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1. RESUMEN

En la actualidad, el disefio de sistemas micro y nanoparticulares ha supuesto un gran avance
por sus numerosas aplicaciones en medicina, siendo utilizados para el tratamiento del cancer,
la administracion de farmacos o0 vacunas, entre otros. Este trabajo se centra en el desarrollo de
nanoparticulas poliméricas para la administracion de insulina por via oral, utilizadas para el
tratamiento de la diabetes mellitus. Se han estudiado las estrategias empleadas en su disefio
para resistir a las distintas barreras del tracto gastrointestinal y asi conseguir que la insulina
pueda ser absorbida a nivel intestinal. Tambien se ha investigado su composicion y estructura,
los métodos de preparacion y los resultados in vitro e in vivo obtenidos. Son sistemas que
actualmente no estdn comercializados y se encuentran en investigacion por las industrias

farmacéuticas, pasando por las diferentes fases de los ensayos clinicos.

Palabras clave: nanoparticulas, liberacién oral, insulina.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La administracion oral es la mas utilizada para la liberacion de medicamentos por sus
numerosas ventajas: estd asociada a un mayor grado de cumplimiento por el paciente al
permitir la autoadministracién y ofrecer gran flexibilidad en el régimen de dosificacion, pero
en muchos casos se ve dificultada por las barreras quimicas y enziméticas del tracto
gastrointestinal. Para optimizar las formulas, su liberacion eficiente y la biodisponibilidad, se
han desarrollado sistemas nanoparticulares que aumentan el tiempo de vida media y
disminuyen el aclaramiento®). Las nanoparticulas (NPs) son encapsuladas y protegidas por
sistemas que permiten atravesar las capas de mucus que secreta el epitelo de forma natural.
Estas capas mucosas se encargan de proteger las superficies epiteliales, atrapando patégenos y
particulas extrafias®.

Las nanoparticulas que penetran a través de las capas de mucus, entran en contacto con las
superficies celulares del intestino y pasan a circulacion sanguinea. Se han utilizado ligandos
en la superficie de las nanoparticulas para diversos receptores expresados en el intestino,
mejorando su captacion®.

Las propiedades reoldgicas y mucoadhesivas de esta capa mucosa limitan el tiempo de
residencia de las NPs®. Para aumentar este tiempo, mejorar la degradacion del farmaco y
facilitar la interaccion de las nanoparticulas con tejidos y células del tracto gastrointestinal, se

han desarrollado distintas estrategias recogidas en la Tabla 1®.
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Tabla 1 - Ejemplos de estrategias para mejorar la liberacién de las biomacromoléculas por

los transportadores nano- y microparticulares.

ESTRATEGIAS

Mucoadhesivas

Adhesion entre el transportador y la capa de
mucus para prolongar el tiempo de contacto

entre el transportador y la superficie epitelial.

Moléculas mucoadherentes
conjugadas a particulas
superficiales.

Composicion polimérica
© © © @ modificada para aumentar
mucoadhesion.

Liberacion de particulas
Q, desde la zona

o .
v mucoadhesiva.

o o ©
VoV VO

Magnéticamente controladas

Incorporan particulas magnéticas para
prolongar el tiempo de residencia en el
intestino al aplicar un campo magnético

externo.

Nanoparticulas magnéticas
co-encapsuladas con el
contenido biomolecular de
las nanoparticulas.

Formacion de un complejo
o electrostatico entre particulas
magnéticas y el contenido
biomolecular de las
nanoparticulas.

Sensibles a los estimulos

Utilizando sefiales ambientales (pH, enzimas,
presion) para desencadenar el movimiento del

contenido biomolecular de las particulas a

regiones localizadas del tracto gastrointestinal.

pH:

P
— >

(o]
o

o

(o]

A bajo pH, la particula estd colapsada y
protege la carga. A pH neutro, se hincha al
entrar al intestino. Al aumentar el pH, se
disuelve.

Enzimas:
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La enzima la degrada y libera el contenido.
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Deformacion con la presion y liberacion.
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Estos sistemas se utilizan actualmente para la administracion oral de numerosas vacunas y
farmacos, como la insulina. Se estan desarrollando nuevas insulinas orales para mejorar sus
limitaciones, haciendo su administracion mas aceptable para algunos pacientes al evitar la
inyeccidn subcutanea y logrando un mayor control glucémico. Su principal ventaja se basa en
que la ingesta de esta hormona es similar al camino de la insulina natural, que se produce en

el pancreas y va directamente al higado®.

3. OBJETIVOS

Este trabajo consiste en analizar los nuevos sistemas para la administracion de insulina por via
oral. Se trata de un estudio descriptivo de las distintas estrategias de liberacidn sostenida de
nanoparticulas investigadas en la actualidad.

4. METODOLOGIA

Se ha realizado una revision bibliografica de articulos de libre acceso publicados en las bases
de datos: PubMed, ScienceDirect y Google Scholar. Para la busqueda sistematica se utilizaron
las palabras clave: “nanoparticle”, “oral delivery”, “drug delivery”, “insulin”, “insulin
administration”, “diabetes”, “pH-sensitive nanoparticles”, ‘“chitosan”, ‘“PLGA”. Como
criterios de inclusion se establecio la seleccion de publicaciones tipo revision, textos
completos y con menos de 10 afios de antigliiedad. A través de la pagina de la Biblioteca de la
Universidad Complutense (BUCea) se pudo acceder a los articulos de no libre acceso y se
hizo una busqueda exhaustiva revisando la bibliografia incluida en los articulos seleccionados

con el fin de localizar estudios adicionales.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Sistemas nanoparticulares para la administracion de insulina por via oral:

La insulina es utilizada para tratar la diabetes mellitus. La terapia mas corriente es por via
subcutanea, que a menudo falla en imitar la homeostasis de la glucosa en individuos
normales. Esto ha provocado que haya numerosos intentos de desarrollar una administracion
de insulina eficaz y no invasiva por diferentes vias. La via oral es la administracion mas
conveniente, sin embargo, la insulina no puede ser bien absorbida debido a su degradacion
enzimatica en el tracto gastrointestinal. Por lo tanto, se han utilizado nanoparticulas para
facilitar su captacion por via transcelular y/o paracelular. Estos sistemas pueden llevar
inhibidores enzimaticos, como colato de sodio y aprotinina, que permiten aumentar la insulina
disponible para s u absorcién!”. También pueden contener potenciadores de la absorcién
como sales biliares, citrato trisodico, EDTA, labrasol y materiales poliméricos (por ejemplo,

quitosano), que ayudan a abrir las estrechas uniones del epitelio intestinal®.
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Se disminuye el tamafio molecular de la insulina cuando es transportada por nanoparticulas
para aumentar su biodisponibilidad. De esta manera, la hormona es resistente a la degradacion
quimica y enzimatica gastrica, llegando al intestino delgado para ser absorbida®”. A
continuacion, las NPs entran en contacto con el epitelio intestinal y atraviesan el mucus, al
tener una superficie-volumen mayor que las microparticulas, pueden aumentar
significativamente su unién con las celulas.

Existen dos vias de captacion de NPs: a) transcelular, en el que pueden ser absorbidas por
enterocitos o células M por transporte activo; y b) paracelular, utilizando potenciadores
catiénicos y aniénicos para abrir el espacio entre las células (Figura 1) ©. Las nanoparticulas
son transportadas al higado a través de la circulacion portal, promoviendo el control de

glucosa en sangre®?,

'-'..5'3& & Circulacion
portal
P SNag
’ \
]
Transcelular Paracelular \
\ Higado 7/
) <—— (apas de moco N 2, > 7
| \ Absorcidn de insulina - -
V| 4-— Microvellosidades & = — -
E] il desde el intestino delgado
= » H< Unidn
Enterocito Célula M) estrecha
O () ( () () Linfocito T
- 0 (O - -
‘;) Linfocito B
1 =
g |
l Circulacién portal | € Macrsfago
i -

Figura 1 — Mecanismo de absorcién de las nanoparticulas en el intestino delgado.

Las nanoparticulas tienen un tamafio de 1-100 nm. Existen varios tipos de
nanotransportadores para la administracion de insulina: nanoparticulas poliméricas,
liposomas, nanoparticulas solidas lipidicas y micelas. Las mé&s utilizadas son las
nanoparticulas poliméricas y hay dos tipos: nanocapsulas y nanoesferas. Las nanoesferas
estdn formadas por una matriz polimérica en la que las particulas de insulina estan
uniformemente dispersas y las nanocapsulas contienen las particulas de insulina en el interior

rodeadas por una memprana polimérica®™ (Figura 2) 2.

Membrana Matriz

Particulas
de '
insulina

Nanocéapsula Nanoesfera

Figura 2 - Estructura de las nanoparticulas poliméricas.
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Los materiales poliméricos, sintéticos o naturales, de las nanoparticulas modulan la liberacion
de la insulina y su actividad farmacol6gica. Tienen particular interés en la administracion oral
de la insulina porque son biocompatibles, biodegradables, no téxicos e hidréfilos'”. Existen
distintos materiales dependiendo del método de preparacion utilizado, recogidos en la Tabla
2.

Tabla 2 — Polimeros y métodos aplicados para preparar las nanoparticulas.

Método de preparacion Material usado
Nanocomplejacion flash (FNC) Quitosano/tripolifosfato de sodio
Gelificacion ionica y coacervacion compleja Quitosano/alginato

Evaporacion del disolvente

por multiples emulsiones Acido poli(lactico-co-glicélico) /Eudragit® RS
Emulsificacion/gelificacion interna Alginato/sulfato de dextrano
Congelacion y secado por emulsion inversa Acido hialurénico
Emulsion multiple Poli (e-caprolactona)/Eudragit® RS

5.1.-Nanoparticulas de quitosano

El quitosano (CS) es el material més utilizado en las nanoparticulas para la liberacion de
insulina. Es un polimero mucoadhesivo y policationico, compuesto por N-acetil-D-
glucosamina y D-glucosamina producido por la destilacion alcalina de quitina. Se disuelve
facilmente en condiciones &cidas debido a su naturaleza basica (pKa = 6.5), comprometiendo
a la proteccién de la insulina en las vias gastricas y convirtiéndose en un polimero catiénico
con una alta carga positiva. Para solucionarlo y lograr una mayor biodisponibilidad de la
insulina en el intestino, surgio la combinacién del quitosano con otros polimeros, péptidos y
otros derivados de quitosano™*?. La propiedad mucoadhesiva y la capacidad del quitosano
de producir la apertura irreversible de la union estrecha epitelial, podrian mejorar el transporte
paracelular de la insulina contenida en las nanoparticulas.

El método méas comdn para su preparacion es la coacervacion compleja de polielectrolitos; las
nanoparticulas con buena eficacia de encapsulacion y retencion de bioactividad se preparan en
condiciones mas suaves. También se compleja con otros polianiones incluyendo heparina,
acido hialuronico o tripolifosfato de sodio (TPP) para atrapar la insulina. La mezcla de los
polielectrolitos se consigue normalmente mediante mezcla manual o adicion gota a gota. La

reproducibilidad de estos métodos es deficiente y la calidad de los nanoparticulas es a menudo
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suboptima con una amplia distribucion de tamafios y no uniforme, por lo tanto, se plantean
nuevos desafios para la produccién de nanoparticulas bien controladas estableciendo una

relacion estructura-actividad precisa®.

5.1.1.Nanoparticulas de quitosano/tripolifosfato de sodio:

Se consideran buenos materiales para la administracion oral de insulina porque no son tdxicos
ni irritantes. Debido a la carga natural de la insulina se puede introducir facilmente en las
nanoparticulas sin reticulantes quimicos adicionales o disolventes organicos. Los métodos
actuales para su preparacion implican gelificacion ionica de quitosano y TPP, posteriormente
la insulina se combina electrostaticamente con los complejos obtenidos y se sintetiza
quitosano/TPP/insulina. Estos métodos son poco Optimos al generar una baja estabilidad
coloidal, deficiente reproducibilidad y en términos de distribucion de tamafios
it hetereogéneos™®.  Actualmente se ha
® @ desarrollado  un nuevo método para
solucionarlo denominado nanocomplejacion
flash (FNC), variando el caudal, el pH y las
concentraciones del polielectrolito. Como en
la nanoprecipitacion flash, se utilizan un
mezclador de chorro confinado (CIJ) o un

mezclador de vortice de entrada mdtiple

(MIVM) para facilitar la mezcla rapida y
eficiente de dos o mas soluciones de

Figura 3 — Esquema del sistema FNC

polielectrolito, a través de corrientes
separadas, logrando asi una separacion de fases uniforme y la formacién de la nanoparticula
(Fig. 3)(15,17)_
En el estudio realizado en ratas diabéticas tipo | por He,Z., et al.*® donde el nivel de glucosa
en sangre de referencia fue aproximadamente de 16 mM, cuando recibieron la administracion
oral de insulina o la insulina en nanoparticulas envasadas en capsulas entéricas a una dosis
equivalente a 60 UI/Kg de insulina, no hubo cambios en el nivel de glucosa en sangre durante
las primeras 3 horas porque fue el tiempo que tardo en llegar al intestino delgado. Al cabo de
3 h de administracion oral de insulina sola (sin NPs), después de recibir una inyeccion
intraperitoneal de 2g/kg de glucosa, se produjo un aumento de dos veces el nivel de glucosa
en sangre cuando pasé una hora. Comparando tres grupos que recibieron nanoparticulas de

quitosano/TPP/insulina de diferentes didmetros (45;115 y 240 nm), las nanoparticulas de
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Capsula cargada con insulina en poheo (80 UUKg) 45 nm Yy 115 nm mostraron eficacia

& Cdpsula cargada con insulina en NPs (240 nm, 60 UlKg)

e i o o e 1 e 45 80 () disminuyendo el nivel de glucosa en sangre en
_— comparacion con el grupo de 240 nm. Solo el
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% : II un 50% el nivel de glucosa en sangre, con
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f I administracion  de  insulina  s6la. El
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Figura 4 - Niveles de glucosa en sangre
en ratas diabéticas (NPs CS/TPP/insulina)  resultados demostraron la eficacia de las

experimento se detuvo 6 horas después de la

dosificacion inicial para evitar la reaccion

hipoglucémica de los animales. Estos

nanoparticulas cargadas de insulina al reducir los niveles de glucosa en sangre. Es un método

facil, reproducible y econémicamente efectivo para ser utilizado (Fig. 4).

5.2.-Nanoparticulas de alginato

El alginato es un polisacarido lineal, natural, soluble en agua y extraido del alga marron. Es
anionico y esta formado por el acido (1-4) p-D-manuréonico (M) y el &cido a-L-gulurénico
(G); estos residuos G, con iones divalentes, tienen propiedades gelificantes que permiten la
formacion de nanoparticulas™®. Al ser de pH bajo es muy sensible al mismo, lo que permite
la retencion del farmaco encapsulado en el estbmago mientras que lo protege contra la
desactivacion enzimatica. Las propiedades de biodegradabilidad, biocompatibilidad, baja
toxicidad, baja inmunogenicidad y buena mucoadhesion failitan su aplicacion en la

administracion oral de farmacos®®.

5.2.1.Nanoparticulas de quitosano/alginato:

Se ha observado que las nanoparticulas de quitosano/alginato son eficientes para proteger la

insulina del ambiente agresivo del estomago y la

Quitosano
Quitosano

liberacion sostenida de insulina se da en el

+

Insulina

intestino. Ademads han mostrado efectos
hipoglicémicos significativos en los estudios

oo (O . desarrollados en ratas®. Las nanoparticulas se

Nanoparticulas de
quitosano / alginato

% St bl preparan utilizando un método de dos pasos: en

) y primer lugar se afiade cloruro de calcio gota a gota
Figura 5 — Esquema preparacion de . ) )
nanoparticulas de quitosano/alginato a una solucion acuosa de alginato, después se
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sonica con una sonda, aplicando energia de sonido para agitar las particulas. A continuacion,
la solucion de quitosano y la insulina, disuelta en &cido clorhidrico, se afiaden gota a gota al
pre-gel de alginato de calcio resultante y se sonica a temperatura ambiente. Finalmente, se
forma la nanoparticula recubierta formada por quitosano/alginato/insulina (Figura 5). Su
estructura quimica de nucleo recubierto es disefiada para reducir el tamafio de particula,
asegurando la proteccién eficaz del interior. Mukhopadhyay, P., et al.?") investigaron las
respuestas hipoglucémicas de la insulina cargada en las nanoparticulas administradas por via
oral comparandolas con el control (inyeccion subcutanea de insulina con dosis: 5 Ul/Kg/peso
corporal) en ratones diabéticos. El nivel de glucosa en sangre, al administrar la insulina
subcutanea, comenzo disminuyendo significativamente en 30-45 minutos y alcanz6 85 mg/di
a las dos horas de la inyeccién. Posteriormente, se observo un aumento del nivel de glucosa
en la sangre y volvié a su nivel basal a las 5-6 horas. Sdélo la insulina oral (no encapsulada) no
pudo producir ningun efecto hipoglucémico notable en ratones diabéticos. Las nanoparticulas
de quitosano/alginato cargadas de insulina a dosis de 50 y 100 UI/Kg de peso corporal,
mostraron una reduccion significativa de la glucemia y el nivel de glucosa en sangre se redujo
a 143 y 104 mg/dl, respectivamente, después de la séptima hora de administracion y el efecto
se mantuvo al menos hasta 9 horas. Se produjo una accién hipoglucémica mas rapida con la
dosis de insulina de 100 UI/Kg comparada con 50 UI/Kg, indicando que el nivel de absorcion
de la insulina en el intestino no habia alcanzado su punto de saturacion. Por lo tanto, los
resultados obtenidos indicaron una absorcion intestinal significativa de la insulina, mostrando

efectos hipoglucémicos y con una buena biodisponibilidad de insulina en ratones diabéticos.

5.3.-Nanoparticulas de &cido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA)

PLGA es un poliéster co-polimero alifatico. Es uno de los polimeros sintéticos mas utilizados
para producir nanoparticulas para la administracién oral de la insulina, debido principalmente
a su biodegradabilidad y biocompatibilidad, asi como por sus perfiles de liberacion sostenida.
PLGA puede ser combinado con otros polimeros o revestidos con diferentes ligandos,
atribuyendo a las nanoparticulas caracteristicas importantes®?. La ligera carga superficial
negativa de las nanoparticulas de PLGA (PLGA-NP) tienden a limitar su capacidad de
interactuar con los plasmidos cargados negativamente y la captacién intracelular, lo que
reduce su biodisponibilidad. Se han hecho intentos para modificar la carga superficial de
PLGA-NP®®. Existen varias combinaciones de PLGA con otros componentes como:
polietilenglicol (PEG), lipidos, quitosano o Eudragit® RS.
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5.3.1. Nanoparticulas de PLGA/Eudragit® RS (capsula con revestimiento HP55):

Dado que la primera barrera de la insulina oral en el tracto gastrointestinal es la degradacion
enzimatica, seguida de la segunda barrera que es la mala absorcion intestinal, es interesante
utilizar sistemas de entrega multietapa para conseguir el objetivo terapéutico fijado. EI
sistema de suministro con sensibilidad al pH y la propiedad mucoadhesiva podrian tener un
gran efecto sinérgico®?®. Las capsulas de gelatina dura estan recubiertas con un polimero
entérico sensible al pH, hidroxipropilmetilcelulosa ftalato (HPMCP HP55, pKa 5,5),
disefiadas para superar la primera barrera. Mientras que las nanoparticulas cationicas cargadas
con insulina compuestas por PLGA y Eudragit® RS (RS) (sustancia no degradable, pero
polimero mucoadhesivo biocompatible), fueron disefiadas para superar la segunda barrera.

Las cépsulas recubiertas con HP55 puede disolverse rapidamente en la regién superior del
intestino delgado (pH > 5,5) liberando las nanoparticulas catidnicas. Las nanoparticulas
cationicas tienen como objetivo abrir la union estrecha que hay entre los enterocitos y mejorar

la absorcion de la insulina liberada (Figura 6).

Revestimiento . Nanoparticulas
Capsula
HP55 P cationicas de PLGA/RS

NPs son
HP&5 liberadas de
se disuelve la capsula @@@
'

NPs abren la unién estrecha
de los enterocitos

Figura 6 - Esquema del transporte de la insulina a traves de
NPs cationicas en capsulas entéricas.

Las nanoparticulas de PLGA/RS cargadas con insulina se preparan por el método de
evaporacion de disolventes mediante multiples emulsiones por ultrasonidos. Se investigan y
examinan los parametros de preparacion en la encapsulacion: la eficiencia de encapsulacion
(EE), el tamafio de las nanoparticulas, su caracterizacion fisico-quimica como la morfologia,
el diametro, el potencial zeta, la eficiencia de carga de la insulina, y la estabilidad de las
nanoparticulas en medio gastrointestinal. Las capsulas se evaluan para la liberacion in vitro de
la insulina y la eficacia bioldgica in vivo después de la administracion oral en ratas
diabéticas'®®.

Se estudiaron los perfiles de nivel de glucosa por Wu, ZM., et al.?®

, después de la
administracion oral en ratas diabéticas de la capsula recubierta por HP55 que contiene las
nanoparticulas de PLGA/RS cargadas de insulina (50 UI/Kg), nanoparticulas de PLGA/RS en
blanco (50 UI/Kg, control negativo) y la solucion de insulina libre en inyeccion por via

subcutanea (5 UI/Kg, control positivo). Como era de esperar, no se observo un efecto
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gl R T T significativo en las ratas diabéticas. Los
0 5 10 15 20 25
Tiempo () niveles de glucosa en sangre disminuyeron
Figura 7 - Niveles de glucosa en sangre bruscamente (90% en 2 horas) después de la

en ratas diabéticas (NPs PLGA/RS) . ., , -
inyeccion subcutanea de la solucion de

insulina y volvid a los niveles basales a las 10 horas. Considerando que los niveles de glucosa
en sangre se fueron reduciendo despues de la administracion oral de las capsulas, el ligero
aumento de la glucosa en sangre durante las primeras 4 horas fue posiblemente debido al
estrés fisico de las ratas diabéticas durante el manejo y muestreo de la sangre®” (Fig.7). La
disponibilidad farmacolégica fue aproximadamente del 9,2%. La eficacia hipoglucémica
observada puede deberse al efecto sinérgico de la entrega en dos etapas. La estabilidad
coloidal de las nanoparticulas PLGA/RS en medio basico puede aumentar la posibilidad de
que se distribuyan y se adhieran a la region del intestino.

5.4.-Nanoparticulas de dextrano

El dextrano es un polisacarido natural, altamente soluble en agua, compuesto por unidades de
a-D-glucosa que se unen entre si a través enlaces glucosidicos®. Tiene muchos grupos
hidroxilo que facilita una amplia gama de modificaciones quimicas. Algunos estudios han
informado de que el uso de dextrano en formulaciones de nanoparticulas ha mejorado la
adhesion con el tracto gastrointestinal®. Al ser similar al quitosano, se usa en biomedicina
como un constituyente de las nanoparticulas para la liberacion de insulina por via oral y se
puede combinar con distintos materiales para una liberacion dirigida y controlada del

farmaco®?.

5.4.1. Nanoparticulas de alginato/sulfato de dextrano recubiertas de quitosano/alblimina:

Estas nanoparticulas estan formadas por distintos componentes que aportan varias funciones
para superar las maltiples barreras frente a la insulina oral y mejorar su permeabilidad a través
del epitelio. Son nanoparticulas formuladas por alginato/sulfato de dextrano (ADS-NPs)
cargadas de insulina y con doble recubrimiento con quitosano (CS) y albumina (ALB). El

nanosistema es caracterizado por su sensibilidad al pH y mucoadhesividad. Entre los



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

componentes, el alginato ha demostrado incorporar enzimas, farmacos y proteinas
atrapandolos o fijandolos en la matriz de las particulas®®. El sulfato de dextrano aumenta la
carga de farmacos hidrofilos en matrices de alginato®. EI quitosano es un polimero catiénico
mucoadhesivo que aumenta el tiempo de residencia de los sistemas de administracion en el
sitio de absorcion y aumenta la permeabilidad de los farmacos abriendo las uniones estrechas
presentes entre las células epiteliales intestinales®. La utilizacién de albtimina como capa de
recubrimiento de las NPs junto con el quitosano se debe a su capacidad para evitar la
degradacion de la insulina por accién de las proteasas y para promover la estabilidad de las
NPs en medio acido o en el medio ambiente intestinal. La albdmina es un transportador de
proteinas versatil para la administracion de farmacos, caracterizada por sus propiedades no
inmunogénicas, no téxicas, biodegradables y biocompatibles®?.

El método utilizado para preparar estas nanoparticulas es el de emulsificacion/gelificacion
interna. Se forma la estructura de “caja de huevos”, compuesta por calcio y alginato, al
disminuir el pH de la nanoemulsiéon agua/aceite (A/O) por la adiccion de acido acético
(carbonato de calcio + calcio) gota a gota, permitiendo la liberacion controlada de calcio. La
insulina es atrapada en la matriz de las NPs por la presencia de sulfato de dextrano. La capa
de recubrimiento doble formada por quitosano/albimina se genera por acomplejamiento de
polielectrolitos por la adicién gota a gota de quitosano (quitosano/polietilenglicol/CaCl,) y

albimina (Figura 8) ©°.

CS/PEG/CacCl, + ALB
o

s

Nanoemulsion A/O

. Monooleato de sorbitan

Acido acético o Estructura de
o / f

caja de huevos
° ~ )

. it CS
/ Alginato / Quitasdno(E3)

. Carbonato de calcio

\..» Poloxamer 188

f Sulfato de dextrano o Polietilenglicol (PEG)

@ nsulina @ calcio @ Albimina (ALB)

Figura 8 — Esquema de la técnica de emulsificacion/gelificacion interna
para preparar las NPs cargadas de insulina.
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Estas nanoparticulas no han sido estudiadas aun en animales, s6lo existen estudios in vitro
realizados por Lopes, M., et al ®®, en células AGS, Caco-2 y HT29-MTX, para saber que son
seguras y citocompatibles, al realizar las pruebas de liberacion de la insulina en condiciones
gastrointestinales desencadenada por el pH. Las lineas celulares fueron seleccionadas por ser
modelos que imitan a los diferentes tipos de células del tracto gastrointestinal (por ejemplo,
estdbmago, enterocitos y células que secretan mucus) y que por lo tanto, son relevantes en la
administracion por via oral. La viabilidad in vitro de las células se analiz6 exponiéndolas a
nanoparticulas de diferentes concentraciones (0,1, 0,25, 0,5 y 1 mg/ml) para diferentes
tiempos de incubacion (3 horas para las células AGS, 6 horas para las células Caco-2 y HT29-
MTX). La utilizacién de diferentes concentraciones se hizo para saber si habia alguna
toxicidad dependiente de la concentracion y para evaluar la concentracion mas baja de las
NPs que se pueden administrar con seguridad para un futuro estudio in vivo.

Para las células AGS, los ADS-NP mostraron viabilidades celulares superiores al 90%. Los
CS-NP mostraron la citotoxicidad con las dos concentraciones mas altas, que se invirtio
después del revestimiento con albumina. Para las células Caco-2, se pudo observar que todas
las NPs en todas las concentraciones, excepto las concentraciones mas altas de CS-NP,
mostraron valores de viabilidad celular mas altos después de las 6 horas de exposicion. Los
resultados més satisfactorios fueron obtenidos por las células HT29-MTX, en las que no se
detectaron efectos de toxicidad, independientemente del tipo y de la concentracion de las NPs.
Esto se debe a la presencia de capa de mucus en la parte superior de las células HT29-MTX,
evitando la fuerte interaccion entre las células y las NPs, y minimizando cualquier dafio
celular. En cambio, las células Caco-2 al no tener esta capa tienen una mayor probabilidad de
citotoxicidad. En las células AGS, la ausencia de citotoxicidad se atribuye hipotéticamente a

la carga negativa superficial de las NPs, dando como resultado una baja interaccion celular.

Por lo tanto, son nanoparticulas compuestas por polimeros biocompatibles y biodegradables
utilizadas para la prevencion o tratamiento de la diabetes mellitus tipo I, que mejoran la
permeabilidad de la insulina a través de la pared intestinal. Esta permeabilidad se incrementa
por la presencia de quitosano y albdmina, que mejoran las interacciones de las nanoparticulas
con las células intestinales y ocurre por transporte activo mediado por la endocitosis mediada
por clatrina. Las interacciones electrostaticas entre las nanoparticulas cargadas positivamente
y el glucocélix cargado negativamente también es un proceso crucial para que se de la

absorcion de la insulina en el intestino.
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5.5.- Nanoparticulas de acido hialurénico

El acido hialurénico (AH) es un bipolimero natural polianiénico compuesto por &cido D-
glucurdnico y D-N-acetilglucosamina, unidos por enlaces glucosidicos alternos B-1,4 y pB-1,3.
Es uno de los componentes principales de la matriz extracelular de los tejidos conectivos y
estd presente en el liquido sinovial de las articulaciones, en el cuerpo vitreo, en el cordédn
umbilical y en los andamios que forman el cartilago. Juega un papel importante en muchos
procesos bioldgicos como la hidratacion de los tejidos, la organizacion de la matriz
extracelular, en la lubricacion y en la cicatrizacion de heridas®®*”. Ha sido ampliamente
investigado en biomedicina por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y estructura quimica
facilmente modificada®®.

En el estudio realizado por Han, L., et al. ®®, se describe la preparacion y caracterizacion de
las nanoparticulas de acido hialurénico cargadas de insulina. Estas nanoparticulas protegen a
la insulina de las enzimas proteoliticas y del ambiente gastrico. Para la preparacion se realiza
un método de congelacion y secado por emulsion inversa (REFD) en dos pasos. El primer
paso consiste en preparar una solucion de nanoparticulas dispersas de AH con insulina
cargada, al realizar una emulsion agua/aceite (A/O) con insulina, &cido hialurénico y NPs,
formandose un enlace cruzado al mezclarlo por agitacion. El segundo paso consiste en
obtener nanoparticulas de AH cargadas de insulina en polvo seco, al mezclar una emulsién de
manitol A/O con la solucion de nanoparticulas dispersas de AH con insulina cargada,
formandose una mezcla de NPs que es congelada y posteriormente liofilizada (Figura 9). Las
nanoparticulas tenian un tamafio medio de 182,2 nm y una alta eficiencia de atrapamiento

(aproximadamente el 95%).

- = JI'A

Enlace ~

Paso 1 E..’ e, E ﬂ/ “‘\

Insulina

Emulsion insulina A/Q NPs AH con insulina

Liofilizar
—_—

&
o®.®
&
c >
Emulsion manitol A/O Mezcla de NPs Polvos secos

Figura 9 — Preparacion de NPs de AH cargadas con insulina por
el método de congelacién y secado por emulsion inversa.
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Al medir los niveles de glucosa en sangre en ratas a las que se les habia inducido la diabetes
al administrarles estreptozotocina, se evaluaron las nanoparticulas de acido hialurénico. Las
ratas diabéticas que recibieron tratamiento oral con 50 UI/Kg de nanoparticulas de AH
cargadas de insulina mostraron perfiles hipoglucémicos, induciendo una disminucion del

nivel de glucosa en sangre de 24% en dos

120
110-
= 100 1< e -8 : horas y de 32-39% durante 3-8 horas. Por
[~ 4 & e 1.
€ 90\ Y T At . .
£ god! \ _ . el contrario, el grupo tratado con la misma
% 70 \ S N . ., . . .
§ 604 \ ,7* o dosis de solucion de insulina no mostré
§ 50 / - . . .
g 40} \ / ningun cambio en el nivel de glucosa en
5 30 TS == NPs AH insulina {oral, 50 UI/Kg) . .
G 20 ~C~ Selucién insulina foral, 50 UI/Ke) -~ sangre durante el periodo experimental. En
10 —"~ Solucion insulina (s.c., 1 Ul/Kg)
0 L T R T comparacion con las ratas diabéticas
Tiempo (h) tratadas con insulina oral, los niveles de

Figura 10 — Niveles de glucosa en sangre _—
en ratas diabéticas (NPs AH). glucosa en  sangre  disminuyeron

estadisticamente en el grupo de diabéticos

tratados con nanoparticulas de AH cargadas de insulina (p < 0,05).

Sin embargo, las ratas diabéticas inyectadas por via subcutanea con solucion de insulina
indicaron un efecto hipoglucémico mucho maés fuerte después del tratamiento en 4 horas en
comparacion con el grupo con el tratamiento oral de nanoparticulas de AH cargadas con
insulina. Estos resultados demostraron que las nanoparticulas poseian efectos antidiabéticos
orales mas intensos que la solucion de insulina, y su efecto hipoglucémico no era todavia

comparable al de inyecciones de insulina (Figura 10).

5.6.- Nanoparticulas de poli (g-caprolactona) (PCL)

Poli (e-caprolactona) es un poliéster biodegradable y biocompatible, un polimero
termoplastico, reconocido por sus buenas propiedades de liberacion sostenida. Su perfil de
degradacién, ain mas lento que el de PLGA, hace que sea excelente para la liberacién

prolongada de farmacos®?.

5.6.1. Nanoparticulas de poli (s-caproIactona)/Eudraqit® RS:

El estudio realizado por Damgé, C. et al. “Y desarroll nanoparticulas formadas por un
polimero biodegradable: PCL y un polimero mucoadhesivo no biodegradable, pero
biocompatible: Eudragit® RS, con una proporcién de polimeros 50/50 para la administracién
de insulina por via oral. EI método de preparacion de las particulas fue por la técnica de

emulsion multiple, logrando una AE de aproximadamente un 96%.
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Las nanoparticulas se administraron a ratas diabéticas por via oral, cargadas de insulina con
dosis: 25, 50 y 100 Ul / kg. Las que recibieron una dosis de 50 UI/Kg en ayunas, reducieron

la glucemia a la media hora. La disminucion maxima se alcanzé con 100 Ul / kg.

Ademas, se marcaron las nanoparticulas cargadas de insulina con isotiocianato de
fluoresceina y se observo una pelicula fluorescente delgada en contacto con el polo apical de
los enterocitos. La causa de que se adhieran fuertemente a la mucosa es debida principalmente
a las propiedades mucoadhesivas de Eudragit® RS, ya que se da la atraccién de las
nanoparticulas positivas y la capa de mucus electronegativo. Por lo tanto, ademéas de su
absorcion por via paracelular, las nanoparticulas también podrian ser absorbidas por
transcitosis a través de las placas de Peyer, foliculos linfoides que son méas numerosos en el

ileon.

6. CONCLUSIONES

La administracion oral de la insulina es la nueva alternativa a la via subcutanea, considerada
la mas indicada por su imitacién a la via enddgena y al proporcionar mejor homeostasis de la
glucosa. Las principales estrategias para su elaboracion estdn centradas en evitar la
degradacién quimica y enzimatica en el tracto gastrointestinal y la baja permeabilidad a través
de la capa de las células epiteliales en el intestino. Para ello, se han desarrollado nuevos
sistemas nanoparticulares de distintintas composiciones que encapsulan la insulina
modulando su liberacion y actividad farmacoldgica, siendo las nanoparticulas poliméricas las

mas usadas.

A pesar de los esfuerzos y los deseos de los pacientes diabéticos, todavia no hay ningin
producto en el mercado y actualmente, la industria farmacéutica lo estd investigando,
encontrandose aun en fases de ensayos clinicos. Esto es debido a las desventajas encontradas,
ya que puede producir toxicologia a largo plazo y efectos secundarios generados en el
intestino al administrar grandes cantidades de insulina necesarias para formular estos
sistemas. Ademas, la necesidad de mayor dosis afecta al rendimiento econdmico, al suponer

un aumento del presupuesto para la elaboracién de las nanoparticulas.

No obstante, el camino de investigacion estd bien marcado y la estrategia del uso de
nanoparticulas puede convertirse en el futuro una posible respuesta a la busqueda de sistemas

para la administracicon de insulina por via oral.
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