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. RESUMEN

La diabetes es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no produce
suficiente insulina o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce
segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Actualmente los tratamientos con
insulina utilizados para la diabetes son administrados, mas comunmente, por via
subcutanea, generando molestias fisicas que disminuyen un adecuado apego al
tratamiento. El desarrollo de otras alternativas para la administracion de insulina se ha

ido estudiando por afios, asi como su posible administracion por via oral.

Considerando estudios previos sobre la emulsificacion de la insulina, en el presente
trabajo se estudié la posibilidad de encapsular insulina mediante un sistema de
nanoemulsiones a base de mucilago de linaza. Se desarrollé una nanoemulsion por el
método de homogenizacion a presion, esta se administré via oral en un modelo animal
a base de ratas diabéticas de tipo 1, por la aplicacién del agente oxidante de células 3
Estreptozotocina (STZ), se tomaron muestras de sangre para determinar la cantidad de
glucosa sanguinea antes y después de la induccion de diabetes (considerandose
diabéticas con glucosa sanguinea >180 mg/dl), asi como antes y después de la
administracion de la nanoemulsion por via oral. Como resultados se obtuvo un tamafo
de particulas de 357 nm y una polidispersién de 0.519 en la nanoemulsién mudltiple,
idéneos para una absorcidn intestinal adecuada. Sin embargo en la aplicacion de la
nanoemulsion en el modelo in vivo los resultados no fueron estadisticamente

significativos.
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II. INTRODUCCION

En México uno de los principales problemas de salud publica es la prevalencia de
diabetes mellitus, esta enfermedad es el resultado de una deficiencia en la produccién o
accion de la insulina y esta asociada con complicaciones como pie diabético,
enfermedad renal, problemas vasculares (lesiones en vasos sanguineos) y retinopatia.
A mediados del siglo pasado, el doctor Salvador Zubiran publico los resultados de las
primeras encuestas en relacion con la diabetes en México, en esos afios solo el 1 y 2%
de la poblacion adulta tenia diabetes, porcentajes que han ido en aumento en los
altimos afios. Asi mismo, se estima que la diabetes representa un gasto importante

para los servicios de salud, ocupa entre el 5 - 10% del presupuesto de un pais (1).

Los carbohidratos, grasas y proteinas son los tres constituyentes mas importantes en la
alimentacién. De los carbohidratos ingeridos la glucosa es el ditimo eslabdn, sus
destinos principales son ser almacenada en forma de glucégeno en el higado y
musculo, o ser metabolizada para la generacion de energia. Durante los procesos de
metabolismo y anabolismo de la insulina la regulaciéon glucémica natural tiene por
objetivo asegurar un perfecto equilibrio entre la produccién de glucosa y su consumo,
las principales hormonas implicadas en su control son la insulina, el glucagoén, la

hormona de crecimiento, los glucocorticoides, la adrenalina y la tiroxina (2).

Siendo la insulina la principal hormona involucrada en la regulacion glucémica, se
relaciona de primera mano con la diabetes mellitus; en la diabetes tipo 1 al existir una
falta de produccion de insulina proveniente del pancreas y en la diabetes tipo 2 por la
existencia de resistencia a la insulina. Esta hormona tiene, como funcién principal,
ayudar a la glucosa a traspasar la membrana celular. Para evitar los efectos del
deterioro fisico a causa de la diabetes se requieren terapias con insulina (3), este
tratamiento se administra por via subcutanea, donde las inyecciones mas frecuentes de
son el area del abdomen, brazo, muslo y térax posterior, predominando una mayor
absorciéon en las areas con mayor tejido adiposo. En ocasiones se llega a administrar

por via intravenosa o intramuscular. Debido a las molestias fisicas que se presentan al

14



utilizar este tipo de métodos (hematomas, dolor etc.), se ha buscado implementar otras
opciones, como su administracion por la via oral, en donde sus principales
inconvenientes son: la degradacion enzimatica, la insulina al ser una hormona de origen
proteico sufre degradacion por medio de la tripsina y a-quimotripsina que son las
principales enzimas proteoliticas secretadas por el pancreas; una baja permeabilidad, al
ser una molécula hidrofilica su absorcion en el intestino se dificulta (4); un pH de 4 — 8
es el ideal para la absorcién de la insulina, el estbmago tiene un pH aproximado de 2 lo

gue genera la desnaturalizacién de la hormona (5).

La emulsificacion de la insulina ha resultado ser una posible alternativa para el
tratamiento farmacoldgico de la diabetes, debido a que las macroparticulas protegen el
farmaco de la degradacion proteolitica y pueden también promover las absorcion de
péptidos y proteinas (6). El muc’lago de la linaza al ser un polimero natural, cuenta con
caracteristicas como: buena capacidad de retencion de agua, propiedades
mucodhesivas, de gelificacion y pH sensible (7). La implementacién de un sistema de
nanoemulsiones a base de mucilago de linaza aumenta las posibilidades de cumplir con
el objetivo de una alternativa oral del tratamiento insulinico. El presente trabajo detalla
una disyuntiva en la investigacibn de su posible aplicacion como método de
encapsulacién de proteinas, en este caso la insulina, al proponer la administracion de
un sistema de nanoemulsiones a base de mucilago de linaza por medio de la

experimentacion en un modelo animal con ratas diabéticas tipo 1.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus afecta a mas de 400 millones de personas a nivel mundial, el 8.5%
de los adultos (18 afios o mayores) tenia diabetes en el 2014, en el 2012 1.5 millones
de personas fallecieron como consecuencia directa de la diabetes y los niveles altos de
glucemia fueron causa de otras 2.2 millones de muertes segun la Organizacion Mundial
de la Salud en el 2016 (8). La ENSANUT publicé que en el 2016 en México el 9.4% de
la poblacion padecia diabetes (9). En San Luis Potosi la prevalencia de diagndstico
médico previo de diabetes estaba por encima de la media nacional con 9.17% en el
2013 (10) y en el 2016 se encuentra en 8.7% (9). Esta enfermedad cronico
degenerativa sigue generando deterioros en calidad de vida en gran medida por la falta
de apego al tratamiento médico.

En la actualidad la insulina se administra por via subcutanea, intravenosa o
intramuscular, esto puede llegar a genera presencia de hematomas e inflamacion lo que
resulta una limitante al ser un método invasivo. La busqueda de otras alternativas para
el tratamiento insulinico ha sido estudiada por generaciones, en su mayoria, los
estudios se basan en la investigacion de la posibilidad de su administracién oral.
Muchas de las limitantes encontradas durante la busqueda de esta alternativa
farmacéutica son los procesos de digestion que favorecen la destruccién de la
hormona, el pH acido del estbmago que la insulina no puede tolerar, la liberacion de
enzimas que incentivan la descomposicion de las proteinas, siendo este su componente
original. Estas limitantes afectan directamente a la biodisponibilidad y absorcién
intestinal de la hormona (6).
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IV. MARCO TEORICO

4.1.- Diabetes Mellitus

La diabetes es una enfermedad crénico degenerativa que se presenta cuando el
pancreas no produce insulina o la que llega a producir no es utlizada de manera
eficiente por el organismo, la insulina es la hormona encargada de que la glucosa
proveniente de los alimentos sea absorbida por las células para la generacion de

energia (11).

» La prevalencia es de 442 millones de diabéticos a nivel mundial (OMS, 2016) (8)

» Mas del 80% de las muertes por diabetes se registra en paises de ingresos bajos
y medios (OMS, 2015) (12).

» 9.4% de la poblacion mexicana padece diabetes, es decir, aproximadamente 6.4
millones de personas han sido diagnosticadas y soOlo una cuarta parte de las
personas con diabetes estan controladas adecuadamente (ENSANUT, 2016)
(20).

La Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010 Para la prevencion, tratamiento y

control de la diabetes mellitus (13), clasifica la diabetes en:

= Diabetes Mellitus tipo 1: Se genera por la destruccion de las células B del
pancreas, generalmente con deficiencia absoluta de insulina.

= Diabetes Mellitus tipo 2: Se presenta resistencia a la insulina y en forma
concomitante una deficiencia de su produccion, puede ser absoluta o relativa.

= Diabetes Gestacional: Es la alteracion en el metabolismo de los hidratos de
carbono que se detecta por primera vez durante el embarazo, ésta traduce una

insuficiente adaptacion a la insulinoresistencia que se produce en la madre.
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4.1.1.- Diabetes Mellitus tipo 1
La diabetes tipo 1 se caracteriza por la falta de insulina enddégena y por una notable
tendencia a la cetosis cuando falta la administracion exdgena de insulina. La
destruccion autoinmunitaria de los islotes no progresa siempre de manera uniforme, si
no que puede evolucionar con periodos de actividad y remisién temporal. Es necesario
gue la masa total de las células B se reduzca en 80 - 90% para que la diabetes tipo 1 se
manifieste. Los principales anticuerpos circulantes identificados en la diabetes tipo 1
son los que se dirigen contra componentes citoplasmaticos de las células B (anticuerpos
antiislote) contra la descarboxilasa del acido glutamico (anti-GADG65) contra la superficie

de la célula B, contra la insulina y contra las fosfatasas de tirosina IA-2 e IA-2-3 (1).

4.2.- Insulina

La insulina es una hormona peptidica que se genera por las células 8 de los islotes de
Langerhans del pancreas, se compone por 51 aminoacidos en dos cadenas
polipetidicas que son A (21 aminoacidos) y B (30 aminoacidos) unidas por dos puentes
disulfuro. Su biosintesis implica la produccion de dos precursores inactivos que son la
preproinsulina y la proinsulina, que son escindidos para formar la hormona activa mas

el péptido de conexion (péptido C) (14).

Esta hormona se almacena en el citosol, en granulos que se liberan por exocitosis tras
el estimulo correspondiente, por la liberacion de glucagén mediante las células a del
pancreas y principalmente es aumentada por la glucosa (la insulina es la responsable
de permitir su paso a la célula para su metabolismo), aminoacidos (su aumento
transitorio en niveles plasmaticos induce su secrecién) y hormonas peptidicas
gastrointestinales (el péptido intestinal similar al glucagon GLP-1, y el polipéptido
gastrico inhibidor GIP, aumentan la sensibilidad de las células B a la glucosa). La
disminucion de su secrecion puede deberse a la escasez de alimento y estrés
fisiologico, en donde intervienen algunas catecolaminas como la adrenalina, teniendo
un efecto en el metabolismo energético al generar una movilizacién rapida de los
productores de energia como la glucosa (glucolisis y gluconeogénesis principalmente) y

acidos grasos (lipolisis). La degradacion de la insulina se genera en los lisosomas por la
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enzima degradadora de insulina encontrada en higado y en menor grado en rifiones
(15). Sus efectos metabdlicos son anabdlicos, entre ellos esta el metabolismo de
hidratos de carbono al promover la generacion de energia mediante el metabolismo de
la glucosa y su almacenamiento en forma de glucogeno en higado, musculo y tejido
adiposo; efecto sobre el metabolismo de lipidos, en el tejido adiposo, al producir
liberacién de &cidos grasos mediante la inhibicion de la lipasa sensible a hormonas,
aumenta el trasporte y metabolismo de la glucosa en los adipocitos generando glicerol
3-fosfato para la sintesis de triglicéridos y aumenta la expresién del gen para la
lipoproteina lipasa (proporciona acidos grasos para la esterificacion de glicerol); efecto
sobre la sintesis de proteinas al estimular la entrada de aminoacidos en la célula (15).
El mecanismo de accion de la insulina es mediante la union a receptores especificos
(tirosina cinasa) con alta afinidad de la membrana celular (higado, musculo y tejido
adiposo), al generarse esta unidbn se inducen cambios conformacionales que
promueven la autofosforilacién rapida de las subunidades  del receptor, que a su vez
genera una cascada de sefalizacion de la célula, como la fosforilacion de proteinas
sustrato receptor de insulina (SRI) que interaccionan con moléculas sefalizadoras que
activan vias que afectan la expresion genética, metabolismo celular y crecimiento. Para
la regulacién del receptor de la insulina, los receptores llegan a ser degradados o
reciclados a la superficie de la célula y la insulina se degrada en los lisosomas dentro
de la célula (15).

La union de la insulina

S S, activa la actividad del s \;:_’j? S
Insulinal™ receptor tirosina cinasa | Receptor de
e, en el dominio intracelular o insulina
S-S’ -

A de la subunidad 8 del (activo)
R“Ceﬁ:i?‘;de receptor de insulina.
ins -
(inactivo) [3 B

Tirosina /\j 0 —Tirosina
[@ 5o tostortan g oscuos IS @ —Trosina .y
subunidad . //;—WD SRI-Tyr—Q
Figural. Activacion del receptor de insulina en la membrana celular. R. Ferrier,
Denise. Bioquimica. 6th ed.; 2014.
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La captacion de glucosa dentro de la célula inicia con la unién de la insulina a las
subunidades a de su receptor (tirosina cinasa) formando el complejo insulina-tirosina
cinasa en la membrana celular, que desencadena una cascada de sefializacién donde
se favorece la incorporacion de transportadores intracelulares de glucosa hasta la
membrana celular denominados GLUT (por ejemplo GLUT-3 trasporta la glucosa en las
neuronas, GLUT-1 en los eritrocitos y barrera hematoencefalica, GLUT-4 en musculo y
tejido adiposo, GLUT-2 en higado, rifidon y células B del pancreas) con ello se realiza la
captacion de la glucosa hacia el interior celular mediante su paso por estos canales
(trasportadores intracelulares), una vez dentro de la célula se activa la enzima
glucocinasa que genera la fosforilacion de la glucosa y el producto restante se dirige al
ciclo de Krebs para la generacion de energia o0 a la glucogénesis para su

almacenamiento (15).

Cuando los niveles

de insulina disminuyen,

los GLUT-4 se desplazan
desde la membrana celular
hasta el deposito

de almacenamiento
intracelular, donde pueden
ser reciclados.

glucosa mediada por la insulina de glucosa

a GLUT-4 aumentan la captacién de | Transportador
en la célula.

Insulina - T ' ® ® (]
S

Membrana celular

La unién desencadena una cascada
de senalizacion que favorece

la incorporacion de transportadores

de glucosa desde los depésitos
intracelulares hasta la membrana celular.

La insulina se une a su Las ves:culas se funden para
receptor en la membrana formar un organulo

celular. denominado endosoma.

Figura2. Incorporacion de trasportadores de glucosa (GLUT) de los depdésitos
intracelulares en musculo esquelético, cardiaco y tejido adiposo por la

intervencion de la insulina. R. Ferrier, Denise. Bioguimica. 6th ed.; 2014.

20



4.2.1.- Tipos de insulina
Las preparaciones comerciales de insulina difieren de la especie de la cual se obtienen,
de su pureza, concentracién y solubilidad, asi como del principio activo y duracién de su
accion biolégica. Existen diferentes tipos de insulina dependientes de la duracién de su

accion biologica (figura 3) como:

o Ultrabreve (ultrarrdpida): Lispro (nombre genérico) es un anadlogo monomérico de
la insulina, producido por tecnolégica recombinante, donde dos aminoacidos
cercanos de la cadena B se intercambian de posicion: la prolina en la posicion
B28 es movida a la B29 y la lisina en la posicién B29 es movida a la B28. Estos
cambios no interfieren con las caracteristicas generales de la insulina regular, su
ventaja es la baja propensién para formas hexameros.

o Accion breve (rapidas): La insulina regular (nombre genérico) es una insulina con
zinc, cristalina, soluble y de accién breve. Es el Unico tipo de insulina que debe
administrarse por via intravenosa o mediante bombas de infusion.

o Accidn Intermedia: Las forman dos tipos de insulinas, una que tiene protamina y
zinc, y otras que estan mezcladas con una alta proporcion de zinc. La primera
tiene un inicio de accion retardado por la combinacion de insulina y protamina en
una proporcion aproximada de 10:1 en peso, lo cual involucra aproximadamente
seis moléculas de insulina por una de protamina, después de su inyeccion
subcutanea, las enzimas proteoliticas degradan la protamina para permitir la
absorcion de la insulina.

o Accién prolongada: En este grupo se encuentran las insulinas ultra-lentas y la
protamina-zinc. Las insulinas humanas de accion prolongada tienen un perfil
farmacodinamico diferente a sus similares de origen animal. La presencia de zinc
en la insulina humana aumenta su capacidad hidrofilica, lo que aumenta su

solubilidad y por lo tanto su absorcién a partir del tejido graso subcutaneo.
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Existen preparaciones premezcladas de insulina con el objetivo de emular los dos
componentes de la secrecion de insulina, estas consisten en una cantidad establecida
de insulina intermedia con un porcentaje de insulina regular. Otras preparaciones

consisten en una cantidad de insulina intermedia protamina con una proporcion de

lispro (16).

Aspart, lispro, Glulisina, Inhalada 4-5 h

Cristalina 68 h
NPH 8-16h
Nivdes Ultralenta 18-24 h

insulina
Plasma | Glargina y Detemir

Horas

Figura 3. Perfil farmacocinético de las insulinas. Bejarano-Roncancio J. J, Almaz-
Labarca J. C, Veloza-Naranjos A. L. Analogos de insulina: relevancia clinica

y perspectiva futura; 2011.
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Nombre Nombre Comienzo Duracioén
genérico comercial maximo
Aspart NovoRapid
— - 5-15 1 -2 horas 2 —4 horas Claro
: Glulisina Apidra )
Ultrarrapida minutos
Lispro Humalog
Humulin R
Rapidas Regular 30-60 2 —4 horas 5—7 horas Claro
Insuman R )
minutos
Novolin R
Humulin N
Intermedias 1-2horas 5—7 horas Hasta 24 Turbio
Insuman N
NPH horas
Novolin N
Detemir Levemir
Prolongadas - 1-2 horas No tiene Hasta 24 Claro
Glargina Lantus
horas
Humulin 70/30 30 - 60
Humanas _ minutos 2 -7 horas
Novolin 70/30 .
Mezclas Hasta 24 Turbio
Humolog 25 5-15 horas
Analogos . minutos 1 - 2 horas
g NovoMix 30
Tablal. Clasificacion de insulinas dependientes de la duraciéon de su accion

biolégica. Gonzales Ortiz M., Martinez Abundis E.: Las insulinas; 2001.
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En general las insulinas disponibles se encuentran en concentraciones de 100

unidades/ml (100 Ul) y se expenden en envases de 10 ml (16).

4.3.- Emulsion
Una emulsion puede definirse como una operacion de mezcla en la cual se consigue

combinar intimamente dos o mas sustancias que normalmente serian inmiscibles (17).

La emulsificacion se consigue dispersando una de las fases en forma de minlUsculas
gotas o glébulos de la otra fase. La sustancia que se desintegra de ese modo se
conoce como la fase dispersa, discontinua o interna, y la fase contraria se denomina
dispersante, continua o externa; ademas de determinar las dos fases principales se
suele afadir, en pequefias cantidades, otras sustancias conocidas como agentes

emulsionantes con el fin de estabilizar la emulsion (17).

Las emulsiones cuyos glébulos de la fase interna son muy pequefios, del orden de
0,0015 - 0,15 micras de diametro, se denominan microemulsiones. Tienen una
apariencia trasparente, y las gotas proporcionan un area de contacto muy grande y
buenas propiedades de penetracién. Son Utiles en la aplicacion de herbicidas y

pesticidas, administracion de medicamentos orales y por via intravenosa (18).

Si existe algln pequefio desequilibrio entre los grupos polares y apolares en las
moléculas de una sustancia, estas seran adsorbidas en la interfase entre las fases de la
emulsion, estas moléculas se colocaran alineadas en la interfase de forma que los
grupos polares se orientan hacia la fase acuosa y los apolares hacia la fase oleosa; al
recubrir de esta forma la interfase, las moléculas del emulsionante reducen la tension
interfacial entre ambas fases y forman una pelicula alrededor de las gotas de la fase
interna, estabilizandola (18).
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4.3.1.- Tipos de emulsion
Los tipos de emulsiones simples se pueden clasificar en:
- Emulsién de aceite en agua (O/W): las gotas de aceite estan dispersas en agua
- Emulsién de agua en aceite (W/O): las gotas de agua se encuentran dispersas

en aceite.

Receptor
— hidréfobo

Fase -
hidrofilica

Receptor
" hidrofilico

Aceite en agua
o/wW

Fase _ Receptor
hidrafabica ~ hidréfobo
Fase

hidrofilica ™

__ Receptor

Fase =~ hidrofilico

hidrofébica

Aceite en agua

Agua en aceite

Agua en aceite
w/o

Figura4. Tipos de emulsiones simples, aceite en agua (O/W)y agua en aceite
(W/0).

Cuando se mezclan por emulsificacion la fase hidrofilica y la hidrofoba se pueden lograr
dos tipos de emulsiones, puede ser la oleosa la que se disperse en la fase hidrofilica lo
gue produce una emulsién de aceite en agua, o puede ser la fase hidrofilica la que se

disperse en la fase hidréfoba produciendo una emulsién de agua en aceite (18).

Algunos sistemas de emulsiones mas complejos, llamados emulsiones complejas
trifasicas pueden ser de tipo:
- Emulsién de aceite en agua en aceite (O/W/O)

- Emulsién de agua en aceite en agua (W/O/W)
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Agua en aceite enagua Aceite en agua en aceite
w/o/w o/W/o

Figura5. Tipos de emulsiones complejas, agua en aceite en agua (W/O/W)
y aceite en agua en aceite (O/W/O).

4.3.2.- Emulsificante
Emulsificante es cualquier sustancia de superficie activa, que es capaz de adsorber a
una interfase de aceite en agua, creando una barrera entre el liquido atrapado dentro
de las gotas emulsificadas que ralentiza los mecanismos de desestebilizacion como la

agregacion, floculacién y coalescencia (19).

La capacidad emulsionante de un agente puede clasificarse segun el equilibrio hidréfilo-
lipofilo (HLB) de sus moléculas. El HLB se define como la razén entre el porcentaje
ponderado de los grupos hidrofilicos respecto al porcentaje ponderado de los grupos
hidrofébicos en las moléculas del agente emulsionante. Los valores HLB de los agentes
emulsionantes varian de 1 a 20. Los valores HLB bajos (3 — 6) fomentan la formacién
de emulsiones agua en aceite, mientras los agentes con valores alto (8 — 16) favorecen

la formacion de emulsiones del tipo aceite en agua (18).

4.4.- Polimeros

Los polimeros son compuestos macromoleculares en los cuales cadenas o redes de
pequefias unidades respectivas forman moléculas enormes. Los polimeros se sintetizan
mediante dos tipos principales de reacciones: reacciones de adicién y reacciones de
condensacion; los grupos funcionales presentes en los materiales iniciales determinan

gue tipo de reaccion se utiliza (20).
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Tipo de clasificacién

Oligéomeros

Descripcidn
Peso molecular inferior a 1500g/mol y longitud de cadena de 50A.

Hemicoloides

Peso molecular de 1500 — 5000g/mol y longitud de cadena de
50A — 500A.

Por tamano =
Mesocolides

Peso molecular entre 5000g/mol y 10000g/mol y longitud de
cadena de 500 — 2500A.

Eucoloides

Peso molecular mayor a 10000g/mol y longitud de cadena mayor
a 2500A.

(L@ ELTEICYE N CN B Homopolimeros

Todos los monémeros que lo constituyen son iguales

monémeros

Copolimeros Estan formados por dos 0 mas monémeros diferentes. A su vez
se clasifican en: copolimeros aleatorio, en bloques y de injerto.
Lineal Se repite siempre el mismo tipo de unién
Por su es‘:ructura de Con cadenas laterales unidas a la principal. Estos a su vez se
2 Ramificado clasifican en: en arbol o en estrella y dendrimeros
si se forman enlaces entre cadenas vecinas. Estos a su vez se
Entrecruzados | clasifican en: union directa y a través de una tercera molécula

Tabla2. Tipos de clasificacion de los polimeros. Atkins P., Jones L.: Principios de

quimica: Los caminos del descubrimiento; 2010.

Los polimeros derivados de las plantas han suscitado un enorme interés debido a sus
diversas aplicaciones farmacéuticas como diluyentes, aglutinantes, desintegrantes en
tabletas, espesantes en liquidos orales, coloidales protectores en suspensiones,

gelificantes en geles y bases en supositorios (21).

4.4.1.- Mucilago de linaza

La semilla de la linaza, es una pequeiia semilla ovalada y plana de lino (Linum
usitatissimum), el mucilago de la linaza se obtiene de dicha semilla. La goma de la
linaza comprende aproximadamente el 8 % del peso de la semilla y su rendimiento
depende de los regimenes de extraccion (22). Es un polisacarido heterogéneo soluble
en agua, compuesto de xilosa, arabinosa, glucosa, galactosa, acido galacturénico,

ramnosa Y fructuosa (23).

Este polisacarido aniconico tiene una carga negativa debido a la presencia de un grupo
carboxilo ionizado. La repulsion electrostatica intermolecular debida a homo-cargas
hace que las cadenas moleculares queden completamente extendidas e interpretadas

entre si, para formar reticulacién intermolecular que induce la gelificacion (22). Es un
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hidrocoloide con buena capacidad de retencién de agua, debido a su marcada
capacidad de hinchamiento y alta viscosidad en solucién acuosa. La presencia de
muchos oligosacéridos y polisacaridos en muchas sustancias imparte propiedades
muco-adhesivas y este mucilago es una rica fuente de polisacéaridos lo que le confiere

una notable capacidad de hinchamiento y alta viscosidad (24).

4.5.- Aceite de coco

El aceite de coco se deriva del nicleo de Cocos nucifera L., una planta tropical. Es un
liquido trasparente a temperatura ambiente que se compone principalmente de &cidos
grasos saturados (<91%) principalmente de cadena media (>51%) que son de facil
digestion y absorcion. Contiene mas del 50% de triglicéridos de cadena media (TG-CM)
gue se forman a partir del acido caprilico, acido laurico y acido miristico (25). Esto
favorece su absorcion intestinal, ya que los TG-CM se absorben con mayor rapidez y

mayor eficacia en comparacion con los triglicéridos de cadena larga (TAG-CL) (26).

Los TG-CM que contienen acidos caprico y caprilico son hidrolizados por las lipasas
gastricas, lingual e intestinal y rapidamente absorbidos, la masa molar es
suficientemente pequefia para que sean hidrosolubles por lo que se requieren menos
sales biliares para su digestion, no se re-esterifican en el enterocito y son trasportados
por la vena porta, pueden ingresar en las células de la mucosa intestinal en forma de
diglicéridos y monoglicéridos, los cuales son hidrolizados por la lipasa de la mucosa a
acidos grasos de cadena media (AGCM) y glicerol, los AGCM libres son unidos a

albumina y trasportados por via porta al higado (27).

Los &cidos grasos de cadena media tienen algunas propiedades funcionales y
nutricionales especificas que incluyen efectos antivirales, antibacterianos, antiplacas,

antiprotozoarios, cicatrizantes, antiinflamatorios entre otros (28).
Los procesos para la refinacion mas utilizados para el aceite de coco son la refinacion

guimica vy fisica, la refinacion fisica es la mas utilizada ya que no necesita hidréxido de

sodio el cual es utilizado en la refinacion quimica para neutralizar los acidos grasos
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libres, lo que evita la generacidén de jabdn y se evita la formacion de aguas residuales
con alto contenido de sulfatos y la pérdida de aceite neutro (26). EIl aceite de coco se
consume principalmente para fines comestibles y no comestibles como lo son productos

farmacéuticos, confiteria, panaderia, cocina y cosméticos (28).

4.6.- Digestion
4.6.1.- Digestiéon de hidratos de carbono
Los hidratos de carbono estan formados por carbono, hidrogeno y oxigeno, los

principales hidratos de carbono de la dieta se pueden clasificar en: monosacaridos,

disacaridos, oligosacéridos y polisacaridos.

La digestion de los hidratos de carbono inicia en la boca por accion de la amilasa salival
activa a un pH neutro o ligeramente alcalino, que degrada pequefas cantidades de
almidon (moléculas grandes formadas por cadenas rectas o ramificadas de moléculas
de azlcar que estan unidas entre si), esta enzima se inactiva en contacto con el acido
clorhidrico presente en el estdmago; el estbmago habitualmente se vacia antes de que
tenga lugar una digestion significativa de hidratos de carbono, después, en el intestino
delgado (donde se realiza la mayor parte de la digestiéon de hidratos de carbono), se
degrada por completo el almidén y dextrinas, por secrecion de la a-amilasa desde el
pancreas generando hidratos de carbono de menor peso molecular como dextrinas y
maltosa; asi mismo las enzimas de borde de cepillo en el intestino delgado como:
sacarasa donde su sustrato es la sacarosa para formar glucosa y fructuosa, a-
dextrinasa (isomaltasa) donde su sustrato es la dextrina (isomaltasa) y maltasa donde
Su sustrato es la maltosa para generar glucosa y lactasa donde su sustrato es la lactosa
para formar glucosa y galactosa, hidrolizan aun mas los disacéaridos y oligosacaridos
para la obtencion de monosacaridos (glucosa, galactosa y fructuosa) atraviesan las
células de la mucosa y pasan hacia el torrente sanguineo, a través de los capilares de
las vellosidades, desde donde son trasportados por la vena porta al higado en donde se

metabolizan o almacenan (27).
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Luz intestinal Luz intestinal

Almidon
Sacarosa Dextrinas Maltotriosa Maltosa Lactosa
FRUCTUOSA\- GLUCOSA . CALAFTOSA
7 .

Interior del enterocito Interior del enterocito

FRUCTUOSA GLUCOSA GALACTOSA

Figura 6. Tipos de transportadores de glucosa, fructuosay galactosa en el enterocito.
Kathleen Mahan L., Escott-Stump S., L. Raymond J.: Krause Dietoterapia,;
2013.

La glucosa y la galactosa se absorben por trasporte activo a concentraciones bajas, el
co-trasportador de glucosa (galactosa) es SGLT1. ElI GLUT2 es el principal
transportador, a mayores concentraciones, facilita el paso hacia el interior de la célula
intestinal. La fructuosa se absorbe mas lentamente con el trasportador GLUT5. Se
utiliza GLUT2 para transportar tanto glucosa como fructuosa a través de las membranas
de las células intestinales hacia la sangre (27). La glucosa se transporta desde el
higado hasta los tejidos, donde parte de la glucosa se metaboliza por medio de la
glucdlisis o se almacena en el higado o musculo en forma de glucogeno por medio de la
glucogénesis. La mayor parte de la fructuosa y galactosa se transporta a higado para

formar glucosa (27).
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4.6.2.- Digestion de lipidos
Los acidos grasos son cadenas hidrocarbonadas no ramificadas con un nimero par de
atomos de carbono, se clasifican segun el numero de atomos de carbono, nimero de

dobles enlaces y la posicion de los dobles enlaces en la cadena (27).

La digestion de los lipidos inicia en el estbmago por medio de la lipasa lingual y la lipasa
gastrica que degrada triglicéridos, continua en el intestino delgado (duodeno) en donde
se lleva a cabo la emulsion de grasas, por medio de la sales biliares (producidas en el
higado y almacenadas en la vesicula biliar) y el proceso mecanico de mezcla por
peristaltismo, liberando colesterol en donde la lipasa pancreatica unida con la colipasa
realizan degradacion de las moléculas de triacilgliceroles en monoglicéridos y acidos
grasos libres, los acidos grasos de cadena corta 0 media pasan directamente a torrente
sanguineo y los acidos grasos de cadena larga junto con el monoacilglicerol y el
colesterol producen micelas mixtas para facilitar la absorcion en las células de la
mucosa intestinal (enterocitos), estas a su vez atraviesan la membrana celular hasta
llegar al reticulo endoplasmico en donde los acidos grasos y los monoglicéridos se
resintetizan en triglicéridos y junto con colesterol, fosfolipidos y lipoproteinas forman
micelas que se incorporan a un quilomicrén, y a su vez, pasan a la circulacién
sanguinea por medio de los vasos linfaticos y una vez en el torrente sanguineo estos

quilomicrones captan apolipoproteinas E y C (15).
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Figura7. Absorcion de lipidos por la membrana de las microvellosidades del intestino
delgado. Kathleen Mahan L, Escott-Stump S, L. Raymond J. Krause
Dietoterapia. 13th ed.; 2013.

Los triglicéridos contenidos en los quilomicrones se descomponen principalmente en los
capilares del musculo esquelético, cardiaco y tejido adiposo, se degradan a &cidos
grasos libres y glicerol por intervencion de la lipoproteina lipasa. Los acidos grasos
libres resultantes pueden entrar a las células musculares, adipocitos (la mayoria de las
células pueden oxidar acidos grasos) o trasportarse por sangre y unirse a la albumina
para absorberse en las células. El glicerol es fosforilado por la glicerol cinasa hepéatica
para producir glicerol 3-fosfato que puede entrar en la glucdlisis o gluconeogénesis por

la oxidacion de dihidroxiacetona fosfato (15).
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4.6.3.- Digestion de proteinas
Las proteinas estan formadas por aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos y

los aminoacidos son &cidos carboxilicos con un grupo amino unido al carbon a (27).

COO" v

Carboxilo

HsN — C—H
-

Ca

R

Figura 8. Estructura quimica de los aminoéacidos.

La digestion de proteinas comienza en el estdbmago, donde algunas de las proteinas
son hidrolizadas para dar proteasas, peptonas y polipéptidos grandes. El pepsindgeno
inactivo se convierte en la enzima pepsina cuando entra en contacto con el acido
clorhidrico y con otras moléculas de pepsina, la principal funcién de la enzima pepsina
es digerir el colageno. La mayor digestion de las proteinas es en la porcion superior del
intestino delgado. El contacto del quimo y la mucosa intestinal estimula la liberacion de
enterocinasa que trasforma el tripsinbgeno pancreatico inactivo en tripsina activa
(principal enzima pancreatica que digiere proteinas). La tripsina, quimiotripsina y
carboxipeptidasa hidrolizan proteinas hasta formar polipéptidos pequefios vy
aminoacidos. Las peptidasas proteoliticas localizadas en el borde de cepillo también
actian sobre los polipétidos, escindiéndolos para dar aminoacidos, dipéptidos y
tripéptidos. Los productos finales de la digestion de proteinas se absorben en forma de
aminoacidos y de péptidos pequefios, se necesitan varios trasportadores para los
diferentes aminoacidos debido a la diferente polaridad, tamafio, y configuracién de
diferentes aminoacidos. EI transportador peptidico PEPT1 transporta grandes

cantidades de dipéptidos y tripéptidos hacia las células intestinales. Los péptidos y
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aminoacidos absorbidos son trasportados hasta el higado por medio de la vena porta

para su metabolismo y son liberados hacia la circulacion general (27).

4.7.- Modelo animal

El uso de animales como fuente de conocimientos experimentales tiene una larga
tradicion. Cuando la sacralidad del cuerpo humano era prohibida para la diseccién, eran
animales los que brindaban, por analogia, el conocimiento de sus entrafias al servicio
de la medicina. La estructura de las ciencias médicas seria inconcebible sin el empleo
de animales y sin su sometimiento a condiciones que la conciencia moral prohibe

imponer a seres humanos.

En la actualidad, las ciencias biomédicas obtienen informacion relevante de distintos
tipos de estudios experimentales. Los resultados de investigaciones con modelos
animales proporcionan informacién necesaria para disefiar pruebas humanas, las
mismas que deben cumplir para la aprobacién legal de nuevos dispositivos, farmacos y
procedimientos con caracter terapéutico y diagnostico (29). Los estudios con animales
son una obligacién en los codigos de ética para la investigacion biomédica, segun el
Codigo de Nuremberg “cualquier experimento hecho en seres humanos “debe estar
disefiado a partir de resultados de investigaciéon animal’ (30). La declaracion de Helsinki
(adoptada en 1964 por la Xl Asamblea Médica Mundial) también sefiala que la
investigacion médica en sujetos humanos “debe estar basada en pruebas de laboratorio

adecuadamente realizadas y en experimentacién animal” (31).

Existen suficientes similitudes anatomicas, fisiologicas, neurolégicas, bioquimicas,
farmacolégicas y de comportamiento entre seres humanos y animales como para
estudiar en ellos efectos biolégicos del desarrollo de enfermedades, efectos

terapéuticos y otras intervenciones (32).
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4.8.- Antecedentes

En 1982 Oppenheim y col. desarrollaron nanoparticulas de insulina para su
administracion oral, se probaron en un modelo animal y se pudo obtener una reduccién
de 15 — 20% del valor inicial en la glucosa sanguinea, pero su principal problema fue
gue estas nanoparticulas no protegian la insulina de la actividad proteolitica ocasionada
por las enzimas digestivas (33). Seis afios después en 1988 Damgé y col. desarrollaron
nanocapsulas a base de un polimero biocompatible y biodegradable que administraron
en ratas diabéticas por via intragastrica, se obtuvo una disminucion de glucosa en
ayunas en un 50 - 60%, el efecto aparecio 2 dias después de su administracion y se
prolongé durante 20 dias, pero en las ratas que se les administrd insulina no
encapsulada no hubo efecto en los niveles sanguineos de glucosa y la reduccion de
glucosa era la misma independientemente de la dosis, pero su duracion si dependia de

la dosis de insulina (34).

Schilling y Mitra en 1990 en su estudio sobre el trasporte de insulina en la mucosa
intestinal concluyeron que la permeabilidad de la insulina aument6 a través del duodeno
y yeyuno medio distal cuando se administraba a través de soluciones de micelas mixtas
de glicocolato de sodio y &cido linoleico (35). Asi mismo, en 1994 Moncrieff y col.
Obtuvieron una biodisponibilidad absoluta de 1.8% en yeyuno medio por la
administracion enteral de 10 Ulkg de insulina con glicocolato de sodio 30 mM y 40 mM
de &acido linoleico en perros (36). Un afio mas tarde, en 1995 Matsuzawua y col.
realizaron una emulsion W/O/W de insulina en donde la biodisponibilidad de la emulsion
respecto a la administracion intravenosa era de 1.03% en ileon y 0.75% en colon, el
efecto se debia a la promocion de la absorcion linfatica de la insulina y el aumento de la
superficie de la emulsion filtrada que facilita la actividad de la lipasa, liberando acidos
grasos, formando micelas mixtas juntos con las sales biliares, promoviendo la absorcion
(37).

En 1996 Ho y col. descubrieron que las microemulsiones con ésteres de acidos grasos

como emulsionantes y alcoholes de cadena corta como co-tensoactivos  son

adecuados para la administracién oral de insulina, ya que existe una mayor estabilidad,
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viscosidad y eficacia protectora en medio &cido (38). En ese mismo afio Takeuchi y col.
encontraron que en los liposomas recubiertos con quitosano tenian una mayor
adhesividad en funcién a la cantidad de quitosano en la superficie, en su estudio de
administracion instragastrica (24 Ulrata) en ratas normales se redujo la glucosa en
sangre basal 30 minutos después de su administracion en comparacion de los
liposomas no recubiertos donde el efecto hipoglucémico se mantuvo durante 12 horas,
su biodisponibilidad relativa con respecto a la inyeccion subcutanea de 5 Ul fue de 10%
y 1 Ul de insulina fue 5% (39). En su estudio realizado en 1999 sobre el mecanismo de
la encapsulacion de la insulina en nanocapsulas obtenidas por polimerizacion,
Aboubakar y col. concluyeron que el efecto biolégico de la insulina no se debe a la

interaccion quimica o incluso fisica entre el polimero y la insulina (6).
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V. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus es una realidad que genera millones de muertes anuales a nivel
mundial, incrementa los gastos en la economia de una nacién en materia de salud y
disminuye la esperanza de vida de una persona. En la actualidad las molestias
ocasionadas por el uso de insulina intravenosa, intramuscular o subcutanea son mas
frecuentes, esto afecta directamente la calidad de vida, por ello, es de gran importancia
el desarrollo de una alternativa oral, al ser un método menos invasivo se podria
incrementar el apego al tratamiento y asi mismo, podria generar una disminucién en

costos referentes a su administracion.

Estudios previos demuestran la viabilidad de la emulsificacion de proteinas incluida la
insulina. Por ello, una de las opciones para que la insulina pueda ser administrada
oralmente es la utilizacion de emulsiones que proteja dicha hormona de los procesos de
digestion, se logre su liberacién en el intestino para su absorcion y pueda utilizarse en
el metabolismo de la glucosa. Una vez dicho esto, se logré desarrollar un sistema de
nanoemulsiones a base de polimeros provenientes del mucilago de linaza, este sistema
ha presentado caracteristicas que sugieren su posible utilizacion en la proteccion de

proteinas.

Por ello, se llevd a cabo la investigacion de la nanoemulsion desarrollada con su
evaluacion in vivo, en un modelo animal para conocer sus efectos y responder a la
interrogante de su existente posibilidad en la aplicacion como método alternativo del
tratamiento insulinico en seres humanos. Con esto estaremos mas cerca de desarrollar
una alternativa farmacéutica para la administracion de la insulina, por consiguiente,
disminuir molestias, aumentar el apego al tratamiento y mejorar la calidad de vida de las

pacientes diabéticos.
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VI. OBJETIVOS

6.1.- Objetivo general
Evaluar la liberacion de insulina de un sistema de nanoemulsiones tipo W/O/W a base

de mucilago de linaza en un modelo de ratas Wistar diabéticas.

6.2.- Objetivos especificos
1. Desarrollo de una nanoemulsion a base de mucilago de linaza con resistencia a
pH.
2. Inducir diabetes tipo 1 en ratas macho Wistar.
3. Estandarizar la administracion via oral de la nanoemulsion de insulina a base de
polimeros en ratas diabéticas.
4. Evaluar los niveles de insulina presentes en la sangre de las ratas, asi como

medir sus niveles de glucosa sanguinea mediante el usos de glucometro.
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VIl. PREGUNTADE INVESTIGACION

¢La administracion por via oral de insulina mediante una nanoemulsion en un sistema
polimérico pH sensible a base de mucilago de linaza disminuye los niveles de glucosa

en sangre en un modelo de hiperglucemia en ratas?

7.1.- Hipotesis

Los niveles de glucosa en ratas Wistar diabéticas pueden ser reducidos con la

administracion oral de una nanoemulsién a base de un sistema polimérico pH sensible.
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VIl. METODOLOGIA

8.1.- Tipo de estudio

Experimental con enfoque cuantitativo

8.2.- Disefio metodoldgico

Correlacional, transversal

8.3.- Limites de espacio y tiempo

- Lugar: Bioterio de la Facultad de Medicina en la Universidad Autbnoma de San Luis
Potosi. El protocolo se sometié a consideracion en el comité de ética de la Facultad de
Enfermeria y Nutricién y fue aceptado en enero del 2017 con el registro CEIFE-2017-
201

- Tiempo: Enero 2017 — agosto 2017

8.4.- Muestra

El tamafio de la muestra se calculé con la siguiente formula:

N = (27 5 )2

Donde:

Z=1.96
7=0.1
5=0.07

N=7.84=8
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Se calculé una N= 8 para cada grupo experimental, solo se us6 una N=5 en dos grupos
experimentales, por protocolo, y una N= 10 en un grupo experimental con un total de

muestra de 20 ratas.

8.4.1.- Criterios de inclusion
e Ratas con certificado de salud y calidad
e Raza Wistar
e Machos
e Peso mayor de 150 g
En el momento del experimento:

e Ratas diabéticas con glucosa >180 mg/dI

8.4.2.- Criterios de exclusion
e Ratas sin certificado de salud y calidad
e Raza distinta a la Wistar
e Hembras
e Pesomenor 150 g
En el momento del experimento:

e Ratas no diabéticas o con glucosa <180 mg/dI

8.4.3.- Criterios de eliminacién

¢ Ratas muertas durante el periodo de diabetes
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8.5.- Variables

Variable Definicién textual Definicion operativa Tipo de variable
Glucosa en sangre | Concentracion de glucosa en sangre | Hiperglucemia= glucosa | Cuantitativa
durante el ayuno >180 mg/dl
Peso antes de la administracion de | Kilogramos de peso total | Cuantitativa
Estreptozotocina
Peso después de la administracion de la | Kilogramos de peso total | Cuantitativa
Peso Estreptozotocina y antes de Ila
administracion de la nanoemulsion
conteniendo 30 Ul de insulina en cada
dosis
Peso después de la administracion de la | Kilogramos de peso total | Cuantitativa

nanoemulsién con insulina y antes de la

eutanasia

Tabla3. Tipos de variables
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8.6.- Procedimientos

8.6.1.- Obtencidon del mucilago de la linaza
Se realizd la extraccion del mucilago de la linaza mediante calentamiento en base a la
metodologia de Yong Wang (2011). Utilizando semilla de linaza de proveedor local, lo
cual fue sometida a un proceso de coccién en agua, en donde 100 g de semilla de se
mezclé en 900 ml de agua destilada con agitacion constante (300 rpm) a 90 °C por 30
minutos. Posteriormente el mucilago se filird con una malla de tamafio 40. El filtrado
resultante se secé a una temperatura de 55 °C por 24 horas con agitacién constante,

finalmente el producto deshidratado se tritur6 con mortero hasta obtener un polvo.

8.6.2.- Preparacion de la nanoemulsion
Para la preparacion de 100 ml de la nanoemulsion mduiltiple (NeM) de tipo W/A/W se
llevé a cabo la primera fase que di6 lugar a la nanoemulsién simple (NeS) en donde se
calenté en un vaso de precipitado 26 g de aceite de coco a una temperatura maxima de
70 °C, una vez liquido se le afiadi6 emulsificante PGPR al 3% y después se le agrego 6
ml de insulina (glargina) disuelta en 0.4 ml de agua desionizada la mezcla se llevo al
ULTRA-TURRAX (T-25 basic marca IKA) a 13,500 rpm durante 20 segundos. El
producto resultante se pasé por un Nano DeBEE Laboratory Homogenizer (BEE
International, South Easton, USA) a una presién de 15,000 psi durante 38 segundos
dando como resultado una nanoemulsion (NeS) de tipo W/A libre de mucilago. Para la
segunda fase de NeM, la emulsion W/A antes preparada (NeS) se mezcldé con el
mucilago al 3% a una velocidad de 13,500 rpm durante 1 minuto; la mezcla resultante
se pasoO por el nanohomogenizador a una presion de 15,000 psi por 1 minuto y 30
segundos. La preparacion del mucilago al 3% se realizé disolviendo 2 g de mucilago de
linaza en polvo en 38 ml de agua desionizada y se mezclaron a 13,500 rpm/min durante

1 minuto.
8.6.3.- Andlisis de tamafio de particulas y polidispersion

Para el analisis de la polidispersién y homogeneidad de la nanoemulsion se utilizé un

Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instrument Inc., Southborough, MA). Los parametros
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para medir los indices de refraccién fueron de 1.44 y 1.33 utilizados para las gotas de
emulsion y dispersante (agua y aceite) respectivamente, constante dieléctrica de 2.9 y
viscosidad de 80 cp. Para identificar las concentraciones de emulsificante poliglicerol
del &cido polirricinoleico (PGPR) mas adecuadas, es decir con una menor polidispersion

se utilizaron 3 concentraciones de 1, 2 y 3%.

8.6.4.- Andlisis termogravimétrico
El analisis termogravimétrico se define como la técnica que mide la pérdida del peso de
una muestra frente al tiempo o la temperatura (40). El analisis se realizd en un TGA TA-
Q500 (TA instruments. New castle; Delawere; USA) con rango de temperatura desde
los 30 °C a los 600 °C con una rampa de velocidad de 10 °C/minuto en una atmdsfera
de nitrégeno. La muestra (=1 g) fue colocada en laminas de aluminio con capacidad de

1g,conuna n=2.

8.6.5.- Anéalisis microestructural
El analisis con microscopia permite observar la estructura de la emulsion (41). Se utilizo
un Microscopio de Polarizaciéon MOTIC BA-300 (Pol — Luz Polarizada) a un objetivo de
10x y 40x. Un gramo de cada una de las muestras fueron colocadas en un portaobjetos

el cual fue cubierto con un cubreobjetos hasta lograr un espesor 0.5 mm.

8.6.6.- Induccion de diabetes en ratas
El manejo de los animales se llevd acabo de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio (42) y con la aprobacién por parte del comité interno en la
Facultad de Enfermeria y Nutricion de la UASLP. Se utiliz6 un modelo de Diabetes
Mellitus tipo 1 en ratas Wistar macho con peso mayor a 150 g al momento de la
induccién de la diabetes. La seleccién de la cepa se debié a su amplio uso en la
investigacion relacionada con la Diabetes Mellitus. Segun la clasificacion de actividades
experimentales de acuerdo al grado de invasién, molestia o dafio producido sobre los

animales de laboratorio este trabajo de investigacion se considera de categoria B.

44



Las ratas se mantuvieron en jaulas individuales de acrilico con libre acceso de agua y
40 g/dia de alimento (consumo promedio de alimento por rata al dia). Al grupo
experimental de ratas se les indujo Diabetes Mellitus mediante la aplicacion del agente
oxidante para células [, Estreptozotocina (STZ). Se les someti6 a una ayuno de 12
horas previo a la aplicacion de una dosis intravenosa de STZ de 65 mg/kg de peso
diluida en 7 Ul de solucién salina estéril, mediante la aplicacion de una sonda en la
arteria caudal. Primero se pinché en la punta de la cola para tomar una muestra de
sangre periférica y analizar glucosa, enseguida se canaliz6 la arteria caudal y se le
administro la dosis de Estreptozotocina. Se hicieron mediciones de peso 6 dias a la
semana y cada 7 dias se realizaron mediciones de glucosa hasta obtener niveles de
glucemia >180 mg/dl; después se les administro la emulsion e inyeccion respectivas a
cada grupo experimental, se les tomaron muestras de sangre a los 0, 15, 45, 90 y 140
minutos después de su administracion y por Ultimo se extrajeron tejidos para su
donacién a otros trabajos de investigacion. Los animales no se expusieron a
radiaciones ionizantes ni agentes patdégenos, sin embargo, la STZ se considera un
producto de toxicidad tipo 3 segun la NOM-005-STPS-1998 (43), por lo cual su manejo
se realizd acorde a la normativa para proteger la seguridad de los participantes en el

estudio.

8.6.7.- Determinacion de glucosa en sangre
Se tomaron muestras de sangre, en ayuno de 12 horas, de la vena caudal de las ratas y
se analizaran con un glucémetro comercial (Accu-Chek Performa) y tiras reactivas de la
misma marca. Considerandose Diabetes Mellitus niveles de glucosa sanguinea >180

mg/dl.

8.6.8.- Preparacion de solucién fisiolégica
Se prepard solucidon fisiologica para su utilizacion en la extraccion y desecacion del
tejido a utilizar la cual se elaboré con:
e Solucién fisiolégica alta en glucosa: 135 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.17 mM
MgSO4, 1.15 mM KH2PO4, 1.1 mM CaCl2, 20 Mm HEPESy 20 mM Dextrosa.
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8.6.9.- Administracion via oral de emulsion
La administracion de la emulsién con insulina en el modelo animal fue por via

intragastrica, mediante la aplicacion de sonda.

8.6.10.- Toma de muestra de sangre.
Después de la administracion del tratamiento con la emulsion e inyeccion
respectivamente, se tomaron muestras de sangre (4 — 5 muestras) en diferentes
tiempos (0, 15, 45, 90 y 140 minutos) y de aproximadamente una gota para determinar

los niveles de glucosa.

8.6.11.- Induccidén de eutanasia
La dosis que se utilizO para anestesiar las ratas fue de 130 mg/kg de peso de
pentobarbital sédico intraperitoneal en cantidad suficiente para ocasionar eutanasia y
una vez obtenido los tejidos de interés, las ratas se sacrificaron, los 6rganos que no se
donaron a otras investigaciones asi como los cadaveres se desecharon mediante una

comparnia especializada en el servicio de desechos RPBI.

8.7.- Recursos Humanos y Materiales
8.7.1.- Recursos Humanos
e Tesista: PLN. Alejandra Rodriguez Fernandez
e Director: Dr. Jaime Reyes Hernandez
e Co-Director: Dra. Paola Algara Suarez

e Colaborador: MC. Concepcioén Lépez Padilla

8.7.2.- Recursos Materiales

- Glucometro - Catéter - Tiras reactivas para glucosa
- Material de diseccion - Jelcos - Cinta adhesiva
- Jeringas de tuberculina - Lancetas - Esponja de gasa
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IX.

CONSIDERACIONES ETICAS Y LEGALES

En funcién de que el estudio realizado requirié la experimentacion con un modelo

animal, se asegur6 el manejo mas adecuado en cuanto a manipulacion, cuidados y

método de sacrificio de los animales. El riesgo estimado para la investigacion fue de

categoria B. Asi mismo, se solicitd aprobacion por parte al Comité de Etica en

Investigacion de la Facultad de Enfermeria para la implementacion de dicho protocolo.

Las consideraciones éticas y legales se apegaran estrictamente a lo sefialado en la

Normal Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, Especificaciones técnicas para la

produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio (42), apéndices:

7/
°e

*
o

X/
L %4

4. Disposiciones generales.

4.4. Obtencién de animales. Todos los animales se adquirieron conforme a los
preceptos juridicos aplicables tanto a las instituciones como a los particulares
gue reciben o negocian con animales. Se promovié invariablemente que todas
las transacciones que involucren la adquisicion de animales se conduzcan
legalmente.

4.5. Certificado de salud y calidad

45.1. Todos los animales adquiridos por compra, donacion o intercambio
estuvieron acomparfados de documentos que establecieron las condiciones de
salud y calidad en que se produjeron, criaron y mantuvieron hasta antes de su
embarque o salida del lugar de origen.

4.7. Alimento. El alimento para todas las especies cumplié con las siguientes
caracteristicas: estar libre de aditivos, drogas, hormonas, antibiéticos, pesticidas
y contaminantes, estar dentro de su periodo de caducidad, almacenado en
bodegas o cuartos desinfectados, secos y ventilados, sobre tarimas o en
contenedores.

5.1.3.1. Alimentacién y provision de agua. El alimento se proporcion6 a libre
acceso o en forma restringida dependiendo de las necesidades de la cepa y de
los procedimientos experimentales. El alimento fue palatable, de una férmula
nutricional constante y certificada en cuanto a su composicion. En la tabla 4 se

describe la composicion general de un alimento para roedores de laboratorio en
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base seca para cubrir las necesidades de crecimiento, gestacion, lactacion y
mantenimiento. El agua fue potable y se suministré a libre acceso durante toda la

vida del animal.

ANIMAL | PROTEINA | GRASA | FIBRA | CENIZAS | CONSUMO | CONSUMO | VITAMINA
CRUDA CRUDA | CRUDA DIARIO DE | DIARIO DE c
% % % % ALIMENTO AGUA
Cobayo 17-25 4-11 12-16 7-9 25-30 g 12-15 0.25-1 mg/g
mi/100 g
Jerbo 15-24 4-11 4-6 6-8 10-15g 3-4 ml -
Hamster 16-24 4-11 3-6 5-8 7-18g 8-12 ml -
Rata 12-24 4-11 3-6 6-8 10-20 g 20-45 mi -
Ratdon 17-24 4-11 3-6 5-7 36g 3-7 ml -

Tabla4. Composicion bromatolégica requerida para un alimento de roedores de
laboratorio. NOM-062-ZO0-1999.

5.1.4. Cama y nido. Los roedores alojados en cajas con piso sélido tuvieron el
material de cama suficiente que garantiz6 la absorcion de su orina, excremento y
desperdicio de agua, favorecié su aislamiento térmico y construccion de nido.
Los materiales de cama se seleccionaron por su suavidad, capacidad de
absorcion, laxitud, ausencia de polvo y fragmentacion, asi como por la
constancia de su calidad, neutralidad quimica, inercia nutricional y carencia de
palatabilidad.

5.1.5. Agrupamiento de animales. Con excepcion de las indicaciones justificadas
ante el Comité, los roedores se alojaron en grupos, cuyo tamafio estuvo limitado
por las especificaciones de espacio del cuadro nimero 2. En ratones y cobayos
no deben alojarse mas de un macho con una hembra o varias hembras en
reproduccion.

5.1.6. Manipulacion e inmovilizacién. Las técnicas de sujecion, manipulacion e
inmovilizacion que se realizaron en el bioterio deben estuvieron acordes con los
principios humanitarios internacionales aceptados, aprobados por el Comité y
supervisadas por el Médico Veterinario responsable.

8.1. Analgesia y anestesia. El animal fue manejado con cuidado, pero con

firmeza, procurando la seguridad del personal que lo manipulaba. Se evitd la
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lucha y el estrés en todo momento, ya que la excitacion prolongada puede alterar
la circulacion y el estado metabdlico del individuo e inducir un estado de choque.
Previo a la anestesia los animales se sometieron a un periodo de ayuno
suficiente para vaciar el estbmago, con el fin de prevenir la regurgitacion o
aspiraciéon del contenido géastrico. Ademas, se redujo al minimo la perturbacién
emocional, la incomodidad y/o el sufrimiento experimentado por la persona que
llevé a cabo el procedimiento.

9. Eutanasia.

9.1. Objetivo: describir los procedimientos empleados para inducir de manera
humanitaria la muerte de los animales (eutanasia) empleados en la investigaciéon
cientifica, desarrollo tecnolégico e innovacién, pruebas de laboratorio y
ensefianza, con el propdsito de eliminar o disminuir al minimo el dolor y el estrés
previo y durante el procedimiento; para lograrlo cualquier técnica aplicada debe
causar en el animal: rapida inconsciencia, paro cardiaco y/o respiratorio y
pérdida de la funcién cerebral.

9.2.2.2. Criterios de eleccion para métodos de eutanasia. Depende de varios
factores, entre los que se destacan la naturaleza del estudio, la especie animal
involucrada y su numero. Dependiendo de la especie, el procedimiento debe ser
individual. Sin importar el tipo de grupo animal destinado para eutanasia se

establece que el procedimiento seleccionado debe cumplir invariablemente con

lo siguiente: Inducir la muerte sin producir signos de panico o ansiedad en los
sujetos. Inducir la inconsciencia de los animales en un tiempo minimo. Ser un
método confiable y reproducible. Ser seguro para el personal involucrado en su
uso. Poseer compatibilidad con los requerimientos y el propdsito del
estudio. Tener un impacto ambiental minimo. Ser a prueba de

fallas. Localizarse en un sitio apartado de los cuartos de animales.

9.2.2.3. La seleccién y aplicacion del método deben hacerse de acuerdo a los

altos principios éticos y de conciencia social.
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% 9.2.3.5. Después de aplicar eutanasia, es imperativo verificar la muerte del
animal confirmando la cesacion de los signos vitales y otros que, a juicio
profesional, se tomen en consideracién de acuerdo a la especie y al método de

eutanasia empleado.

Principios Eticos Internacionales para Investigacion Biomédica con Animales del
CIOMS (44):

o El avance del conocimiento, la proteccion de la salud y/o el bienestar de los

hombres y los animales requiere de la experimentacion con animales vivos.

o Siempre que sea apropiado usar métodos alternativos (3R’s).

o Realizar experimentacién en animales después de estudiar su importancia

para la salud humana y animal y para el avance del conocimiento biolégico.

o Seleccionar animales de especie y calidad apropiadas. Usar el minimo  nimero

requerido para obtener resultados cientificamente validos.

o Tratar a los animales como seres sensibles y considerar imperativo ético el

cuidado y uso adecuado, evitando o minimizando las molestias, la angustia vy

el dolor.

o Presumir siempre que los procedimientos dolorosos para el hombre  también

causaran dolor en otras especies vertebradas. Procedimientos que pueden
causar dolor o angustia momentanea o0 minima deben ser realizados con

sedacién, analgesia o anestesia. No realizar procedimientos quirdrgicos o

dolorosos en animales no anestesiados o paralizados con agentes quimicos.

o Al final de la experiencia, o en el momento apropiado, los animales que puedan

sufrir dolor crénico o severo, angustia, molestia o invalidez, que no puedan ser
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aliviados, deben ser sacrificados sin dolor.

o Los animales mantenidos con fines biomédicos, deben tener las mejores

condiciones de vida posibles, de preferencia con supervision de veterinarios con

experiencia en ciencia de animales de laboratorio.

Normal Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental. Salud
ambiental. Residuos peligrosos bioldgico-infecciosos. Clasificacion y especificaciones

de manejo (45), apéndices:

L X4

4. Clasificacion de los residuos peligrosos biolégico-infecciosos

X/
X4

4.3. Los patologicos

L)

X/
L %4

4.3.3. Los cadaveres y partes de animales que fueron inoculados con agentes

enteropatdgenos en centros de investigacion y bioterios.

% 4.5. Los objetos punzocortantes.

o
%

4.5.1. Los que han estado en contacto con humanos o animales o0 sus muestras
biolégicas durante el diagnéstico y tratamiento, Unicamente: tubos capilares,
navajas, lancetas, agujas de jeringas desechables, agujas hipodérmicas, de
sutura, de acupuntura y para tatuaje, bisturis y estiletes de catéter, excepto todo
material de vidrio roto utilizado en el laboratorio, el cual debera desinfectar o
esterilizar antes de ser dispuesto como residuo municipal.

RO

% 6. Manejo de residuos peligrosos biol6gico-infecciosos

/7

% 6.3. Almacenamiento
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TIFD DE RESIDUOS ESTADO FISHCZD ENVASADD I COLOR

4.1 Zangre Ligquidos Recipienies herméticos Reajia
4.2 Culthvos y cépas de Silidos Balsas di pelistilene Raja
agentes infeccictos
e e —

4.3 Pataldgicos Solidos Bolsas de polietileno Amarilla

Liquidos Redipienles hermiéticos Amarilla
4.4 Residuos nii Sdlidos I Bolsas de polistienc I Feazjoo
analdmicos

Liguides I Recpientes hermélicos I Fiajo
4.5 Objetos punzoconantes Silidos Recipienles rigides Faji

poliprepilenc

Tabla5. Almacenamiento de residuos peligrosos biologico-infecciosos.
NOM-087-ECOL SSA1-2002.

R

% 6.3.4. Los residuos patoldgicos, humanos o de animales (que no estén en formol)
deberan conservarse a una temperatura no mayor de 4°C (cuatro grados
Celsius), en las areas de patologia, 0 en almacenes temporales con sistemas de
refrigeracion o en refrigeradores en areas que designe el responsable del

establecimiento generador dentro del mismo.

Norma Oficial Mexicana NOM-005-STPS-1998, Relativa a las condiciones de seguridad

e higiene en los centros de trabajo para el manejo, transporte y almacenamiento de
sustancias quimicas peligrosas (43), apéndices:

% 9. Requisitos generales.

% 9.7. Se deben identificar los recipientes que contengan sustancias quimicas

peligrosas conforme a lo establecido en la NOM-114-STPS-1994 (46). 9.8 Los

recipientes con sustancias quimicas peligrosas deben permanecer cerrados

mientras no estén en uso.

X3

A

12. Requisitos de seguridad e higiene para el transporte y almacenamiento de

sustancias corrosivas, irritantes o toxicas 12.1 El almacenamiento de

sustancias corrosivas, irritantes o toxicas debe hacerse en recipientes

especfificos, de materiales compatibles con la sustancia de que se trate.

Norma Oficial Mexicana NOM-017-STPS-2008, Equipo de protecciéon personal.
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Seleccion, uso y manejo en los centros de trabajo (47).

Tabla6.

CLAVEY CLAVE Y EPP TIFO DE RIESGO EN FUNCION DE LA ACTIVIDAD DEL
REGION
AMATOMICA
Z) Ojos y cara ) Antecjos de A) Riesgo de proyeccion de particulas o liguidos. En caso de
proteccidn estar expuesto a redisciones, se utiizan anieojos de
E) GCoggles proteccdn contra la radiacion.
C)  Pantalla facial B) Riesgo de exposicion 8 vapores o humos que pudicran
0)  Careta para irritar los ojos o particulas mayores o & alta velocidad.
! suldadur:ﬂ C) Se utiliza también cuando se expone a la proyeccion de

E) (Gafas para soldadar

particulas en procesos tales como esmenlado 0 procesos
similares; para proteger ojos y cara.

0 Especifico para procesos de soldadura eléctrica.
E) Especifico para procesos con soldadura sutdgena.

4) Aparate En este tipe de productos es importante verificar las
respiratonio %) Respirsdor contra recomendaciones o especificaciones de proteccion del equipa,
particulas hecha por el fabricante del producto.

B) Respirador contra A) Proteccidn conira polvos o pariculas en el medio
GASES y VADOIES ambiente |aboral y que representan un riesgo a la salud
) Mascarila del trabajador.
desechable B) Proteccidn confra gases y vapores. Considerar gue hay
diferentes tipos de gases y vepores para los cuales
D) Equipo de gplican también oferentes tipos de respiradores,
ﬁpﬂﬂm incluyendo para gases o vapores tdxicos.

C) Mascarilla sencilla de proteccion contra potvos.

0) Se utliza cuando el tabajador enfra a  espacios
confinados o cuando um respirador o proporcions &
proteccidn requerida.

5} Extremidades En este fipo de productos es importante verificar las
superiores %) Guanies contra recomendaciones o especificaciones de los diferentes guantes

sustancies guimicas
B) Guantes dieléciricos
C) Guantes contra

existentes en el mercado, hecha por el fabricante del
producio. Su uso depends de los materiales o activided &
desarrollar.

A) Riesgo por exposicitn o contacto con sustancias guimicas

temperaturas .
fresm.
= a2 B) Proteccidn contra descargas elécticas. Considerar gue
D) Guantes son diferentes guanies dependiendo de proteccdn contra
E} Mangas alta o baja tensidn.

C) Riesgo por exposicidn &8 iemperaiuras bajas o altas.

Y Hay una gran variedad de guanies: tela, camaza, piel.
pvc, l&tes, entre otros. Dependiendo del tipo de proteccion
gue 5& requiere, actividades expuestas a corte, vidno, etc.

E} Se ufilizan cuando &s necesaro exiender |a proteccion de
|os guantes hasta los brazos.

&) Tronco A)  Mandil confra altas  |A) Riesgo por exposicion a altas iempersturas; cuando se
temperaturas puede tener condacio del cuerpo con algo que esté a alta

B) Mandil contra
sustancizs guimicas

C) Oweral

0O) Bata

E) Ropaconira
sustanciss
peligrosas

temperatura.

B) Riesgo por exposicidn & sustancizs quimicas commosivas:
cuando se puede tensr contacty del cuerpo con esbe Hipo
de sustancias.

C}

Extension de la proteccion en todo el cuerpo por posibée
exposicidn & susianciss o temperaturas. Considerar la
facilidad de quitarse la ropa lo mas pronto posible, cuando
se frate de sustancies comosivas.

0y Proteccidn generslmente usada en lshorstorios o
hospitales.

E) Es un equipd de proteccibn personal que protege cuerpa,
cabezs, brazos, piemas ples, cubre vy  protege
completamente el cusnpo humano ante |3 expoaicion &
sustancias altaments téxicas o comoaives.

Determinacion del equipo de proteccion personal. NOM-017-STPS-2008.
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Norma  Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005, Que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y los listados de los
residuos peligrosos (48).

RESIDUG

LESTA EMEL
LIETADD 17
ANEXD 1

N

&l
LESTA ENEL
LISTADD %

e RESIDUD PELIGROSO

e

NOM-004-5EMARNAT- 20602

gi
HOM-13%-SEMARNAT- 2000

M- 36 SEMARNATIEE- 2003

‘—|_._‘_._._|—'—'-'_'___‘_‘-"

EEB LoD O
IBEGLIDOY

TEE BIFENILD
POLICLORADD
(BPC)?

HOM-141-SEMARNAT- 2003

-\_._____._:—'"_'_._-_‘_‘_"

B) MARIFESTACION
FOR

DEFINIC 0K DE LAS
CARACTERISTICAS DE CONOCIMIENTD

FELIGROSIDAD nlEEwTEiEFL%?.na
EMFIRICA
# 1 ) k1]

h * *
S CARACTER- TIENE CONTIENE ALGON DECLARACION
EACICH O CARACTERIETICAS CONBTITUVENTE LE NO

CRETE CRETIA TaXICO PELIGROSIDAD

&i

ES TOXICO
AMBIEMTALT 7.8
HO
KO EE RESIDUD
PELIGROED

Figura9. Diagramade flujo del procedimiento para identificar la peligrosidad de un
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residuo. NOM-052-SEMARNAT-2005.

30568-43%-1 A2213/Etanimidotiolcs dcido,  2-(Dimetilaming)-n-hidrosi-2-om0mo-, (Tt) T304

el &ster
75-36-5 Acetilo, cloruro de (C,R,TH) TO0G
98-86-2 Acelafenonal -Fenil-etanona (Tt Too4
B7-54-1 Acelona (1.TH) Tooz
75-05-8 Aceloninlo'2-Propanona (1.Tt) TOO3
78-06-1 AcrilamidalZ-Propenamida (Tt) TOO7
T9-10-7 Acrilico Acido/2-Propencico acido (1.Tt) TOo&
107-1341 Acrilonitrilof2-Propennitrilo (Tt) TODS
B80-15-8 alfa alfa-Dimetil bencilhidroperdxido (R, Tt) TO96
134-32-7 alfa-Maftilaminal1-Maftalenamina (Tt) T167
61-82-5 Amitrol1H-1,2 4-Triazol-3-amina (Tt) TO11
B2-53-3 Anilina/Bencenamina (1. TH) TO12
492-80-8 Auramina (Tt TO14

Tabla7. Clasificacion de residuos peligrosos resultado del desecho de productos
guimicos fuera de especificaciones o caducos (toxicos cronicos).
NOM-052-SEMARNAT-2005.

Caracteristicas Cédigo de Peligrosidad de los Residuos (CPR)
Cormosividad C
Reactividad R
Explosividad E
Toxicidad T
Amblental Te
Aguda Th
[Crénica T |
Inflamabilidad |
Bioldgico-Infecciozso B

Tabla8. Cadigos de peligrosidad de los residuos (CPR).
NOM-052-SEMARNAT-2005.



X. RESULTADOSY DISCUSION

10.1.- Evaluacioén de la distribucién de particulas y el grado de polidispersién en
la nanoemulsion

La evaluacion de particulas resulta de suma importancia debido a que un analisis del
nivel de homogeneidad de las emulsiones y el tamafio de sus unidades es decir sus
particulas, nos permitira definir el nivel de estabilidad de la emulsién asi como el
impacto en la capacidad de absorcion. De acuerdo con algunos autores como Schramm
(2005) entre mas pequefio sea el tamafio de las particulas/gotas la posibilidad de que
estas se absorban en el intestino es mayor. Lo anterior facilitaria la insercion de insulina
dentro del torrente sanguineo para su accionar sobre la glucosa. Por otro lado, la
polidispersion indica si existe una mayor 0 menor variacion del tamafio de las particulas
dentro de una emulsién, lo que da lugar a la homogeneidad de un sistema. Si la
variacion del tamafio de particulas es elevada, las particulas de mayor tamafio tienen
menores posibilidades de absorcion en el intestino, por lo que la cantidad de sustancia
0 emulsion que se absorba en el intestino sera menor; entre menor sea la variacion del
tamafio de las particulas (polidispersion) mayor homogeneidad habrd dentro de la
emulsion, por lo tanto se absorberd una mayor cantidad de la sustancia bioactiva (ej.,
insulina) (40).

Por otro lado el uso de emulsificante permite la incorporacion o interaccion entre dos
sustancias lipofilicas e hidrofilicas. El PGPR es un emulsificante de tipo poliglicerol, por
lo general se utiliza para reducir el valor de rendimiento en la produccion de chocolate
(49). Tiene la capacidad de disolverse en compuestos polares o0 no polares ya que es
una molécula con “cabeza” hidrdfila (afinidad por el agua) y “cola” lipéfila (afinidad a los
aceites), pero en general, este tipo de emulsificante tiene una mayor afinidad lipéfila
(50). Utilizar un emulsificante de tipo lipofilico o lipéfilo hara formar una emulsién de
agua en aceite (W/O), donde el aceite es la fase continua o dispersante (mayor
cantidad) y el agua es la fase dispersa o discontinua (menor cantidad), es lo mas

conveniente ya que tiene la capacidad de mantener una mayor estabilidad debido a su
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alta afinidad a compuestos lipofilicos (Garti y Aserin, 1996). En la figura 10 se puede
observar que el tamafio promedio de las particulas de la emulsion simple (Ac. de coco-
Insulina), varia conforme a la cantidad del emulsificante; con emulsificante PGPR al 1%
se obtiene un tamafio promedio de particulas de 791 nm, con 2% un tamafio de 652 nm
y con 3% un tamafio de 502 nm. Por lo tanto la concentracion de 3% nos proporciona
un tamafio mas adecuado para facilitar una mayor absorcion. Asi mismo, el area bajo
la curva de la figura 10, en donde se muestra la emulsién simple (NeS) (emulsién libre
de mucilago) a diferentes concentraciones de PGPR, nos indica que la polidispersion
de la emulsién con concentracion de 1% de PGPR es mayor, seguida de la emulsion

con 2% de PGPR y por ultimo la emulsidon con 3%.

502nm

— 1% PGPR

— 2%PGPR
— 3% PGPR

791nm

Intensidad (%)
~

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Tamafo (nm)

Figura 10. Tamafo de particulas de la emulsion simple (Ac. de coco-Insulina) en

diferentes concentraciones de emulsificante PGPR.

Los resultados de la grafica mostrada en la figura 10 indican que entre mayor sea la
concentracion de PGPR en la emulsion menor sera el tamafio de gota y la
polidispersion. McClements y col. (2007) referian que se pueden producir gotas mas

pequeiias y disminuir la polidispersiéon en una emulsion al aumentar la intensidad o

57



duracion de la homogenizacion o aumentando la concentracion del emulsificante
utilizado. En base a estos resultados para el desarrollo de la emulsion mudltiple
compuesta por mucilago, aceite de coco e insulina se opté por utlizar una
concentracion del 3% de emulsificante PGPR en su preparacién, ya que entre menor
sea el tamafio de las particulas las probabilidades de absorcion aumentan. Los

resultados pueden ser observados en la figura 11.

70

60 r 357nm

50 +

40

Intensidad (%)

0] 0519

-10

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Tamario (d.nm)

Figurall. Tamafo de particulas y polidispersion de la emulsién multiple
(Mucilago-Ac. de coco-Emulsificante al 3%-Insulina).

En emulsiones multiples o dobles de tipo agua en aceite en agua (W/O/W) se
recomienda utilizar un emulsificante de tipo lipofilico para la primer fase (W/O) y un
emulsificante de tipo hidrofilico para la segunda fase (W/O/W) esto con el fin de evitar
romper las gotas formadas y mantener la estabilidad (Kosegarten y Jiménez, 2012), sin
embargo, para la preparacion de la emulsion mdltiple NeM se utilizd solo el
emulsificante PGPR para la estabilidad de la primera fase (Ac. de coco-Insulina) y

durante la segunda fase de la emulsién, al agregar el mucilago de la linaza, se logro
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mantener la estabilizacion de la emulsion final (NeM) y se dedujo que el mucilago

cumplia con las funciones de un emulsificante de tipo hidrofilico.

Zuo y col. (2013) obtuvieron comprimidos de fenofibratos a partir de nanosupensiones
de principio activo, con tamafios de particula de 606 nm, los perfiles de disolucién de
estos fenofibratos mostraron un incremento en la velocidad de disolucion con la
disminucion del tamafio de particula a escalas nanométricas. La figura 11 muestra que
el tamafio promedio de las particulas de la emulsion mdltiple (NeM) es de 357 nm y que
la polidispersion promedio es de 0.519, los cuales son buenos indicadores para que las
posibilidades de absorcién, de las particulas de NeM se incrementen. Los valores de
indice de polidispersividad mas cercanos a 0 indican una mayor homogeneidad (Salvia,
et. al., 2015). Una ventaja de un tamafio de particulas nanométrico es que poseen una
alta adhesividad a las membranas biologicas asi como un incremento en la velocidad
de disolucion permitiendo una disponibilidad casi completa del principio activo disuelto

en el sitio de absorcién (Xu, et. al., 2012).
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10.2.- Andlisis termogravimétrico (TGA)

La figura 12 muestra los resultados de termogravimetria de los componentes
individuales de la emulsion (NeS y NeM), donde se puede observar que el mucilago de
la linaza al 3% se encuentra a una temperatura de degradacion de 257 °C, el aceite de
coco a una temperatura de 350 °C, el emulsificante (PGPR) a una temperatura de 350
°C y la insulina (glargina) a una temperatura de 159 °C. Aunque no se encontraron
estudios sobre termogravimetria de la insulina, Huus y col. (2005) encontraron que en
andlisis de DSC la insulina aparecia gradualmente a los 100 — 110 °C. Debido a que la
temperatura de degradacién del agua es menor que la de componentes mas
estructurados como lo son las proteinas (ej. la insulina), carbohidratos (ej. mucilago de
linaza) y lipidos (ej. aceite de coco y emulsificante), en algunas gréficas de la figura 12
(inciso A) mucilago al 3% e inciso D) insulina glargina) y 13 se observa un primer pico,

a los 100 °C aproximadamente, que dan lugar al agua.

En NeS y NeM (figura 13 y 14) se puede identificar la presencia de sus componentes
gque son Ac. de coco-PGPR-Insulina y Mucilago-Ac. de coco-PGPR-Insulina,
respectivamente, en comparacion con las temperaturas de degradacion que se
presentan en la figura 12, lo que significa que el proceso de homogenizacién por
presion que se utilizdé para su elaboracion no afecté de manera directa y cabe destacar
gue es un buen indicador para garantizar su presencia al momento de la administracion

en el modelo de diabetes in vivo.
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Figura 14. lIdentificacién y comparacion de los componentes de la emulsion simple

(NeS) y emulsion multiple (NeM).
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En la figura 14 se logra apreciar que en la emulsion simple (NeS) solo existen dos picos
prominentes que dan lugar a la insulina (159 °C), el aceite de coco y el emulsificante
(350 °C) respectivamente. El aceite de coco y el emulsificante al ser de origen lipidico
se logran apreciar a temperaturas similares por lo que en la grafica solo se observa un
pico a los 350 °C. En la emulsién mdltiple (NeM) se observa que existen tres picos
prominentes que dan lugar a la insulina (159 °C), el mucilago (257 °C), el aceite de coco
y el emulsificante (350 °C). El agua se logra apreciar en el primer pico de ambas
emulsiones, debido a que su temperatura de degradaciéon es menor en comparacion
con componentes como las proteinas (ej. insulina), carbohidratos (ej. linaza) y lipidos

(ej. aceite de coco y emulsificante PGPR).
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10.3.- Andlisis microestructural

En la figura 15 se pueden analizar las imagenes al microscopio de la emulsion multiple
(NeM); en donde a un objetivo de 10x se puede observar la homogeneidad de la
emulsion al apreciarse una mayor cantidad de gotas del mismo tamafio o diametro (357
nm). En la imagen a un objetivo de 40x se observan los diferentes tamafios de gota que
contienen la emulsion, asi mismo se puede observar que, aun que varian los tamafios
(didmetro), predominan las gotas con tamafio aproximado de 357 nm.

A)

Figura 15. Imagenes al microscopio de la emulsion mdaltiple. A) a un objetivo de 40x.
B) a un objetivo de 10x.
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10.4.- Andlisis IN vivo

Un analisis in vivo permite entender el comportamiento de determinada sustancia o

compuesto en un organismo vivo. Da a conocer informacion a mayor detalle y permite

ver la factibilidad de su uso en la poblacion, todo esto con el fin de tener un precedente

en base a un fundamento cientifico positivo que indique su posible empleo en el

siguiente nivel experimental que seria un andlisis en seres humanos con las

caracteristicas requeridas para dicho estudio (31). Para lo anterior se tiene que generar

un modelo adecuado para probar los medicamentos o las sustancias bioactivas que se

desean probar. Para el presente estudio se generdo un modelo de diabetes tipo 1 que

permitié evaluar in vivo las nanoemulsiones desarrolladas.

10.4.1.- Obtencion del modelo de diabetes mellitus tipo 1

Dosis de

Ratas

Ratas experimentales

STZ CUUEIRN Emulsion simple | Emulsién multiple
1 dosis - - 6
2 dosis - 4 4
3 dosis 5 1 -
N= 5 5 10

Tabla9. Resultados del numero de dosis de Estreptozotocina (STZ) al total de ratas,

a través de canalizacion de la arteria caudal.
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7

Figura16. Induccién de diabetes en rata con Figural7. Toma de muestrade sangre para la

STZ por canalizacion en arteria caudal medicion de glucosa sanguinea.
En la tabla 9 se presentan el nUmero de dosis de Estreptozotocina (STZ) que se
necesitaron para la obtencion del modelo de diabetes tipo 1 (figura 17), se puede
observar que algunas ratas necesitaron mas de una dosis, esto debido a que la
respuesta al farmaco puede llegar a variar en cada una de ellas, por ser un organismo
vivo Unico y autbnomo. Se observaron signos caracteristicos de la enfermedad como

sed intensa y pelaje con coloracion amarilla.

Peso (g) del dia de llegada 186 + 16
N= 20

Peso (g) al momento del sacrificio 249 + 44
N= 20

Glucosa (mg/dl) el dia de la induccion 82+12
N= 20

Glucosa (mg/dl) el dia de la experimentacién 377 £ 114
N= 20

Tabla10. Resultados de peso (g) al momento de llegada al bioterio, peso (g) al
momento del sacrificio, glucosa (mg/dl) del dia de la inducciény

glucosa (mg/dl) del dia de la experimentacion del total de las ratas.
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En la tabla 10 se muestran los resultados del peso del dia de llegada al bioterio y del
peso del dia del sacrificio del total de las ratas. Se puede apreciar que el total de la
muestra presentd un aumento de peso gradual después de la administracion de la
droga (STZ), sin embargo este resultado parece estar contrapuesto con los resultados
de otros estudios como los de Gutiérrez y col. (2000) y Kim y col. (2015). En los
reportes de investigaciones similares indican que el efecto esperado para una
dosificacion de STZ seria que el peso disminuyera a causa de la diabetes, incluso con
dieta controlada (aproximadamente 40 g/dia de alimento). El dato de reduccion en peso
solo es un indicativo de presencia de diabetes. Sin embargo la variable con mayor
importancia en el estudio es la glucosa sanguinea, y como se observa (tabla 10) todas
las ratas presentaron niveles mayores a 180 mg/dl de glucosa sanguinea al momento
de iniciar la experimentacion. En la figura 18 se observa la manera en que se midio la
glucosa sanguinea en el total de la muestra, siendo asi, muestreos antes de la
induccién de la diabetes (tiempo cero), antes y después (15, 45, 90 y 140 minutos) de la

inyeccién de la insulina y la administracién de la emulsién.

Ratas Ratas experimentales
LB Eruision | Emulsion multiple
Inicio de la experimentacion simple Dosis 1 | Dosis 2
N=| 5 5 10 8
Final de la experimentacion
N= 8 7
N= 7

Tablal1ll. Resultados del total de muestra al final de la experimentacion.

El resultado del total de las ratas al final de la experimentacién fue de una N=17, como
se puede observar en la tabla 11 durante la administracion de la emulsion mditiple tres
ratas murieron debido a un mala manipulacion durante la administracion de la emulsion

y por el estado de gravedad de la enfermedad.
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10.4.2.- Analisis del efecto de dos tipos de nanoemulsiones.
El comportamiento de una inyeccion intramuscular de 30 Ul de insulina glargina (figura
19), en una muestra de 5 ratas, se puede observar que al minuto 45 comienzan a
disminuir los niveles de glucosa, seguido de una disminucién gradual a los 90 y 140
minutos, esto nos indica que entre el minuto 15 y el minuto 45 es cuando se empiezan
a observar efectos positivos (disminucion de glucosa) de una inyeccion de 30 Ul de
insulina glargina en ratas diabéticas.
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Figura18. Glucosa sanguinea en ratas diabéticas con inyeccién intramuscular de
30 UI de insulina glargina, a los 0, 15, 45, 90 y 140 minutos después de
su administracion.

En estudios previos sobre encapsulacion (Michel et. al., 1991), uso de liposomas (Patel
y Ryman, 1976) y emulsificacion (Matsuzawa et. al., 1995) se encontré que utilizaban
entre 100 Ulkg y 20 Ulrata de insulina por muestra, por lo que se opt6 en utilizar 30 Ul
de insulina glargina para ver si se podia obtener efectos en la menor cantidad de tiempo
posible, asi como se desconocia si durante el proceso de homogenizacion a presion,

las altas temperaturas desnaturalizarian el componente proteico, impidiendo asi su
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funcién; gracias a los analisis termogravimétricos previos (figuras 13, 14 y 15) se logré
identificar la presencia de la insulina en la emulsion (NeS y NeM) previo a su

administracion oral.

Zona de
_inyeccién
tramuscular

Figura19. Inyeccion intramuscular de insulina Figura20. Administracion de emulsion (NeS'y
glargina en ratas control. NeM) en ratas experimentales.
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Figura21l. Resultados de la diferencia entre glucosa final (140 minutos) — glucosa inicial
(0 minutos) de ratas diabéticas con dosis 1 y 2 de emulsion multiple (NeM).
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Media Desviacion N

Estandar
Dosis 1 74 101 7
Dosis 2 106 77 7

Tablal1l2. Media, desviacion estandar y valor de N de las dosis de la emulsién mdltiple.

Aungue estadisticamente no existe diferencia significativa (p=0.51) entre las dosis, en la
figura 21 y tabla 12 (diferencia entre glucosa final menos la glucosa inicial) se puede
observar que en una primer dosis de NeM en comparacion con una segunda dosis de la
misma cantidad (5 ml) existe una mayor disminucién de glucosa sanguinea, esto puede
deberse a que la segunda dosis se administrO una semana después que la primera,
cuando la enfermedad ya estaba mas avanzada y los niveles de glucosa mas elevados;
en el tratamiento con insulina las dosis administradas por lo general se fijan en base a
la gravedad de la enfermedad, en este caso la cantidad de insulina administrada en la
nanoemulsién fue la misma (30 Ul) en ambas dosis, por lo que en la segunda dosis
posiblemente se necesitara una dosis mas alta de insulina debido a lo avanzado de la

enfermedad.

En las ratas con disminucion de glucosa después de la toma de la muestra (NeM)
suponen que la insulina logro traspasar los efectos de la digestion gracias a que el
mucilago de la linaza tolera un pH acido (pH de 2), protegiendo la insulina de la acidez
presente en el estbmago, y se desnaturaliza a un pH neutro o basico (pH de 7),
permitiendo la liberacion de la insulina encapsulada por el aceite de coco, en el
intestino, asi mismo, el aceite de coco favorecio la absorcion de la insulina al contener
TGCM que son facilmente absorbidos y digeridos en el intestino (Escott, et. al., 2013).
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Figura22. Resultados de la diferencia entre glucosa final (140 minutos) — glucosa
Inicial (O minutos) en ratas diabéticas control, con emulsion simple (ReS)

y con emulsion multiple (ReM).

Media Desviacion [\

=S ELETY
ReS 95 77 4
Control -220 38 5
ReM 74 101 7

Tabla13. Media, desviacion estandar y valor de N de grupos ReS, control y ReM.

En los resultados (figura 22 y tabla 13) de la administracion en ratas diabéticas ReS y
ReM en comparacion con las ratas diabéticas control (inyecciéon de 30 Ul de insulina
glargina) se observd que no existe efecto en la disminucion de glucosa sanguinea en
ratas con emulsion multiple y emulsién simple, debido a que p= <0.001 entre el grupo
control y los grupos experimentales (ReS y ReM) en el analisis de la prueba de
comparaciones multiples de Turke's. Sin embargo, si existe diferencia, aunque no

significativa, en la disminucion de los niveles de glucosa entre ReS y ReM. Algunos de

71



los factores que durante la experimentacion pudieron afectar son; en la emulsién simple
(NeS) puede deberse a la ausencia del mucilago de la linaza en la preparacion, que es
administrado en la emulsién mdtiple para cumplir la funcion de proteccion en su paso
por la acidez presente en el estdmago, lo que refiere que gran parte de la insulina fuera
desnaturalizada en su paso por el sistema gastrointestinal. En la emulsion mditiple
(NeM) es posible que la dosis de insulina no fuera la suficiente debido a que, al
momento de la administracién de la emulsion, los pesos (g) de las ratas eran variados y
superiores a su peso inicial debido al efecto de la droga (STZ) sobre su peso; tal vez los
tiempos sugeridos para las tomas de muestras sanguineas no fueron suficientes, ya
gue solo se tomaron 4 muestras después de la nanoemulsién (NeM) siendo la dltima a
los 140 minutos después de la administracion oral; las cantidades o dosis de STZ para
la induccion de diabetes pudieran interferir en el efecto de la insulina, se administré en
algunas ratas dosis dobles o triples de STZ debido a que no se lograba un efecto

glucémico elevado en ellas.

Otros de los posibles factores para que no se llevara a cabo un efecto, es que el
mucilago no lograra proteger a la insulina de la accion enzimatica (enzimas
proteoliticas) presente en el esttmago debido a una destruccion de su capa protectora
(mucilago de la linaza); la linaza al contener, en su mayoria, carbohidratos es
susceptible a sufrir digestion en la cavidad oral, estbmago y en su mayoria en intestino
delgado (27); o que la insulina al liberarse y absorberse en el intestino delgado, con
ayuda del aceite de coco, no lograra separarse del componente que los unia, el
emulsificante PGPR, impidiendo asi el cumplimiento de sus funciones en el organismo;
las proteinas al utilizarse en la preparacion de emulsiones genera que el sistema se
vuelva altamente complejo, debido a la coalescencia entre las sustancias, ocasiona por
el aumento de energia al fusionar las fases, a menos que se establezca una barrera de
energia que evite la coalescencia como la adiciébn de moléculas que son parcialmente
solubles en ambas fases (ej. emulsificante) aunque en ocasiones la sustancia utilizada

puede generar una fuerte unién con el componente proteico (51).
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XI.  CONCLUSION

Se logré la obtencion de una nanoemulsion de tipo W/O/W (NeM) a base de mucilago
de linaza, aceite de coco, emulsificante e insulina glargina, en donde se observd que
una concentracion de emulsificante PGPR al 3% disminuia el tamafio de las particulas y
la polidispersion generando una emulsién mas homogénea. Durante el desarrollo de la
emulsién mditiple (NeM), con la aplicacion de mucilago de la linaza se observd que
dicho compuesto insinuaba cumplir las funciones de un emulsificante de tipo hidrofilico,
al obtener una emulsion homogénea con una polidispersion de 0.519 y una tamafo de
particulas de 357 nm. Asi mismo, durante el andlisis de termogravimetria se logré
identificar los componentes individuales de cada emulsion (NeS y NeM) en donde el
mucilago se identificé a una temperatura de degradacién de 257 °C, el aceite de coco a
una temperatura de 350 °C, el emulsificante (PGPR) a una temperatura de 350 °C, y la
insulina (glargina) a una temperatura de 159 °C, por lo que las altas temperaturas del

proceso de homogenizacion por presion no eliminaron sus componentes individuales.

En el modelo de diabetes tipo 1 en ratas Wistar, se logré la induccién del 100% de la
muestra al momento de la experimentacion, con niveles de glucosa sanguinea mayores

a los 180 mg/dl, mediante la administracion de 60 mg/kg de Estreptozotocina (STZ).

Durante la experimentacion se observd que en el grupo control (ratas con inyeccion
intramuscular de 30 Ul de insulina glargina) los niveles de glucosa sanguinea
disminuian a los 45 minutos después de la inyeccion insulinica. En la administracion de
la emulsion simple (NeS) y emulsion multiple (NeM) no se lograron resultados
estadisticamente significativos, sin embargo existe una mayor diminucion de glucosa
con la administracion de NeM asi como una mayor disminucién de glucosa en una
primer dosis de la misma. Algunos factores que podrian estar involucrados en el déficit
de la respuesta esperada es el aumento gradual del peso corporal de las ratas después
de la administracion de la droga, que la dosis de insulina no fuera la suficiente, que el
mucilago no lograra proteger la insulina de la accién enzimatica del estbmago o que la

insulina no lograra separarse del emulsificante después de ser absorbida en el intestino.
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XIl.  CONSIDERACIONES Y RECOMENDACIONES

Debido al tiempo con el que se contd en el presente trabajo de investigacién, y al
presupuesto final, no se logré el cumplimiento del objetivo sobre la evaluacién de los
niveles de insulina en sangre de las ratas diabéticas, por lo que se recomienda

continuar con el trabajo.

Durante la induccion del modelo de diabetes se debe cuidar con mayor rigurosidad la
droga (STZ), mantenerla en congelacion y cubierta en su totalidad, asi como al
momento de pesar la dosis y en el momento de su preparacion antes de su
administracion; cuidar que la droga este el menos tiempo en contacto con la luz y a
temperatura ambiente. Asi como tener criterios de inclusion mas rigurosos para tener

una muestra lo mas homogénea posible.
Se recomienda utilizar una dosis mas alta de insulina en la preparacion de la

nanoemulsiéon y analizar los niveles de insulina en sangre asi como determinar un peffil

farmacéutico.

74



XIII.

10.

11.

REFERENCIAS

Kaufer-Horwitz M, Pérez-Lizaur AB, Arroyo P. Nutriologia Médica. 4th ed. México:
Editorial Médica Panamericana S. A.de C. V.; 2015. 668 y 672.

Toledo Enriquez D, Gonzélez Santos Al, Toledano Hernandez A, Iglesias Benitez
A, Gentile Martinez-Casado J, Gonzalez Aguilera DJ. Controlador Predictivo para
la Infusion Subcutanea de Insulina en un Pancreas Artificial Predictive Controller
for the Subcutaneous Infusion of Insulin in an. Rev Cuba Ciencias Informaticas.
2015;9(2):81-99.

Fernandez Fernandez I. Actualizacion en antidiabéticos orales. Rev del Sist Nac
Salud [Internet]. 2001;25:34-45. Available from: www.msc.es/farmacia/infmedic
Chien YW. Human Insulin: Basic Sciences to Therapeutic Uses. 1996;22(8):753—
89.

Joshi SR, Parikh RM, Das AK. Insulin History , Biochemistry , Physiology and
Pharmacology Biosynthesis of Insulin. Suppl Japi [Internet]. 2007;55(JULY):19—
25. Available from: www.japi.org

Silva C, Ribeiro A, Ferreira D. Administragao oral de peptidios e proteinas: Il .
Aplicagéo a insulina. 2003;39.

Warrand J, Michaud P, Picton L, Muller G, Courtois B, Ralainirina R, et al.
Structural investigations of the neutral polysaccharide of Linum usitatissimum L .
seeds mucilage. Int J Biol Macromol [Internet]. 2005;35:121-5. Available from:
www.elsevier.com/locate/ijpiomac

Organizacion Mundial de la Salud. Informe Mundial sobre Diabetes [Internet].
2016. p. 1-4. Available from: www.who.into/diabetes/global-report

Shamah Levy T, Cuevas Nasu L, Rivera Dommarco J, Hernandez Avila M.
Instituto Nacional de Salud Publica. Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de
Medio Camino . México; 2016. p. 46-54.

Rojas R, Jimenez A, Barquera S, Campos Nonato |, Guriérrez JP, Hernandez
Barrera L. Instituto Nacional de Salud Publica. Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion. Resultados por entidad federativa: Diabetes [Internet]. San Luis Potosi;
2013. Available from: encuestas.insp.mx

International Diabetes Federation [Internet]. 2015. Available from:

75



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

http:/Amww.idf.org/diabetesatlas/5e/es/que -es-la-diabetes

Organizacion Mundial de la Salud. Enfermedades no trasmisibles [Internet]. 2015.
Available from: http:/mww.who.int/mediacentre/factsheets/fs355/es/

Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010. Para la prevencion, tratamiento y
control de la diabetes mellitus. México: Diario Oficial de la Federacion; 2010.
Huus K, Havelund S, Olsen HB, Frokjaer S. Thermal Dissociation and Unfolding of
Insulin. Am Chem Soc. 2005;44(33):11171-7.

R. Ferrier D. Bioquimica. 6th ed. A. Harvey R, editor. Espafa: Wolters Kluwer
Health; 2014. 173-219, 307-313 p.

Gonzélez Ortiz M, Martinez Abundis E. Las insulinas. Rev Investig en Salud
[Internet]. 2001;3(99):62-5. Available from: www.redalyc.org

McClements DJ. Food Emulsions Principles, Practices, and Techniques Second
Edition. 2nd ed. M. Clydesdale F, editor. CRC Press; 2005.

G. Brennan J. Manual del procesado de los alimentos. 1st ed. G. Brennan J,
editor. Espafa: Acribia S. A.; 2008. 527-530 p.

Marquez AL, Palazolo GG, Wagner JR. Water in oil (w/ 0 ) and double (w/0o/w
) emulsions prepared with spans : microstructure , stability , and rheology.
2007;352:1119-28.

Atkins P, Jones L. Principios de Quimica: Los caminos del descubrimiento. 5th ed.
Freeman WH, editor. New York: Editoria Medica Panamericana S. A. C. F.; 2010.
770 p.

Malviya R, Srivastava P, Kulkarni GT. Applications of Mucilages in Drug Delivery -
A Review Department of Pharmaceutical Technology , Meerut Institute of
Engineering and Technology , Maratha Mandal College of Pharmacy , Belgaum ,
Karnataka. Adv Biol Res. 2011;5(1):1-7.

Chen H, Xu S, Wang Z. Gelation properties of flaxseed gum. J Food Eng
[Internet]. 2006;77:295-303. Available from:
www.sciencedirect.com/locate/jfoodeng

Basu S, Bandyopadhyay AK. Characterization of mucoadhesive nasal gels
containing midazolam hydrochloride prepared from Linum usitatissimum L .
mucilage. Brazilian J Pharm Sci. 2011;47(4):817-23.

76



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Chung MWY, Lei B, Li-Chan ECY. Food Chemistry Isolation and structural
characterization of the major protein fraction from NorMan flaxseed ( Linum
usitatissimum L .). Food Chem [Internet]. 2005;90:271-9. Available from:
www.elsevier.com/locate /foodehem

Natera A, Garcia MC, Mufioz J, Alfaro MC. Rheological properties and physical
stability of ecological emulsions stabilized by a surfactant derived from cocoa oil
and high pressure homogenization. 2015;66(September).

M. Torres Gonzalez, O. Angulo Guerrero, R. M. Oliart Ros LAMJ. Efecto de la
refinacion fisica sobre la calidad quimica y sensorial del aceite de coco. Grasas y
Aceites. 2009;60(1):96-101.

Kathleen Mahan L, Escott-Stump S, L. Raymond J. Krause Dietoterapia. 13th ed.
Artozqui Morras E, editor. Barcelona, Espafia: Elsevier Espafa, S. L.; 2013. 13,
14, 15, 16, 41, 48 p.

Kumar PKP, Krishna AGG. Physicochemical characteristics of commercial
coconut oils produced in India. Lipid Sci Tradit Foods. 2015;66(1):1-11.
Montenegro S, Gayol M del C, Tarrés MC. Aspectos éticos de la investigacion con
animales. Rev Med Rosario. 2011;77:69-74.

Tobergte DR, Curtis S. Codigo De Nuremberg. J Chem Inf Model.
2013;53(9):1689-99.

Helsinki D De. Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.
Principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos. Asoc
Médica Mund [Internet]. 2008;1-8. Available from:
http:/AMmww.reumatologia.org.ar/userfiles/file/investigacion-farmaco-clinica/inv
clinica faltante.doc

Cardozo de Martinez CA, Mrad de Osorio A, Martinez C. C, Rodriguez Yunta E,
Lolas Stepke F. EL ANIMAL COMO SUJETO EXPERIMENTAL ASPECTOS
TECNICOS Y ETICOS. Primera. Chile: CIEB; 2007. 21-22 p.

Oppenheim RC, Stewart NF, Gordon L, Patel HM. The Production and Evaluation
of Orally Administered Insulin Nanoparticles. Drug Dev Ind Pharm. 1982;8(4):531—
46.

Damgé C, Michel C, Aprahamian M, Couvreur P, Devissaguet JP.

77



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

NANOCAPSULES AS CARRIERS FOR ORAL PEPTIDE DELIVERY. J Control
Release. 1990;13:233-9.

J. Schilling R, K. Mitra A. Intestinal Mucosal Trasport of Insulin. Int J Pharm.
1990;62(1):53-64.

Scott-Moncrief JC, Shao Z, K. Mitra A. Enhancement of Intestinal Insulin
Absorption by Bile Salt-Fatty Acid Mixed Micell in Dogs. Pharm Sci.
1994;83(10):1465-9.

Matsuzawa A, Morishita M, Takayama K, Nagai T. Absorption of insulin using
water-in-oil-in-water emulsion from an enteral loop rats. Biol Pharm Buill.
1995;18(12):1718-23.

Siu HHO, Siao CHIHHH, X MINGHAUSHEU. Preparation of Microemulsions
Using Polyglycerol Fatty Acid Esters as Surfactant for the Delivery of Protein
Drugs. Pharm Sci. 1996;85(2):0-5.

Takeuchi H, H. Y, T. N, Hino T, Y. K. Enteral absorption of insulin in rats from
mucoadhesive chitosan-coated liposomes. Pharm Res. 1996;13(6):896—901.
Schramm LL. Emulsions , Foams , and Suspensions. Canada: Wiley-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA; 2005. 18-20 p.

Zuo B, Sun Y, Li H, Liu X, Zhai Y, Sun J. Preparation and in vitro / in vivo
evaluation of fenofibrate nanocrystals. Int J Pharm [Internet]. 2013;455(1-2):267—
75. Available from: http://dx.doi.org/10.1016/}.ijpharm.2013.07.021

Normal Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, Especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. México: Diario Oficial
de la Federacion; 1999.

Norma Oficial Mexicana NOM-005-STPS-1998, Relativa a las condiciones de
seguridad e higiene en los centros de trabajo para el manejo, transporte y
almacenamiento de sustancias quimicas peligrosas. México: Diario Oficial de la
Federacion; 1998.

Favaloro A. Pautas éticas internacionales para la investigacion biomédica en
seres humanos. Preparadas por CIOMS en colaboracién con la OMS [Internet].
Index Infectolégico. 2008. p. 1-119. Available from:
http:/AMmww.gramonbago.com.uy/imgnoticias/16791.pdf#page=11

78



45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Normal Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, Proteccion ambiental.
Salud ambiental. Residuos peligrosos biolégico-infecciosos. Clasificaciony
especificaciones de manejo. México: Diario Oficial de la Federacién; 2002.
NOM-114-STPS-1994. Sistema para la Identificacion y Comunicacion de Riesgos
para Sustancias Quimicas en los Centros de Trabajo. México: Diario Oficial de la
Federacion; 1994.

Norma Oficial Mexicana NOM-017-STPS-2008, Equipo de proteccion personal.
Seleccidn, uso y manejo en los centros de trabajo. México: Diario Oficial de la
Federacion; 2008.

Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005, Que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacidn, clasificaciony los listados de
los residuos peligrosos. México: Diario Oficial de la Federacion; 2005.

C. Chire G, W. Harterl R. EFECTOS DE DIFERENTES EMULSIFICANTES EN EL
ATEMPERADO DE CHOCOLATE OSCURO. Cienc Invest. 2010;13(1):14-8.

E. Friberg S, Larsson K, Sjoblom J. Food Emulsions. 4th ed. E. Friberg S, Larsson
K, Sjoblom J, editors. New York, NY: Marcel Dekker, Inc.; 2004. 300-400 p.
Cabra V, Arreguin R, Farres A. Emulsifying properties of proteins. Soc Quim
México. 2008;2(2):80-9.

79



XIV. ANEXOS

Anexo 1.- Carta de no conflictos de interés

San Luis Potosi, S.L.P. a 7 de diciembre del 2016.

A Quien Corresponda:

Por medio de la presente nos permitimos informar que los involucrados en el proyecto:
“Evaluacion de la liberacion de insulina de un sistema de microencapsulados pH sensible
a base de mucilago de linaza en modelos animal Wistar”. No tenemos conflicto de
interés en el desarrollo de este proyecto, desde su concepcion teérica hasta la
divulgacion de los resultados encontrados. Acorde a ética se dara el debido crédito a cada
uno de los participantes apareciendo en el primer articulo en el siguiente orden: PLN.
Alejandra Rodriguez Fernandez segundo autor la Dra. Paola Algara Suarez, como tercer
autor MC. Concepcion Lopez Padilla y como cuarto autor y “corresponding” el Dr. Jaime
Reyes Hernandez.

Todos tendran obligaciones éticas con respecto a la publicacion de los resultados de la
investigacion y seran responsables de la integridad y exactitud de los informes, ademas
de aceptar en comun acuerdo las normas éticas de entrega de la informacion, para lo cual
sera necesario la publicacion de los resultados negativos, inconclusos o positivos.

En caso de existir futuras publicaciones sera de acuerdo a la contribucion que realice
cada uno de los involucrados para ir de primer autor, con el consentimiento previo del
autor principal.

En el alcance proyecto no se tiene contemplados desarrollo de patentes, sin embargo en
caso de obtener alguna la proporcionalidad quedaria de la siguiente manera. PLN.
Alejandra Rodriguez Fernandez (20%), Dra. Paola Algara Suérez (20%), MC. Concepcion
Lopez Padilla (20%), Dr. Jaime Reyes Hernandez (30%), U.A.S.L.P. (10%).

El financiamiento de la investigacion, las publicaciones u otros productos derivados como
manuales, folletos, carteles o trabajos de difusion seran solventados por el responsable
del proyecto.

Se acepta estar de acuerdo en lo estipulado en el presente documento:

7 o aagit T o T

MC. CConéepbi"n Lopez Padilla Dra. Paola Algara %uérez



Universidad Auténoma
de San Luis Potosi

FACULTAD DE
ENFERMERIA
Y NUTRICION

Av. Nifo Artillero 130
Zona Universitaria - CP 78240
San Luis Potosi, S.L.P, México

tels. (444) 826 2300

Ext. Recepcion 5010y 5011
Administracion 5063
Posgrado 5071
www.uasip.mx

Anexo 2.- Dictamen por parte del comité de ética

EVALUACION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION POR EL COMITE DE ETICA EN
INVESTIGACION DE LA FACULTAD DE ENFERMERIA Y NUTRICION DE LA UASLP.

Titulo del proyecto: “Evaluacion de la liberacion de insulina de un sistema de microencapsulados
pH sensible a base de mucilago de linaza en modelos animal Wistar".

Responsable: Alejandra Rodriguez Fernandez.

Fecha: 1 marzo 2017.

garantizar el derecho de autor en la
investigacion. (Carta de no conflicto de

intereses)

Criterios Presente | Ausente | No Aplica | Observaciones
1. Se incluye el titulo del proyecto. X
2. Se mencionan autores, coautores y X
colaboradores.

3. El protocolo de investigacion incluye los X
elementos minimos sefialados en el anexo 2.

4. Presenta el apartado de consideraciones X
eticas y legales.

5. Muestra coherencia de los elementos éticos X
presentados con especificidad y
fundamentacion al tipo de estudio.

6. Menciona la normatividad nacional e X
internacional sobre los elementos éticos a
desarrollar en el proyecto, desde su
estructuracion hasta la  publicacion de
resultados.

7. Sefala la coherencia de los elementos X
metodologicos a desarrollar con los aspectos de
consideracion ética.

8. Presenta carta de consentimiento informado X
de acuerdo a la especificidad metodologica y

riesgo del estudio.

9. Se explicita el apoyo financiero con relacion X
al  compromiso de la publicacion de los
resultados.

10. Presenta la declaracion y especificacion de X
la ausencia de conflictos de interés de los
miembros del equipo para el desarrollo del
proyecto.

11. Aclara los mecanismos de transferencia de X
los productos de la investigacion. (Patente)

12.  Especifica los procedimientos para X
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Dictamen:

L o
. UASLP Se otorga registro CEIFE-2017-201.
Universidad Auténoma
de San Luis Potosf

Se le solicita enviar un reporte sobre el avance del proyecto al correo de este comité

ceife.uaslp@gmail.com en un plazo de seis meses.

Atentamente,

) e
-\

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION
FACULTAD DE ENFERMERIA Y NUTRICION
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Monumento al ratén de laboratorio

Instituto de Citologia y Genética (Nowosibirsk, Rusia)
Artista: Andrew Kharkevich
Escultor: Alexai Agrikolyansky

“Simboliza la gratitud hacia el animal que la humanidad ha utilizado para estudiar la
genética, los mecanismos molecularesy fisicos de las enfermedades, asi como para el
desarrollo de nuevos farmacos.”

Profesor Nikolai Kalchanov

83



