadas son insolubles o
moderadamente solubles dependiendo del sistema a valores de pH del estbmago y
completamente solubles a valores de pH del intestino por lo que pueden emplearse con

la finalidad de administrar péptidos terapéuticos por la via oral.

6.6 Evaluacién del efecto protector in vitro de la microcapsulas sobre la

insulina a valores de pH gastrointestinal

Se evalué el efecto protector de la microcapsulas desarrolladas como se describi6 en la
seccion 5.3.9. En la Figura 43 se observa el efecto protector de la microcapsula
desarrollada tanto con el sistema WPI-CMC como con el WPI-SA. En estos resultados
se observa que aunque para las microcapsulas preparadas con el sistema WPI-CMC
presentaron una mejor BAr (96%) después de la etapa critica de secado (Figura 40), la
proteccion de la insulina resultd de apenas 77.04+4.14% con respecto a la cantidad de
insulina bioactiva después de la etapa de secado, mientras que para las microcapsulas
preparadas con el sistema WPI-SA que presentaron una BAr ligeramente menor

(83.3%) después del secado (Figura 41), la proteccion de la insulina resulté de
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96.4+8.7% con respecto a la cantidad de insulina bioactiva después de la etapa de
secado. Estas diferencias en la proteccion de insulina a valores de pH gastrointestinal
podrian atribuirse a la diferencia en solubilidades encontradas entre las microcépsulas
preparadas con los distintos polimeros al pH del estomago. También puede observarse
en la Figura 44 que la insulina sin microencapsular no resistio los cambios bruscos de
pH por lo que perdi6 casi por completo su actividad muy probablemente debido a la

desnaturalizacion de la misma por la exposicion a valores extremos de pH en el

estbmago.
B Antes de la Etapa de secado
Después de la estapa de secado
1 -
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Figura 43 Efecto protector del sistema desarrollado hacia la insulina a valores de pH
gastrointestinal. Los valores medios con letras distintas difieren significativamente (p <0.05).

Debe recordarse que las microcapsulas preparadas con el sistema WPI-CMC
presentaron una solubilidad significativamente mayor a pH=2.0 que las microcapsulas
preparadas con el sistema WPI-SA. Este hecho podria contribuir a una mayor
exposicion de la emulsion W/O a un medio acido causando una desestabilizacion de la

emulsion W/O y la subsecuente exposicion de la insulina a un pH acido a diferencia de
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las microcépsulas preparadas con el sistema WPI-SA, que al parecer al tener una
menor solubilidad a pH 2.0 mejora la proteccién de la misma.

3.5 - Testigo Insulina

2.5
M Solucion Insulina

3.6pg/mL
15 - ug/

ug Insulina/mL
N

0.5 -
0 - T )
Antes de la digestion  Después de la exposicion

a pH gastrointestinal

Figura 44 Testigo de insulina sin microencapsular sometido a valores de pH intestinal

Los cuadros 1y 2 describen las técnicas de microencapsulacion de insulina reportadas
recientemente en la literatura. Del cuadro 1 se observa que con la emulsion doble
W/O/W de Morishita et al. (1998), con el sistema de administracion auto-emulsionante
desarrollado por Ma et al. (2006a) y el de nanoparticulas de lipidos soélidos reportado
por Zhang et al. (2012b), se obtienen valores de biodisponibilidad oral de 12%, 15% y
13.8% respectivamente. Desafortunadamente no se logré6 obtener valores de
biodisponibilidad con el sistema desarrollado en este trabajo para hacer la comparacion
pertinente. El enfoque desarrollado en este trabajo presenta eficiencias de
encapsulacién un poco inferiores con respecto a las reportadas por Ma et al. (2006a)
(99% vs 88%). Una de las limitantes de los sistemas reportados por Morishita et al.
(1998) y Ma et al. (2006a) es su forma farmacéutica en emulsion, lo que implica la
estabilidad de la misma durante su vida de anaquel. Con el sistema desarrollado no
existe este problema ya que la forma farmacéutica es en polvo. Ahora con respecto a
las nanoparticulas de lipidos soélidos reportadas por Zhang et al. (2012b), éstas
presentan una eficiencia de encapsulacion inferior (76%) con respecto a las
desarrolladas en el presente trabajo (88%), ademas de requerir el uso de un disolvente
organico como la acetona para formular las nanoparticulas y la liofilizacion para la etapa

de secado.
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Con respecto al cuadro 2, las técnicas reportadas por Chalasani et al. (2007a),
Mathiowitz et al. (2008), Woitiski et al. (2010), Zhang et al. (2012a) y Jain et al. (2012)
han mostrado los valores mas altos de biodisponibilidad oral reportados hasta el
momento (29.4%, 23%, 13.12%, 10.5% y 20.4%, respectivamente). Sin embargo, el
enfoque reportado por Chalasani et al. (2007a) implica tres reacciones quimicas, un
secado por aspersion, la carga de insulina en las microcapsulas y una liofilizacion
elevando enormemente los costes de produccion con apenas 70% de eficiencia de
encapsulacion. El enfoque reportado por Woitiski et al. (2010), un sistema multicapa
combinando la gelificacion ionotrépica interna con la coacervaciéon compleja sin el uso
de disolventes organicos es lo mas parecido al sistema desarrollado en el presente
trabajo aunque las microcapsulas no fueron deshidratadas, solo concentradas. La
eficiencia de encapsulacion no fue reportada. Las microcapsulas preparadas por
Mathiowitz et al. (2008) por una técnica de inversion de fases presentan la desventaja
de utilizar cloruro de metileno y éter de petréleo que tienen que ser eliminados antes de
su administracion a seres vivos aunque la eficiencia de encapsulacion reportada fuera
del 100%. La técnica por evaporacion de disolvente reportada por Zhang et al. (2012a)
requiere el uso de etilacetato y las microcapsulas no son deshidratadas, ademas de
tener una eficiencia de encapsulacién bastante baja de alrededor del 52% solamente. Y
finalmente el enfoque desarrollado por Jain et al. (2012) también requiere disolventes
organicos ademas de reacciones quimicas y liofilizacion por lo que su produccion a
escala comercial se hace cuestionable. Resumiendo, las microcapsulas desarrolladas
en este trabajo comparandolas con otras técnicas reportadas en la literatura presentan
las siguientes ventajas: no se requiere el uso de disolventes organicos, presentan una
alta eficiencia de encapsulacion y se usa el secado por aspersion para la presentacion
final que es econémicamente mas viable que la liofilizacion para su produccion a gran
escala, aunque hace falta la valoracion biolégica en modelos biologicos para corroborar

su funcionalidad.
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6.7 Consideraciones alergénicas

Uno de los excipientes utilizados es el aislado de proteina de suero de leche por lo que
se deben tener algunas consideraciones alergénicas. La alergia a la leche de vaca es
una anormalidad clinica en la respuesta inmune a las proteinas de leche de vaca, lo
que conduce a la respuesta inmune inmediata regulada por la inmunoglobulina E.
Después del nacimiento de un bebé, ademas de la leche materna, la leche de vaca es
la fuente mas comun de los alimentos. Por lo tanto, la alergia a la leche de vaca es
comun en bebés y nifios pequefios, alrededor del 90% de los nifios que sufren de
sintomas de alergia a la leche de vaca mejora antes de la edad de 4 afios (El-Agamy
2007). Las principales fuentes de proteinas de la leche de vaca son la caseina y el
suero de la leche. La caseina incluye a la a, B y k-caseina; las proteinas de suero
incluyen a la a-lactolbumina, B-lactoglobulina, la albumina y las inmunoglobulinas. Las
B-lactoglobulinas son los principales alérgenos del WPI (El-Agamy 2007). Por tal
motivo, la formulacion de las microcapsulas preparadas en el presente trabajo, se
debera limitar su uso a pacientes adultos que no reporten alergia a las proteinas del

suero de leche de vaca.

6.8 Perspectivas a futuro

Se logré microencapsular insulina por la técnica combinada emulsién doble W/O/W-
coacervacion compleja con el posterior secado por aspersion de las mismas. La
eficiencia de encapsulacion fue alta y la actividad bioldgica residual resulté ser también
alta. Se demostr6 que las microcapsulas son insolubles a pH del estbmago y se
disgregan completamente a valores de pH del intestino. Se demostré que por Io menos
a valores de pH gastrointestinal a 37°C las microcapsulas protegen a la insulina por lo
gue esta llega activa al intestino, sin embargo quedan varias perspectivas que podrian
abordarse en trabajos posteriores como el uso de otra proteina en vez del aislado de
proteina de suero de leche, evaluacién de la estructura tridimensional de la insulina
después de la etapa de secado, una valoracion biologica en un modelo de ratas

diabéticas entre otras. Se dejan esas cuestiones para trabajos posteriores.
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7. CONCLUSIONES

e Con la incorporacion de polirricinoleato de poliglicerilo 8%p/p en la fase oleosa
fue posible obtener emulsiones agua en aceite con un tamafo de globulo de
alrededor de 665+06nm para la proporcion fase acuosa interna:fase oleosa 1:4,
721+25nm para la proporcion fase acuosa interna:fase oleosa 1:3 y 774+37nm
para la proporcion fase acuosa interna:fase oleosa 1:2 estables hasta por 5

meses.

e Fue posible la obtencién de emulsiones dobles agua aceite en agua utilizando
aislado de proteina de suero de leche como surfactante hidrofilico en la fase
acuosa externa con altas eficiencias de encapsulacion utilizando una
homogenizacion con alta tasa de corte en la segunda etapa de preparacion a
15000rpm por 1min obteniendo glébulos en la emulsién doble agua aceite en

agua cargadas con pequefos glébulos de la emulsiéon agua en aceite.

e El punto de maxima atraccion electrostatica entre la carboximetilcelulosa y el
alginato de sodio con el aislado de proteina de suero de leche resultaron en
valores de pH acido por lo que pueden emplearse en la encapsulacién de
farmacos de naturaleza proteica para proteccién en el estbmago vy liberacion en

el intestino.

e La estructura de la emulsién doble se conservé después del proceso de secado
por aspersion en los dos sistemas seleccionados.

e La bioactividad residual resultd estar gobernada por la AT resultante entre la Tey
Ts, obteniéndose una mayor actividad residual a una AT=110°C (T.=180°C y

Ts=70°C) para ambos sistemas estudiados.

M. en C. Fernando Cardenas Bailon 107



Conclusiones

e Las microcapsulas preparadas fueron solubles a pH 7.0 y parcialmente
insolubles a pH 2.0 siendo las microcapsulas preparadas con el sistema aislado
de proteina desuero de leche/alginato de sodio mas insoluble a pH 2.0 que
aquellas preparadas con el sistema aislado de proteina desuero de

leche/carboximetilcelulosa.

e La bioactividad residual resulto ser del 96% y 83.3% con respecto a la cantidad
de insulina realmente encapsulada después del proceso de secado para las
temperaturas T.=180°C y Ts=70°C para las microcapsulas preparadas con los
sistemas WPI-CMC y WPI-SA respectivamente demostrando que la estructura de

la insulina e mantiene intacta después del proceso de secado.

¢ Finalmente a valores de pH gastrointestinal la insulina se mantiene activa y junto
con los datos de solubilidad y bioactividad residual (96%) después de la etapa de
secado la técnica de microencapsulacién de insulina utilizada en este trabajo
tiene un gran potencial para la administracion oral de insulina e incluso algunos
otros péptidos terapéuticos aunque hace falta una valoracién biologica del

sistema para conocer su eficacia real en un sistema biolégico.
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