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Abstract: La diabetes es una enfermedad crénica que eleva los niveles de azticar en sangre por una
produccién insuficiente o ineficaz de insulina; esta aqueja aproximadamente a 460 millones de
personas a nivel mundial. A lo largo del tiempo, se han buscado alternativas que generen nuevos
sistemas de entrega de insulina que disminuyan los efectos adversos con los métodos de
administracion ya existentes y mejorar la adherencia al tratamiento. El propdsito de este estudio es
presentar una alternativa de administracién para la insulina, a través de su vehiculizacién en
particulas de colageno I liofilizadas para administracién oral. Las particulas se generaron a partir
de una dispersion w/o de colageno I al 2.5%; teniendo en la fase acuosa glutaraldehido y colageno
I, mientras que en su fase oleosa parafina liquida y span 80. Estas se lavaron, liofilizaron y cargaron
con insulina para posteriormente determinar su morfologia, tamafio, aspectos reoldgicos, perfil de
liberacion, eficiencia de carga y citotoxicidad. Se encontrd que tanto las particulas cargadas como
no cargadas tienen buenas propiedades de flujo. El perfil de liberacion y la eficiencia de carga de las
particulas es satisfactorio y no demuestran ser citotéxicos.

Keywords: Colageno [; insulina; diabetes; via oral; particulas.

1. Introduccion

La diabetes es una enfermedad endocrina caracterizada por la falta de sintesis de insulina.
Se clasifica principalmente en dos tipos, siendo la diabetes tipo 1 aquella en la que se
produce la eliminacion de las células beta del islote pancreatico. Esta condicién conduce
al desarrollo de cetoacidosis, obligando a los pacientes a depender de la administracion
de insulina para su tratamiento [1].

La diabetes tipo 2 se vincula con la resistencia a la insulina y un deterioro en la secreciéon
compensatoria de esta hormona. Estos factores tienen un impacto negativo en la salud de
los pacientes, exacerbando los desafios en el manejo de la enfermedad.[1]

Se estima que en la actualidad hay alrededor de 460 millones de personas entre los 20 y
79 afos padeciendo de diabetes, lo que representa al 9.3% de la poblacion mundial en este
rango de edades [2]. Para 2030 se prevé que este nimero aumente a 570 millones y para
2045 a 700 millones [2-3]. Segtn la cuenta de alto costo, en Colombia, para el afio 2023 se
presentaron 1.860.370 casos de diabetes, presentando una mayor prevalencia en la ciudad
de Bogota y en la region centro del pais [4]. La Asociacién Americana de Educadores en
Diabetes propone un tratamiento para esta enfermedad basado en una dieta saludable,
realizacion de actividad fisica y toma de medicamentos para tratar la diabetes como las
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biguanidas, sulfonilureas, los inhibidores del cotransportador de sodio y glucosa (SGLT2)
y inhibidores de la dipeptidil peptidasa (4DPP-4) [5]. El tratamiento para la diabetes varia
seguin el tipo que se tenga y las caracteristicas individuales de cada paciente. Sin embargo,
en ambos tipos de diabetes, la insulina juega un papel fundamental.[5]. Esta viene en
diferentes presentaciones, como lo son: lapices de inyeccion, jeringas y bombas de
infusion continua [5]. Sin embargo, estas pueden llegar a presentar ciertos tipos de
reacciones adversas por la naturaleza de su aplicacion, entre estas se pueden encontrar:
lipodistrofias, enrojecimiento, hinchazén, irritacion el sitio de inyeccion, engrosamiento o
depresion de la piel [6]. De igual forma, la aplicacién de la insulina puede resultar
incomoda para el paciente o generar disconformidad a nivel estético en el caso de las
bombas de infusién [6]. Las técnicas de aplicacion de la insulina también representan un
problema; en un estudio realizado en la Fundacién del Canton de Cuenca, Venezuela, se
encontrd que los pacientes no ambientan correctamente el medicamento antes de la
administracion, no desinfectan la zona de inyeccién, entre otros [7].

En la busqueda de métodos menos invasivos y mas efectivos para administrar
medicamentos, el colageno emerge como una alternativa prometedora. Sus propiedades
hemostaticas, biodegradables, biocompatibles y de baja antigenicidad lo convierten en un
material ideal para la formulaciéon de nuevos farmacos. [8].

El colageno presenta propiedades mucoadhesivas y compatibilidades bioquimicas como
su resistencia a las degradaciones proteoliticas lo que permite que sea usado como
vehiculo para la administracién de farmacos en forma de nanoesferas, microesferas o
nanoparticulas [9]. Como vehiculo, el colageno liofilizado presenta ciertas ventajas, ya
que, es capaz de actuar como un sélido absorbente que retarda y prolonga la liberacién
de insulina, la liofilizacién asegura que sea una estructura porosa y garantiza que el
producto se conserve frente a los cambios térmicos [8]

En la actualidad se conocen alrededor de 28 tipos de colagenos; entre estos se encuentra
el colageno tipo I, que puede llegar a alcanzar longitudes de hasta 300 nm con anchos de
1 a 5 nm, esta constituido por tres cadenas alfa (dos de estas son idénticas). Su estructura
esta en forma de GXY, en donde G sera aquel aminoacido constante (glicina), mientras
que Xy Y seran prolina e hidroxiprolina respectivamente [8].

La insulina encapsulada en el colageno I administrada oralmente tiene como objetivo el
paso directo a la circulacion portal, asi como lo hace la insulina endégena secretada por el
pancreas [10]. Al hacer uso de la via oral para la administracién de insulina, se puede
impactar positivamente en la calidad de vida del paciente, ya que no es una via invasiva.
En el semillero de investigacion, un estudio de A. Merchan [11] ya ha sentado las bases
para el uso del colageno en la entrega de medicamentos. En este trabajo, se desarroll6 un
sistema de administracién oral de insulina basado en un vehiculo heterodisperso de
colageno. La insulina se adsorbio en el colageno para mejorar su estabilidad y se evaluaron
las propiedades farmacotécnicas del sistema. Los resultados fueron alentadores: se
obtuvieron so6lidos con flujo adecuado y perfiles de liberacion de insulina consistentes con
modelos cinéticos de orden cero, lo que abre la puerta a una administraciéon oral de
insulina mas efectiva y conveniente.

El proposito del presente estudio fue desarrollar un sistema de entrega de insulina oral a
través del uso de particulas de colageno I liofilizado como vehiculo, para generar una
alternativa de administracion de esta hormona, con el fin de mejorar la adherencia a la
medicacién. De igual forma se busco evaluar aspectos farmacotécnicos para determinar la
factibilidad de realizar esta formulacion a nivel de laboratorio.
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2. Resultados

2.1 Morfologia, tamano y distribucién de tamafio de las particulas

Se elaboraron particulas de coldgeno I siguiendo la metodologia de R.A Jiménez [12]. Se
utilizé una dispersion de colageno al 2.5% y se homogeneiz6 con un agitador de hélice.
Las particulas se observaron al microscopio antes y después de la liofilizacion (figuras 1y
2). Su morfologia y tamafio se caracterizaron en un estereoscopio. (figura 3)

Fi

Figura 3. Particulas de coldgeno 1 liofilizadas vistas en el estereoscopio
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102
103
104
105
106 El estudio de la morfologia y tamafio de las particulas fue caracterizado haciendo uso de
107 un estereoscopio. El andlisis de la morfologia de las particulas dio como resultado que la
108 mayoria de estas son redondeadas y un poco irregulares. Con respecto al tamarfio, se
109 encontrd que las particulas sin carga se encuentran en la mayoria en un rango entre 1-1.25
110 mm; esta tendencia se muestra también en las particulas cargadas, donde la mayoria de
111 las particulas se encuentran en el rango de 1-1.25 mm. (Tabla 1).
112
113
114 Tabla 1. Distribucion de tamafio de particula de las no cargadas y cargadas con insulina
TPSC! TPCC?
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o , Tamafio de particula (mm)
Tamafio de particula

115  'Tamafio de particula de las particulas de colageno sin carga de insulina 'Tamafio de particula de las particulas de
116  colageno con carga de insulina

117

118

119

120 La tabla 2 muestra la media, moda y mediana de las particulas con y sin carga. En
121 promedio, las particulas con carga de insulina tienen un didmetro ligeramente mayor que
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las sin carga. La moda también es mayor para las particulas con carga. La mediana, en
cambio, es similar para ambos tipos de particulas.

Tabla 2. Datos estadisticos del tamafio de particula de las particulas sin carga y con carga

Media (mm) Moda (mm) Mediana (mm)
Particulas sin 1.164 0.672 1.138
carga
Particulas con 1.200 0.963 1.164
carga

El indice de polidispersidad (PDI) indica que tan uniformes son las particulas en términos
de tamafio. Un PDI bajo puede interpretarse como que la distribucién de tamafios es
estrecha. Este valor proporciona informacion sobre la uniformidad o variabilidad en el
tamario de las particulas. Para este calculo se hallaron los D90, D50 y D10 de 241 particulas
sin cargar. Este parametro dio un resultado de 0.7330, mientras que el PDI de las particulas
con carga fue de 0.6038. Lo que indica que, en términos de distribucion de tamafo de
particula, las cargadas con insulina son mds uniformes que las no cargadas.

2.2 Caracterizacion reolégica

La evaluacion de los aspectos reoldgicos se evaludé haciendo uso de métodos
ampliamente conocidos como el angulo de reposo, indice de Carr e indice de Hausner.
para clasificar el flujo de las particulas se hizo uso de los indices de referencia de la tabla
3 [13]. Se puede observar en la Tabla 4 que, en el caso de las particulas sin carga, el angulo
de reposo dio como resultado un valor de 13.49° lo que indica una baja resistencia al
movimiento. Los valores de los indices de Carr, que en este caso fue de 23.53, y Hausner
que fue de 1.25, muestran que el flujo se puede clasificar como “bastante bueno”, teniendo
en cuenta los indices de referencia establecidos en la Tabla 3. Para el caso de las particulas
cargadas con insulina, el angulo de reposo tuvo un valor mayor que el de las particulas
no cargadas, con un resultado de 17.57°, mientras que los valores obtenidos de indice de
Carr y Hausner fueron menores comparados con los de las particulas sin carga, con
resultados de 4.04 y 1.04 respectivamente.

Tabla 3. Indices de referencia para clasificar el flujo de las particulas obtenidas [13]

Angulo de reposo indice de Carr indice de Hausner Clasificacion
25 10 1.11 Excelente
31 15 1.18 Bueno
36 20 1.25 Bastante bueno
41 25 1.34 Aceptable
54 31 1.45 Mediocre
56 37 1.59 Muy mediocre
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Tabla 4. Resultados de los parametros reoldgicos evaluados en particulas sin cargar

Parametro Resultado DesY|aC|on
_ estandar
Angulo de reposo 13.49° 1.21
indice de Carr (%) 23.53 1.71
indice de Hausner 1.25 0.098

Tabla 5. Resultados de los parametros reoldgicos evaluados en particulas cargadas con insulina

Parametro Resultado DesY|aC|on
_ estandar
Angulo de reposo 17.57 1.21
indice de Carr (%) 4.04 1.71
indice de Hausner 1.04 0.098

2.3 Peso promedio

Se pesaron individualmente las capsulas vacias y las que contenian particulas con y sin carga
de insulina. Las capsulas con carga de insulina pesaron mds que las vacias y que las que
contenian particulas sin carga, como era de esperarse debido a la presencia de la insulina.

Tabla 6. Pesos obtenidos del contenido de las capsulas con particulas con y sin carga

Peso cépsula vacia (g) con particula de

Peso capsula llena con

Peso capsula llena , . , ,
Peso cépsula vacia particula de coldgeno

coldgeno sin carga (q) (9) cargada con insulina
(9)
0.0778 0,0880 0.0771 0.1225
0.0751 0.0908 0.0775 0.1068
0.0749 0.1031 0.0771 0.1067
0.0766 0.0802 0.0773 0.1069
0.0774 0.0844 0.0779 0.1056
0.0756 0.0826 0.0751 0.1058
0.0771 0.0915 0.0745 0.1055
0.0797 0.0835 0.0754 0.1127
0.0752 0.1072 0.0759 0.1108
0.0743 0.0916 0.0756 0.1162
0.08403 0.09029 0.07639 0.10995
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Tabla 7. Resultados de ANOVA

Origen de las variaciones Suma de cuadrados F Probabilidad
Entre grupos 0.001932 35.10 0.00001316
Dentro de los grupos 0.0009910
Total 0.002924

Tabla 8. Capsulas con particulas de colageno sin carga y con carga de insulina

PSC!

PCC?

183

184

185

186

187

con carga de insulina

2.4 Perfil de liberacion

1060

ICapsulas con particulas de colageno sin carga de insulina 2Capsulas con particulas de colageno

Se puede observar en el caso de las particulas sin carga de insulina (Tabla 9) que los valores de
liberacién son bajos o nulos, mientras que, como se ve en la Tabla 11, los resultados obtenidos
para las particulas cargadas muestran que, en promedio, mas del 85% de la insulina cargada
fue liberada en las 96 horas del ensayo. Se observa de igual forma que aproximadamente en 48
horas es liberado >50% de la insulina. Aproximadamente el 15% de la insulina cargada no se
libera en un transcurso de 96 horas.

Tabla 9. Resultados del perfil de liberacion de las capsulas con particulas sin carga de insulina

Eir:az;) Réplica 1(%)  Réplica 2(%0) Réplica 3(%0) Promedio (%) Desviacion estandar
0 0.0 0.5 1.0 0.5 0.50
6 1.0 1.0 1.0 1.0 0
24 0.0 0.0 0.0 0.0 0
48 2.0 0.0 0.0 0.7 1.15
72 1.0 0.5 0.5 0.7 0.29
96 1.0 1.0 0.0 0.7 0.58
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206 Tabla 10 Resultados del perfil de liberacion de las capsulas con particulas con carga de insulina
Tiempo - o - o - o o L .
(horas) Réplica 1(%) Réplica 2(%0) Réplica 3(%) Promedio (%) Desviacion estandar

0 0.0 0.0 0.0 0.0 0
6 2.0 15.0 7.0 8.0 6.58
24 20.0 28.0 17.0 21.7 5.68
48 448 57.9 62.5 55.1 9.18
72 50.9 49.8 70.0 56.9 11.37
96 75.5 88.0 92.0 85.2 8.61
207
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208
209 Figura 5. Grdfica de perfil de liberacion de cdpsulas con particulas cargadas
210
211 2.5 Estudio de citotoxicidad
212 El estudio de citotoxicidad de las particulas fue llevado a cabo usando una linea celular de fibroblastos
213 murinos 1929, este muestra el porcentaje de células viables luego de que se expongan los cultivos al
214 medio de extraccion, tanto a las particulas sin carga como a las particulas con carga. Si se obtiene una
215 reduccion de la viabilidad celular mayor al 30% se considera que su efecto es citotoxico. Los resultados
216 para el estudio de citotoxicidad se ven ilustrados en la Tabla 11, estos se hicieron por quintuplicado y
217 muestran que tan citotdxicas son las particulas sin carga y con carga de insulina, se puede observar que
218 ninguno de los valores supera el 30%. Se observa que el porcentaje de citotoxicidad se incrementa luego
219 de que se da la carga de las particulas con insulina.
220
221 Tabla 11. Resultados de estudio de citotoxicidad
222
Formulacion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 Réplica 5 Promedio
Control positivo a
citotoxicidad (DMSO 10%) 105.5 90.0 99.0 100.0 105.0 99.9+6.25
Control negativo a
citotoxicidad (silicona sélida 2.5 15 15 2.0 3.0 2.1+0.65
USP)
Particulas vacias 10.5 155 12,5 20.5 20.5 15.9+3.74
Particulas cargadas 24.0 25.0 20.0 18.5 14.0 20.3+4.44
223
224

225 2.6. Eficiencia de carga
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La cantidad de insulina cargada se evalu6 indirectamente mediante la cuantificacion de las particulas
cargadas con acido bicinconinico, un método ideal para medir proteinas como la insulina [12]. El ensayo
BCA para la cuantificacion de insulina se basa en la reaccién especifica entre el grupo bicinconinico
(BCA) y los residuos de cisteina presentes en la estructura de la insulina. La insulina contiene dos
residuos de cisteina, lo que permite que se una a dos iones de cobre (II) para formar un complejo estable.
La reaccion posterior con un agente reductor, como el DTT (ditiotreitol), convierte el cobre (II) en cobre
(I), que luego se une al BCA para formar un complejo purpura. La absorbancia de este complejo
purpura se mide a 562 nm, y la concentracion de insulina se determina comparando la absorbancia de
la muestra con una curva estandar de insulina conocida [12]. La Tabla 12 muestra la eficiencia de carga
de las particulas, tanto con carga como con insulina. La eficiencia se determind por triplicado y se
obtuvo un promedio del 73.3%. El resultado obtenido en las particulas sin carga es esperado, ya que no
se esperaba detectar insulina en ellas.

Tabla 12. Resultados la eficiencia de carga de las particulas

Particulas Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Promedio
Sin carga 0 1 2 1
Con carga de 50 80 90 733
insulina

3. Discusion

El colageno es una proteina que esta presente a nivel estructural mayoritariamente en los
vertebrados y mamiferos, esta proteina es un biomaterial polimérico de origen natural. A
nivel estructural posee un dominio que se constituye a su vez por una hélice formada por
tres cadenas peptidicas que permiten la formacién de homotrimeros o heterotrimeros [13].
En la actualidad se han identificado 28 tipos de coldgeno, entre estos, el colageno I, este
heterotrimero es insoluble en solventes organicos mientras que su fraccion soluble en
agua es bastante pequena [13]. Es por esto que el colageno I liofilizado se utilizé como
vehiculo para la insulina ya que protegera a esta proteina de una degradaciéon que se
presenta en una administracion por via oral [13-14]. Con base en esto, en el estudio
realizado por A. Merchan, se lleg6 a la conclusion de que los sistemas heterodispersos
para la entrega de insulina por via oral realizados, tienen una caracteristica en comun y es
que en medio 4cido, estos sistemas tienen un mayor porcentaje de liberacién, por lo que
se recomendo estudiar el uso de un protector para tener mas control sobre el sitio donde
se va a dar la liberacién de la insulina con el fin de asegurar su viabilidad terapéutica.

Es por esto que en esta investigacion se propone desarrollar un sistema de entrega oral de
insulina a partir de particulas de colageno I vehiculizadas en capsulas duras de gelatina,
con el objetivo de caracterizar sus propiedades farmacotécnicas y de reologia.

El método de elaboracién de particulas se fundamenta en tesis previamente
desarrolladas, como "Aloe vera—eluting collagen I microgels: physicochemical
characterization and in vitro biological performance" y "Controlled release of an extract of
Calendula officinalis flowers from a system based on the incorporation of gelatin-collagen
microparticles into collagen I scaffolds: design and in vitro performance". Estos
procedimientos han demostrado la capacidad para obtener particulas de manera
satisfactoria. Se ha observado que la concentracién del polimero utilizado, en este caso
colageno I al 2.5%, puede influir en la formacidn de las particulas. Ademas, el método de
homogeneizacion empleado, especificamente el agitador en hélice juega un papel crucial.
Se ha notado que, al utilizar este método de homogeneizacion a esta concentracion de
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colageno, la gelacién se favorece, asi como la formacién de las particulas. La velocidad de
agitacion también afecta el tamano de las particulas obtenidas. Un método de
homogeneizacion de alta energia, como el agitador en hélice, genera una dispersion de la
fase interna de la emulsién en gotas de tamafios de hasta una micra, lo que conduce a la
formacion de microgeles tras la reticulacién de glutaraldehido (GTA) a baja temperatura
[15].

Con esto en mente, la interaccién quimica por la cual se desarrollaron las particulas de
colageno I es la que ocurre entre los aminoacidos glicina, prolina e hidroxiprolina del
colageno y GTA) que hace que se forme una base de Schiff [16]; estos son compuestos
organicos que se dan por las reacciones de las aminas primarias de los aminoacidos con
el aldehido del GTA y se caracteriza por presentar un enlace doble C = N comportandose
como una base Lewis [16]. Las investigaciones sobre las bases de Schiff han sido de gran
relevancia para dar con nuevos compuestos que son estables y versatiles en su estructura
[16].

(0)

' N 0
S . R/ \ /
R—NH, . - i
Amina primaria 4 2 R/N\

3
Glutaraldelndo Base Scluff mntermedia

Colageno reticulado con umda
Figura 6. Mecanismo de entrecruzamiento del glutaraldehido. Ilustracion tomada de
Malavika Nair, et al [17].

La forma y tamafio de las particulas liofilizadas son factores determinantes al
respecto de la carga del farmaco y liberacion del farmaco [19]. Las particulas desarrolladas
muestran una forma esférica y una superficie un poco irregular, el tamafio de estas,
mayoritariamente se encuentra en un rango de 1 a 1.25 milimetros, segun el analisis
realizado en el software Image J; esto es debido a factores como la velocidad de
homogeneizacion y el entrecruzamiento del coldgeno gracias al uso del glutaraldehido
[15]. La velocidad de homogeneizacién en el agitador de hélice usada para el desarrollo
de este trabajo fue de 200 rpm. Estos factores fueron determinantes al momento de obtener
las particulas y a las variaciones realizadas a las condiciones de trabajo, se pudo
determinar que la mejor forma de obtener las particulas era usando una velocidad de
agitaciéon de 200 rpm y una concentracion de glutaraldehido de 0.050%. Esto se corrobora
ya que, en las investigaciones mencionadas anteriormente, se usan condiciones similares
y se obtienen las particulas satisfactoriamente.

Los pardmetros reoldgicos evaluados, mostraron que las particulas sin carga obtenidas
tienen propiedades de flujo buenas, es decir, se mueven con facilidad. El resultado
obtenido para el angulo de reposo fue bajo, lo que es indicativo que las particulas tienden
a tener una buena capacidad de flujo [15].

El indice de Hausner y Carr obtenido tuvo un valor bajo, lo que indica que las particulas
no tienen tendencia a la aglomeracion y tienen una baja compresibilidad, al igual que
corrobora que estas tienen una buena fluidez [16]

Con respecto a las particulas de colageno I cargadas con insulina, se encuentra que las
propiedades de flujo son similares a las que se obtuvieron en el caso de las particulas no
cargadas, incluso parametros como el indice de Carr mejoran, lo que quiere decir que la
carga con insulina no impacta negativamente en las propiedades de flujo de las particulas,
esto ya que, al absorber la insulina, las particulas de colageno no alteran su estructura
redondeada puesto que el farmaco se absorbe en ellas.

Estos aspectos evaluados son de gran relevancia en la industria farmacéutica ya que
proporcionan informacién sobre la capacidad de las particulas para fluir y comprimirse,
lo cual es de suma importancia en la optimizacion de los procesos de produccion, ya que
sirven como previsién del comportamiento de alimentacion y descarga en las lineas de
produccién, puesto que se conoce como serd el comportamiento de las particulas en
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términos de fluidez en las operaciones unitarias que puedan llegar a emplearse [19]. Esta
informaciéon es crucial para evitar problemas como los bloqueos en las maquinas o
formacion de obstrucciones. También, con los resultados obtenidos se puede dar una idea
de como hacer el disefio de formulaciones farmacéuticas usando estas particulas, ya que
la fluidez y la compatibilidad son parametros criticos para lograr una dosificacion precisa
y consistente de la insulina. De igual manera se muestra que las particulas obtenidas no
tienen tendencia a formar aglomerados que pueden llegar a afectar la calidad del producto
final [22].

Teniendo en cuenta que los aspectos evaluados durante el desarrollo de la investigacion
fueron positivos, se pudo proceder a encapsular las particulas en capsulas de gelatina
dura. Esto se hizo con el fin de darle una proteccion a estas y asi la insulina no se empezara
a liberar en un medio acido, siguiendo las recomendaciones de la investigacion de A.
Merchan [11]. A estas capsulas con particulas cargadas y no cargadas se les determinaron
ciertos atributos, como lo es el peso promedio, donde se observa que, las capsulas sin
carga de insulina tienen un peso promedio menor a las cargadas. Para determinar si existia
o no una diferencia estadisticamente significativa entre el peso de las particulas sin carga
y con carga, se realizd un andlisis de la varianza (ANOVA) . En este analisis se evidencia
que, existe una diferencia significativa entre los promedios de los dos grupos analizados,
esto quiere decir que es poco probable que la diferencia entre los promedios se deba al
azar [23.] Por otro lado, este analisis también indica que existe una mayor variabilidad
entre los promedios de los dos grupos que entre los datos de cada grupo, esto quiere decir
que, las particulas con y sin carga si presentan una diferencia en su peso.
La variabilidad de peso, corroborada con el analisis estadistico se debe a que las particulas
de colageno I presentan una caracteristica, la cual es que su capacidad de hinchamiento
dependera principalmente de la relajacion de sus cadenas. [12]
De igual forma se observa que los datos de las capsulas pesadas son consistentes, con
variaciones de peso minimas como se observa en los resultados obtenidos; teniendo
conocimiento de estos datos se puede dar cuenta de cuanta cantidad de particulas con
insulina esta presente en cada cépsula, lo que es de gran importancia ya que esto se
considera un parametro critico en las formulaciones farmacéuticas, ya que tiene un
impacto en la seguridad, eficiencia y calidad [24]. Este valor es clave para asegurar
aspectos como las dosis precisas, ya que un peso inconsistente puede llegar a dar una
dosificacién incorrecta de insulina, lo que puede resultar en efectos negativos en el
paciente [25].
Con dicho ensayo realizado en este estudio, se evidencia que las particulas obtenidas
tienen la capacidad de mantener un peso promedio consistente dentro de las capsulas, lo
que en la industria puede llegar a representar una reduccion de costos que se asocian a
reprocesos o rechazos de lotes debido a incumplimiento de especificaciones. [25].
Por su parte, el perfil de liberacion de las particulas cargadas tuvo un comportamiento
relativamente constante a lo largo del tiempo, se observa que la liberacion es sostenida en
las primeras 50 horas y luego tiene una pendiente pronunciada hasta las tltimas 96 horas,
lo que significa que la liberacion de insulina es mas rapida en este momento.
En este ensayo también se evidencia que la liberaciéon de la insulina se da de forma
prolongada, lo que es indicativo que esta puede ser bien aprovechada en el intestino. Se
puede inferir que este comportamiento de liberacién pueda ser porque la mayor parte de
la insulina se absorbe en el lugar mads interno de las particulas de colageno, ya que, en el
estudio realizado por A. Merchan se dice que el colageno es capaz de actuar como un
solido que es capaz de retardar y prolongar la liberacién de la insulina [merchan]. Por esto
se tiene una pendiente mas pronunciada hacia la finalizacion del estudio, que es cuando
el ntuicleo de la particula libera la insulina.

Con respecto a la eficiencia de carga, estos resultados pueden indicar que la insulina
se estd cargando principalmente el centro de las particulas (hipdtesis que se corrobora con
el perfil de liberacidn) y por esto, entre mas grande sea la particula, mayor cantidad de
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insulina va a almacenar. Se puede inferir que, en el caso de las particulas de menor
tamarfio, al haber una mayor area superficial, la liberaciéon se dara mas rapido.

El estudio de citotoxicidad se realiza con el fin de determinar si las particulas van o
no a generar un dafio a las células del cuerpo cuando se administren al paciente, se
esperaria que el resultado de este estudio tuviera un valor bajo, puesto que esto indica
que las particulas no van a generar un dafo a nivel celular en el usuario. Como se puede
ver los resultados de citotoxicidad muestran valores de 15.9% y 20.3% para las particulas
sin carga y con carga de insulina respectivamente.

Segtin la ISO-10993-5:2009, norma utilizada para evaluar la citotoxicidad en ensayos
in vitro con el fin de determinar si un producto bioldgico puede causar un dafio celular en
un paciente, se considera que un material o sustancia es citotdxico cuando el resultado de
este estudio arroja un valor mayor al 30%. En el caso de las particulas generadas en este
trabajo de investigacion, no se consideran citotoxicas segtin la normatividad consultada.
Los niveles de citotoxicidad encontrados en las particulas se pueden deber a la presencia
de pequenas cantidades de trazas que estan presentes desde el proceso de elaboraciéon de
las mismas, como lo puede ser la parafina liquida, sustancia que fue utilizada para la
elaboracion de las particulas y que, segtn estudios, puede generar carcinogenicidad o
teratogenicidad [26]. Este resultado también confirma que la metodologia propuesta en
este trabajo de investigacion para la obtencion y el lavado de las particulas no deja una
concentracion de sustancias toxicas que sea significativa o alarmante, ya que, si estas
sustancias se presentaran en una concentracion mayor, el valor de citotoxicidad tuviera
un valor mas alto.

Teniendo en cuenta los resultados globales obtenidos en este estudio se lograron
obtener particulas de colageno I liofilizadas cargadas con insulina a las cuales se les
realizaron estudios farmacotécnicos y de liberacién con el fin de evaluar la factibilidad de
su desarrollo, obteniendo de esta manera, que es posible realizar esta vehiculizacién
siguiendo la metodologia propuesta, sin embargo, se recomienda evaluar la integridad de
la insulina al momento de obtener el producto final, de igual forma se recomienda, hacer
estudios in vivo para tener un mayor alcance y determinar la posibilidad de llevar esta
formulacién al mercado.

Adicionalmente en investigaciones futuras, es importante considerar que la principal
limitante de esta metodologia reside en la baja estabilidad de las particulas formadas. Esto
se debe a que el coldgeno, al ser una proteina con una estructura supramolecular fibrilar
y no globular, se vuelve susceptible a la desestabilizacién al eliminar el agua de la
particula (mediante gradiente de etanol, secado por conveccion o liofilizacion).

4. Materiales y métodos
4.1 Materiales y equipos

El colageno I con una concentracion de 2.5% fue suministrado por el banco de tejidos de
la Universidad Nacional de Colombia. La insulina glargina fue suministrada por el
semillero ABC de la Universidad el Bosque (Bogot4, Colombia). El glutaraldehido usado
fue de Sigma-Aldrich, Inc (St Louis, MO, USA) al igual que el span 80, la parafina
liquida fue suministrada por SC Quimicos (Bogota, Colombia). Las capsulas duras de
gelatina transparentes utilizadas fueron conseguidas en Quimicos Campota (Bogota,
Colombia).

Los equipos utilizados fueron: agitador de hélice marca Caframo (Ontario, Canada)
modelo BDC2002, la centrifuga Rotofix 32 A de Hettich Lab (Alemania) modelo 1206-01,
el liofilizador (Lyovapor L-200/L-200 pro) modelo BUCHI 11L200PH2422111002, balanza
analitica de Ohaus (USA), modelo PX224/E.

4.2 Métodos
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4.2.1 Preparacion de las particulas de colageno I

Las particulas de colageno tipo I se hicieron siguiendo la metodologia descrita por R.A
Jiménez, 2022. Se tomo6 colageno I a concentracion 2,5% junto con el GTA para conformar
la fase acuosa y la parafina liquida con span 80 para la fase oleosa. Se llevd a agitacion de
hélice a 200 rpm y se mantenia el sistema a 4°C por aproximadamente 40 minutos hasta
ver la formacién de las particulas. Después de esto, se dejaban en refrigeracion por 24
horas a 4°C para lograr la maduracién de las particulas. Una vez se tenian las particulas
se llevd a centrifugacién por 10 minutos a 5000 rpm, se retir6 el sobrenadante y se realizd
1 lavado con etanol:agua 50:50 y luego 6 lavados mas con agua destilada, hasta retirar la
parafina liquida. Después de cada lavado se llevaba a la centrifuga para separar el
sobrenadante. Ya lavadas las particulas, se congelaron a -80°C para llevar a liofilizador
por 48 horas.

4.2.2 Caracterizacion reoldgica
4.2.2.1 Angulo de reposo.

Se tomd un peso significativo de particulas de coldgeno I en una probeta y se vaci6 su
contenido a 5 cm de altura para posteriormente medir la base y el alto y determinar el
angulo de reposo. Se hizo por triplicado. Este procedimiento se realizé con las particulas
sin cargar y luego con las particulas cargadas.

h
tana = —
r

Ecuacién 1. Angulo de reposo.
4.2.2.2 indice de Carr e indice de Hausner.

Se pesd una cantidad significativa de particulas de coldgeno I en una probeta.
Posteriormente, se registrd el volumen aparente ocupado por el peso tomado. Luego, la
probeta fue golpeada diez veces contra una superficie plana con el fin de compactar el
contenido, permitiendo asi observar el volumen resultante ocupado por las particulas.
Este procedimiento se realiz6 por triplicado con las capsulas sin cargar y luego con las
capsulas cargadas.

densidad compactada — densidad aparente

indice de Carr = -
densidad compactada

Ecuacién 2. Indice de Carr.

Volumen inicial

indice de Hausner =
Volumen aparente

Ecuacién 3. Indice de Hausner.

4.2.3 Caracterizacion de tamano de particula de las particulas.

Las particulas de colageno I sin carga y con carga de insulina fueron puestas sobre un
vidrio de reloj para ser observadas en un estereoscopio y obtener imagenes; estas fueron
analizadas haciendo uso del software Image ] version 1.54i , con el fin de determinar el
tamano de las particulas obtenidas.

4.2 4 Caracterizacién de la distribucion del tamafio de particula.

Se hizo la medicion del didmetro de 241 particulas de colageno I y asi poder terner una
muestra significativa de la poblacion, con forme a esto se hallan los valores de D90, D50 y
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D10. Para esto, se organizaron de menor a mayor los valores de didmetro y se tomo como
D90 el dato limite en donde el 90% de los datos se encuentra incluido. El mismo
procedimiento se hizo para para hallar los valores de D50 y D10, solo que se tomaron los
datos del 50% y del 10% respectivamente. Una vez se obtuvieron estos valores, se hizo uso
de la ecuacién 4 para hallar el valor del indice de polidispersidad.

D90 — D10
)

IP

Ecuacién 4. Indice de polidispersidad.
4.2.5 Carga de la insulina en las particulas liofilizadas de colageno L.

Para la carga de las particulas de colageno I con insulina, se tomaron las particulas y
fueron puestas en un tubo eppendorf; poco a poco se fueron anadiendo gotas de insulina
para que las particulas la absorbieran. Para asegurarse que estas hayan absorbido la
cantidad de insulina anadida se esper6 hasta que se notara que el liquido sobrepasara por
encima de las mismas, indicando que habian llegado a su capacidad maxima.

4.2.6. Curva de calibracion de insulina.

Para llevar a cabo la curva de calibracion de insulina, se realizaron diluciones seriadas de
insulina de concentraciones conocidas para posteriormente anadir acido bicinconinico
(BCA) e incubar a 37°C durante una hora. Este método de cuantificacion de proteinas por
BCA se basa en el uso de este reactivo para la cuantificacion de insulina por la quelacion
que se generara entre el BCA con los iones de cobre (Cu2+) en presencia de los grupos
amino que estan presentes en la cadena peptidica de la insulina generando un complejo
de coloraciéon purpura; posterior a esto se realizé la incubacién para incrementar la
sensibilidad del ensayo se cargo6 la mezcla en los pozos de la microplaca, y se coloca en el
lector el cual mide la absorbancia a 562 nm, ya que es la longitud de onda donde el
complejo obtenido absorbe mas luz ademas de asegurar una mayor especificidad al
disminuir las posibles interferencias de otras sustancias en la muestra que puedan
absorber luz en diferentes regiones del espectro [27]. Finalmente, se registra la absorbancia
de las muestras para cada punto de la curva y se grafica en funcion de la concentracién de
insulina conocida, se ajusta la linea de regresién a los puntos de las curvas y con esta se
determinan las concentraciones.

Para evidenciar detalles de la curva de calibracion, revisar anexo 1.
4.2.7. Peso promedio de capsulas.

Se tomaron 20 cdpsulas y se pesaron en una balanza analitica vacias; se tomaron 10
capsulas de estas para llenarlas con las particulas de colageno I sin carga de insulina y
luego se tomaron las otras 10 capsulas y se llenaron con las particulas de colageno I
cargadas de insulina, posterior a esto se pesaron las 20 capsulas individualmente y se
registro el peso para poder calcular el peso promedio.

4.2.8 Perfil de liberacion.

Para el estudio de liberacion in vitro de las particulas de colageno se tomaron capsulas con
las particulas cargadas en tubos eppendorf de 1 mL con medio de liberacién, en este caso
un buffer de fosfatos a pH 7.4. Los sobrenadantes que se obtuvieron en el agitador orbital
(100 rpm a 37°C) se cuantificaron por UV-vis a 0, 6, 24, 48, 72 y 96 horas.

4.2.9 Ensayo de citotoxicidad
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%EE =

Este ensayo se realizo siguiendo los lineamientos de la norma ISO 10993-5, haciendo uso
del ensayo MTT, este se fundamenta en reconocer la viabilidad celular al medir la
actividad metabdlica de las células al evaluar la capacidad de reduccién mitocondrial al
transformar la sal de tetrazolio MTT a cristales de formazan por parte de las células vivas
[28]. El semillero ABC suministro la linea celular de fibroblastos L.929, derivada del tejido
adiposo subcutaneo de un ratén macho C3H/An de 100 dias de edad [29], a la cual se les
retir6 el medio de cultivo y se les afiadid tripsina para poder disociar las células 1L.929
adherentes de la superficie del cultivo [30]. Posteriormente se suspendieron y se
centrifugaron a 15000 rpm por 3 minutos. Luego se resuspendieron en 6 mL de medio de
cultivo y se tomaron 100 pL de azul de tripano y 100 pL de cultivo, estos se mezclaron y
se llevaron a una camara de conteo. Después se afiadieron 100 puL de medio de cultivo y
100 puL de suspension celular en una placa de 96 pozos utilizando una pipeta multicanal.
De igual forma se realizaron dos controles, uno positivo y otro negativo.

Se tomo un peso significativo de particulas de colageno y se le agregé 1 mL de medio de
cultivo y se llevo a incubacién por 24 horas a 37°C con un 5% de diéxido de carbono. Una
vez finalizada la incubacién cada placa se evaluo bajo el microscopio para asegurar que el
crecimiento celular fuera mayoritariamente uniforme.

Al dia siguiente, se retir6 el medio de cultivo y se cambié por 100 puL de medio con la
muestra y los controles, volviendo a la incubadora con las mismas condiciones. En el
transcurso del tercer dia, se analizé la placa bajo el microscopio para identificar posibles
errores y evaluar las propiedades de crecimiento celular.

Para la finalizacion del ensayo se separé el medio de cultivo de las placas para anadir 50
uL de la solucién de MTT a cada pozo. Luego se incubo por dos horas a 37°C y se decanté
la solucién para afiadir 100 uL de isopropanol. Finalmente se balanced la placa para
transferirla a un lector de microplacas con una absorbancia de 650 nm para poder
disminuir la sefial de interferencias potenciando de esta manera la senal del formazan

4.2.10 Ensayo de eficiencia de carga.

El ensayo de eficiencia de carga de las particulas se determind haciendo uso de la siguiente
ecuacion.
Cantidad de insulina en la particula

Cantidad de insulina utilizada en la carga de las particulas
Ecuacién 5. Formula para la eficiencia de carga.
5. Conclusiones

En el desarrollo de este trabajo se generaron particulas de colageno I como un sistema de
entrega oral de insulina vehiculizadas en capsulas duras de gelatina. Los parametros
evaluados resultan de gran importancia en el desarrollo de nuevos sistemas para entrega
de insulina haciendo uso de la via oral, ya que, farmacotécnicamente se demostré que las
particulas tienen buenas propiedades de flujo, eficiencia de carga, liberacién,
citotoxicidad, de peso y tamafio promedio. Todo esto teniendo en cuenta factores
importantes en el momento de la formulacion tales como la concentracién de
glutaraldehido y la velocidad de agitacion, aspectos de gran relevancia para que la
formacién de las particulas se dé satisfactoriamente. Estas particulas pueden ser una
alternativa para obtener una novedosa forma de administracion de la insulina que ayude
al paciente a disminuir los problemas asociados a la administraciéon de insulina que se
tiene actualmente en el mercado.
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Se recomienda, para futuros estudios, evaluar cual es la mejor forma de realizar un lavado
a estas particulas para disminuir los niveles de citotoxicidad relacionados a trazas de
reactivos utilizados en la preparacion de las particulas, todo esto sin afectar la integridad
de las mismas.
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