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Resumen

El desarrollo de sistemas de liberaciéon controlada basados en
nanoparticulas poliméricas constituye una estrategia clave para la
administraciéon de compuestos de interés farmacéutico, como la
insulina. El quitosano, un polimero derivado de la quitina, por su
biocompatibilidad y versatilidad, representa una plataforma
prometedora; sin embargo, los métodos tradicionales de sintesis
generan una alta dispersion en las propiedades fisicoquimicas, lo
que limita su aplicacion terapéutica. En este estudio se prepararon
nanoparticulas de quitosano de bajo peso molecular mediante
modificaciones al método de gelacién idnica, para el cual se utilizé
como agente entrecruzante el tripolifosfato de sodio (TPP) y
Eudragit ® L100-55 como recubrimiento entérico, con la finalidad
de optimizar su desempefio y la entrega de insulina humana
recombinante via oral. Las nanoparticulas presentaron un tamafio
promedio de 299,86+21,33 nm, un indice de polidispersion (PDI) de
0,28 * 0,05 y un potencial zeta de -24,93+1,10 mV, con morfologia
ovoide uniforme, confirmada por TEM. Se evidenci6 que el sistema
tuvo una disminucion importante en los niveles de glucosa sérica en

un ensayo piloto in vivo en ratas Wistar.

Palabras clave: diabetes; quitosano; nanoparticulas; estabilidad;

insulina; gelacién idnica; entrega de farmacos.



In vivo evaluation of the therapeutic effect of insulin-loaded
nanoparticles in an experimental Wistar rat model

Abstract

The development of controlled-release systems based on polymeric
nanoparticles is a key strategy for the administration of
pharmaceutical compounds, such as insulin. Chitosan, a polymer
derived from chitin, represents a promising platform due to its
biocompatibility and versatility; however, traditional synthesis
methods result in high dispersion in physicochemical properties,
limiting its therapeutic applications. In this study, low-molecular-
weight chitosan nanoparticles were prepared using the ionic
gelation method, with sodium tripolyphosphate (TPP) as the cross-
linking agent and Eudragit® L100-55 as the enteric coating, with the
aim of optimizing their performance and delivery of recombinant
human insulin via oral administration. The nanoparticles had an
average size of 299.86 *+ 21.33 nanometers, a polydispersity index
(PDI) of 0.28 + 0.05, and a zeta potential of -24.93 + 1.10 mV, with a
uniform ovoid morphology confirmed by TEM. The system was
shown to significantly reduce serum glucose levels in an in vivo pilot

trial in Wistar rats.

Keywords: Diabetes; chitosan; nanoparticles; stability; insulin; ion

cross-linking; drug carrier.



1. Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es considerada una enfermedad metabdlica crénico-degenerativa
que actualmente afecta a una gran parte de la poblacién mundial. En 2024, mas de 589 millones
de adultos, es decir, 1 de cada 9 personas en el mundo, fueron diagnosticados con este
padecimiento. La Federacion Internacional de Diabetes pronostica un incremento del 46 %
para el 2050, lo que agravard su impacto sanitario. Actualmente, la diabetes se posiciona como
la octava causa de muerte en todo el mundo, consoliddndose como uno de los principales retos
de salud publica del siglo XXI [1].

La DM se caracteriza por un estado persistente de hiperglucemia, debida a un déficit de
produccién de insulina (tipo 1) o a la insensibilidad a la insulina (tipo 2) [2, 3].
Aproximadamente el 9 % de los diagndsticos corresponde a la DM tipo 1, mientras que la DM
tipo 2 representa el 90 % restante. Es debido a la alta prevalencia que en la industria
farmacéutica se han desarrollado multiples tratamientos y terapias efectivas orientadas al
control glucémico [1].

La administraciéon convencional de insulina subcutanea constituye el tratamiento fundamental
de la diabetes. Sin embargo, su administraciéon puede provocar reacciones cutaneas como
causa de falla en la adherencia terapéutica [3]. El disefio de sistemas poliméricos inteligentes
orientados al reparto de fArmacos y biotecnolégicos se ha consolidado como una estrategia
prometedora para el reposicionamiento y la liberacién controlada de agentes terapéuticos
segun el fin clinico.

Las nanoparticulas poliméricas son una estrategia innovadora que permite la coencapsulacién
de multiples moléculas bioactivas y su reparto especifico, lo que incrementa su
biodisponibilidad y reduce los efectos adversos [4, 5]. Existe una diversa gama de métodos de
sintesis segin los fAirmacos por encapsular, la naturaleza del polimero, el mecanismo de
liberacion y las propiedades fisicoquimicas.

Dentro de estos sistemas, el quitosano, un biopolimero lineal obtenido mediante el proceso de
desacetilacién alcalina de la quitina, ha despertado gran interés por sus propiedades
biocompatibles, no téxicas, biodegradables y antimicrobianas [6]. La linealidad de las cadenas
de D-glucosamina y N-acetilglucosamina, asi como la prevalencia de grupos hidroxilo (-OH),
amino (NHz) y éter (C - O - C) permiten interacciones electrostaticas e i6nicas intra e
intermoleculares para la formacién de nanoparticulas [7].

Entre los métodos sintéticos de nanoparticulas a base de quitosano, el protocolo de gelacién
ionotréopica (GI) destaca por su alta rentabilidad. La GI se basa en las interacciones
electrostaticas entre dos especies idnicas: un polimero lineal y un agente entrecruzante como
el tripolifosfato de sodio (TPP). Durante el proceso, es posible la incorporacién de un
compuesto farmacéutico en la mezcla reactiva para su administracion [4].



Las nanoparticulas de quitosano/TPP presentan ciertas propiedades autoadhesivas en el
tracto gastrointestinal (TGI), ademas de su alta solubilidad en medios &cidos. El recubrimiento
con biopolimeros entéricos como Eudragit® L100-55 (soluble a pH 6,5) ayuda a la entrega y
liberacién controladas de los farmacos encapsulados en ciertas porciones intestinales, en lugar
del estémago. Por lo tanto, en el presente estudio proponemos la fabricacién y optimizacion
de un sistema de entrega de insulina por via oral mediante un nanocomplejo de quitosano-TPP
y Eudragit® L100-55. Ademas, la evaluacion del control glucémico in vivo en ratas Wistar sanas
[8,9].

2. Metodologia

2.1. Fabricacion de nanoparticulas

La sintesis de las nanoparticulas de quitosano se realizé mediante modificaciones al método
de gelaciéon ionotropica descrito por [10]. Se empled quitosano en su forma de bajo peso
molecular, con un grado de desacetilacién estimado en 75 %, en combinacién con el agente
reticulante TPP. Para obtener nanoparticulas con didmetros inferiores a 400 nm, se
prepararon disoluciones de quitosano a una concentracién de 0,1 %y 0,05 % en 4cido acético
al 1 %, complementadas con 50 pL de Tween 80. De manera paralela, se elaboré una disolucién
de TPP a una concentraciéon de 0,1 % en agua ultrapura, con un volumen total de 20 mL,
destinada al proceso de reticulacion.

Previo a la GI, ambas disoluciones fueron filtradas a través de membranas de 0,22 pm.
Posteriormente, se ajusté el pH de la disolucién de quitosano al intervalo 5,0-5,5 mediante la
adicion controlada de hidréxido de sodio al 20 %, lo que permiti6 la protonacién de los grupos
amino, que sirvieron como sitios aceptores de puentes de hidrégeno. Para la formacion de los
nucleos nanoparticulados, la disolucién de quitosano se agité suavemente a 500 rpm a
temperatura ambiente, mientras que el TPP se incorpor6 por goteo a un flujo de 0,85 mL/min,
en proporciones de 5:1y 3:1 respecto de la disolucién polimérica.

El recubrimiento de las nanoparticulas nucleo se efectu6 empleando un sistema de
recubrimiento entérico con Eudragit ® L100-55 al 0,1 % preparado en solucién tampén
fosfato pH 7,4, siguiendo el método reportado por [11]. La adicién de las nanoparticulas de
nucleo a la disolucién de Eudragit ® L100-55 se realiz6 en una proporcién 1:3, manteniendo
un flujo de infusién de 0,85 mL/min.

Finalmente, el proceso de purificacion se efectué mediante centrifugacién a 8000 rpm, a 22 °C
durante intervalos de 5 y 9 minutos. El sobrenadante fue decantado y el pellet resultante se
resuspendi6 en agua ultrapura, aplicando agitacién en vértex durante un minuto, seguida de
sonicacion utilizando un homogeneizador ultrasénico Huxi® JY92-IIDN, operado al 10 % de
potencia, con periodos de sonicacién de 10 segundos, alternados con 10 segundos de reposo,
durante un minuto total.
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2.2.Caracterizacion y optimizacion de las
propiedades fisicoquimicas

Durante el desarrollo de la formulacién, se evaluaron multiples variables y su impacto en las
caracteristicas morfolégicas y fisicoquimicas de las nanoparticulas, con el objetivo de
optimizar el control del tamafio, del indice de polidispersién (PDI) y del potencial Z, cruciales
para la liberacién de insulina. Las variables analizadas incluyen el tiempo de centrifugacidn, la
presencia de tensoactivo y la proporcién y concentraciéon de Eudragit® en el sistema de
recubrimiento entérico. Para las nanoparticulas de nicleo recubiertas con Eudragit® se
determinaron el didmetro promedio, el PDI y el potencial zeta empleando el equipo Malvern
Zetasizer Nano Series, mediante mediciones continuas de dispersién dindmica de luz (DLS).

2.3. Analisis estadistico y optimizacion de
parametros

Como analisis estadistico, se utiliz6 el programa STATGRAPHICS® y se aplicé un andlisis de
varianza (ANOVA), estableciendo un valor de p<0,05 como nivel de significancia. Se
consideraron para el andlisis los efectos principales y las interacciones entre los factores
evaluados. Asimismo, se aplicaron dos disefios factoriales completos del tipo 2”2 para el
analisis de variables de respuesta, como las dimensiones, el potencial Z y el PDI.

2.4. Determinacion morfologica

Se realizé la caracterizacién morfolégica de nanoparticulas de nicleo con y sin recubrimiento
con Eudragit® L 100-55, mediante la deposicidn de una pequeia gota de la muestra sobre una
rejilla de cobre recubierta de carbono. Las muestras fueron secadas a temperatura ambiente,
para su posterior observacién en un microscopio electrénico de transmisién (TEM) JEM-
ARM200F.

2.5. Validacion del método analitico

Siguiendo la guia de validacién de métodos analiticos, emitida por el Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bi6logos de México, A. C., asi como la Directriz ICH Q2(R2)[12] sobre
validacién de procedimientos analiticos, se evalué el desempefio del método, con la finalidad
de confirmar que las condiciones empleadas en la fabricacién de nanoparticulas de quitosano
son Optimas para su aplicacién intencional.

Se construy6 una curva de calibraciéon destinada a determinar la linealidad, precision,
exactitud, sensibilidad y reproducibilidad del procedimiento, garantizando la selectividad del
analito y la proporcionalidad de los resultados con respecto a su concentraciéon dentro de un
rango definido. Se generaron seis curvas de calibracién independientes, que establecen la
relacion entre concentracion de insulina (Ul/mL) y su absorbancia a 268 nm. A partir de la



media de la regresidn lineal de las curvas, se obtuvo una ecuacion representativa para estimar
el porcentaje de eficiencia de encapsulamiento de insulina (%EE) en un rango de 0,8 a 3,0
Ul/mL.

2.6. Evaluacion in vivo

Se llev6 a cabo un estudio piloto utilizando ratas macho de la cepa Wistar (n= 8), con una edad
de 4 meses y un peso aproximado de 400 g (SICUAE.DC-2024/1-1). Se dividieron dos grupos
experimentales: grupo control (n=4) y el grupo con el tratamiento (n=4), al que se le
administré la formulacién de nanoparticulas recubiertas con Eudragit® L100-55 por via oral
con canula gastrica de acero inoxidable calibre 1,6 mm. En ambos grupos se administr6 una
carga oral de glucosa a una dosis de 2g/kg. Se midié en sangre los niveles de glucosa mediante
puncidn en el extremo de la cola, utilizando un glucémetro a tiempos de 0, 15, 45, 60,90 y 120
minutos, respectivamente.

3. Resultados

3.1. Fabricacion de nanoparticulas

Se prepararon nanoparticulas de quitosano a diferentes concentraciones y proporciones de
Eudragit ® L100-55, velocidades de agitacién y presencia de tensoactivos. El quitosano es
altamente soluble en medios acidos, se sabe que favorece la formaciéon de interacciones
intermoleculares, tanto de enlaces de hidrégeno entre cadenas de quitosano como idnicas,
debido a la protonacién de los grupos amino. Por encima de pH 6, el quitosano insoluble forma
agregados microparticulados que precipitan. Estos agregados también pueden formarse por
eventos de floculacion en la suspension, por tamafios de particula superiores a 1000 nm, etc.

3.2. Caracterizacion y optimizaciéon de las
propiedades fisicoquimicas

Se analizaron las caracteristicas fisicoquimicas de los nucleos de nanoparticulas con y sin
recubrimiento de Eudragit® L100-55, como tamafo, indice de polidispercién y potencial Z,
analizando el impacto de variables conocidas sobre las caracteristicas fisicoquimicas,
utilizando un andlisis de varianza (ANOVA). Se evaluaron variables técnicas del proceso de
fabricacién, como el tiempo de centrifugacién y la presencia o ausencia de tensoactivos (Tween
80). En el caso del tiempo de centrifugacion, se consideraron tiempos de 5, 7 y 9 minutos; a 9
minutos, a 8000 rpm, fue el tiempo con las menores dimensiones. Sin embargo, existe una
distinciéon entre la formulaciéon con tensoactivo (P80) a 8000 rpm y 9 minutos de
centrifugacién respecto a sus dimensiones de 277,8+10923 y PDI de 0,459+0,014, en
contraste con las demds variables resumidas en la tabla 1 sobre las caracteristicas de las
nanoparticulas con y sin inclusion de tensioactivo a diferentes tiempos de centrifugacion, junto
con su andlisis estadistico.
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Tabla 1. Caracteristicas de las nanoparticulas con y sin inclusiéon de tensoactivo a
diferentes tiempos de centrifugacion

Nanoparticulas cargadas con insulina N Media DESVESTA
Nanoparticulas Caracteristicas
Quitosano Tamafio promedio (nm) 3 404,75 50 443
8000 rpm
5 min PDI 3 0,557 0,098
Quitosano + P80 Tamafio promedio (nm) 3 401 667 13214
8000 rpm
5 min PDI 3 0,505 0,068
Quitosano Tamafio promedio (nm) 3 284767 13679
8000 rpm
7 min PDI 3 0,458 0,064
Quitosano + P80 Tamafio promedio (nm) 3 369 867 29074
8000 rpm
7 min PDI 3 0,463 0,035
Quitosano Tamafio promedio (nm) 3 277 433 2411
8000 rpm
9 min PDI 3 0,43 0,024
Quitosano + P80 Tamaifio promedio (nm) 3 277,8 10923
8000 rpm
9 min PDI 3 0,459 0,014

Fuente. Elaboracién propia.

Continuando con la optimizacién fisicoquimica, se evaluaron formulaciones sin insulina con
Eudragit® a diferentes concentraciones en relacién con el PBS, a 0,05% y 0,1 %, con el
propoésito de determinar la proporcién con el menor tamafio de nanoparticula, que se resume
en la tabla 2 sobre los resultados de los valores fisicoquimicos de las nanoparticulas sin
insulina a diferentes proporciones y concentraciones de Eudragit L-100.

A una concentracién de 0,1 % en una proporcidn de 3:1, se encontraron los tamafios, PDIs y
potenciales Z 6ptimos para la formulacién del recubrimiento final de las nanoparticulas de
nucleo (tabla 2). Asegurando la proteccidon y adhesién en el epitelio intestinal, promoviendo
asi la absorcidn sistémica de insulina.



Tabla 2. Resultados de los valores fisicoquimicos de las nanoparticulas sin insulina a

diferentes proporciones y concentraciones de Eudragit L-100

Concentraciéon Lote

Tamaiio (nm)

EUD + PBS 1 1032 + 16,09
0,05 % 2 724 + 20,67
3 539 + 7915
Promedio 765+14,89
EUD + PBS 1 547,46+12,52
0,1 %

2 607,76+ 4,73
3 449,26+ 4,02
Promedio 534,82+7,09

Fuente. Elaboracién propia.

EUD/NP 5:1
PDI

0,275+ 0,02
0,23 £ 0,005
0,17 +0,02
0,22+0.01
0,18+0.004
0,22+ 0,01
0,18+ 0,01

0,19+0.008

Potencial Z
-43,83 + 0,63
-39,86 + 0,49
-39,86 + 0,92
-41,18+0,68
-33,10+0,87
-39,80+1,57
-37,06+0,32

-36,65+0,92

EUD/NP 3:1
Tamaino PDI Potenci
alZ

*El pellet no se solubiz6
después de centrifugar

651,93+ 0,24+ -36,83+
64,84 0,024 0,80
504,30+ 0,22+ -36,76%

6,31 0,006 0,51
426,03+ 0,15+ -40,26+
5,80 0,01 0,814
527,42+ 0,20 = -13,39

25,65 0,01 0,70

La formulacién de EUD+PBS 0,1 % en proporcién 3:1 respecto al nicleo present6 un tamafio
promedio de 527 + 25,65 nm, un PDI de aproximadamente 0,20 * 0,08, y un potencial zeta de
-13,39 £ 0,70 mV. La comparacion grafica entre las formulaciones se presenta en las figuras 1,

2y3.

Figura 1. Barras que muestran las dimensiones de las nanoparticulas con recubrimiento
entérico a diferentes proporciones y concentraciones de Eudragit L100-55

900,00
800,00
700,00
600,00
500,00

400,00

Tamaiio (nm)

300,00
200,00

100,00
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Fuente. Elaboracién propia.
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Figura 2. Barras que muestran los indices de polidispersion de las nanoparticulas con
recubrimiento entérico a diferentes proporciones y concentraciones de Eudragit L-100

0,30

0,25

0,20

W EU0,05%5:1
0,15
B EUO0,1%5:1

0,10 EVU0,1% 3:1

indice de polidispersién

0,05

0,00

Formulaciones

Fuente. Elaboracién propia.

Figura 3. Barras que representan los potenciales Z de las nanoparticulas con
recubrimiento entérico a diferentes proporciones y concentraciones de Eudragit L-100
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-45,00

-50,00
Formulaciones

Fuente. Elaboracién propia.

La formulaciéon completa incluyendo la insulina y recubrimiento con Eudragit® al 0,1 % en
proporcion 3:1 presenté un tamaifio promedio de 299,86 + 21,33 nm, 0,28 + 0,05 para su PDI
y -24,93 + 1,10 para su potencial Z, acordes con los objetivos establecidos en este método de



fabricacién publicado en “Nanoparticle and microparticle-based systems for enhanced oral
insulin delivery: a systematic review and meta-analysis” [23]. Las mediciones individuales y
promedio obtenidas se resumen en la tabla 3, que presenta los resultados de los valores
fisicoquimicos de las nanoparticulas con insulina en proporcién 3:1 a 0,1 % de Eudragit L-100.

Tabla 3. Resultados de los valores fisicoquimicos de las nanoparticulas con insulina en
proporcion 3:1 a 0,1 % de Eudragit L-100

Nanoparticulas Dimensiones (nm) PDI Potencial Z (mV)
EUD+PBS 0,1 %, 3:1 3189 0,321 -23,8
303,9 0,313 -26,0
276,8 0,224 -25,0
Promedio
299,86+21,33 0,28+0,05 -24,93%1,10

Fuente. Elaboracién propia.

3.3. Analisis estadistico y optimizacion de
parametros

Con un nivel de significancia de p<0,05, se encontraron efectos significativos en el tamafo, PDI
y potencial Z a distintos niveles de concentracién y proporciones de Eudragit® L100-55. El
menor tamafio, PDI y la mejor estabilidad fueron en una proporcién de 3:1 a 0,1 % de
Eudragit® L100-55. El efecto de la velocidad de centrifugaciéon y la adicién de tensioactivo es
favorable a 8000 rpm y a la presencia de Tween 80. Como se muestra en la figura 4, los disefios
factoriales del tipo 22 determinaron que la convergencia entre factores mejora la estabilidad
y las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, al ofrecer valores de tamafio y PDI méas
pequefios, ademas de un potencial Z 6ptimo.
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Figura 4. Graficas de lineas que representan: a, b, c
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Nota. La relacidn entre el tiempo de agitacién y la adicién de tensoactivo respecto al a) tamafio
de las nanoparticulas, b) valor de PDI y c) potencial Z. Lineas que representan: (d, e, f) la
interaccion entre la concentracién de Eudragit ® y las proporciones de nanoparticulas de
nucleo respecto a: a) el tamafio, b) el valor de PDI y c) el potencial Z de las nanoparticulas.

Fuente. Elaboracién propia.

3.4. Determinacion morfologica

La caracterizaciéon morfolégica se realizé en muestras previamente sintetizadas con y sin
recubrimiento con Eudragit® L100-55. Mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM) se obtuvieron imagenes de la morfologia y las dimensiones de los ntcleos de
nanoparticulas. En la figura 5 se observa que las nanoparticulas recubiertas mostraron una
tendencia a la coalescencia y una morfologia predominantemente ovoide.
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Figura 5. Nanoparticulas a base de quitosano cargadas con insulina recubiertas con
Eudragit® L100-55

Fuente. Elaboracion propia.

Las nanoparticulas sin recubrimiento exhibieron una morfologia ovoide, con bordes bien
delimitados que destacaron nitidamente sobre el fondo de la rejilla, como se observa en la
figura 6.

Figura 6. Nanoparticulas a base de quitosano, cargadas con insulina, sin recubrimiento

Fuente. Elaboracién propia.

3.5. Evaluacion de la validez del método analitico

En la tabla 4 se presentan las 6 curvas de calibraciéon, construidas con el fin de evaluar la
linealidad, precision, exactitud, sensibilidad y reproducibilidad del método analitico propuesto
para la cuantificacién de insulina no encapsulada.
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Tabla 4. Curva de calibracién promedio

Absorbancia
Concentracion (268 nm)
il Curva promedio

0,8 0,228

1,4 0,420

2,0 0,584

2,6 0,779

3,0 0,891
Pendiente 0,301
Intercepto -0,009
r 0,9990
Sy/x 0,094
ERR 1704

Fuente. Elaboracién propia.

Las curvas presentaron consistencia; ademas, la tendencia confirma que hay una relacién
proporcional entre concentraciéon y absorbancia, estableciendo el siguiente modelo
matematico:

y = 0,3052 x — 0,01366 1)

De acuerdo con los resultados presentados en la tabla 5, y considerando los criterios de
aceptacion establecidos por la guia ICH Q2(R2) para la validaciéon de procedimientos
analiticos, el método es adecuado para su uso analitico.

Tabla 5. Resultado de validacién del método analitico de insulina humana (AURAX®)

Linealidad del sistema

Resultados Criterio de aceptacion Dictamen
r2 0,999 >0,98 Aceptable
ERR 1,7 <2,0%
C(531) (0,303 -0,299)
Precision global
Resultados Criterio de aceptacion Dictamen
Porcentaje CV 1,2 % <1,5% Aceptable
Exactitud
Resultados Criterio de aceptaciéon Dictamen
Diferencia 1,8 % <3,0%
Porcentaje de recuperacion Cumple
Porcentaje CV 1,3 % <3,0 %
Precision intermedia
Resultados Criterio de aceptaciéon Dictamen
Porcentaje CV 1,8 % <30% Cumple

Fuente. Elaboracién propia.



3.6. Evaluacioén in vivo

Se analizaron las concentraciones de glucosa sérica de ambos grupos (control y tratamiento)
en distintos momentos. En ambos grupos se observan diferencias significativas en el area bajo
la curva, siendo la menor concentracion de 90 mg/dL a los 120 min en el grupo con
tratamiento, en contraste con 110 mg/dL en el grupo control al mismo tiempo, como se
muestra en las figuras 7 y 8.

Figura 7. Curva de tolerancia a la glucosa para los grupos de tratamiento y control
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Fuente. Elaboracién propia.

Figura 8. Comparacion del area bajo la curva (AUC) de glucosa sérica entre los grupos
con tratamiento y el grupo de control. Estadistica: t- Student (*p<0,05)
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Fuente. Elaboracién propia.

4. Discusion

4.1. Fabricacion

El quitosano soluble en condiciones 4cidas (pH <6,5) favorece la protonacién de los grupos
amino, lo que permite interacciones idnicas con la insulina y el TPP (H - uniones). Ademas, la
presencia de grupos hidroxilo (-OH) y éter (C-O-C) permite la formaciéon de puentes de
hidrégeno intermoleculares entre cadenas de quitosano (T-uniones) [13, 14]. El resultado de
las interacciones electrostaticas permite la formacién de las nanoparticulas. El Tween 80, por
debajo de su concentracién micelar, estabiliza la suspension al reducir la tensiéon superficial de
las nanoparticulas, equilibrando las fuerzas de atraccién y repulsion entre ellas y garantizando
su dispersion [15, 16]. La floculacién y consecuente precipitaciéon son el resultado del
desbalance en las fuerzas de atraccién y repulsion, asi como la formacién de microparticulas
(>1000 nm), donde la repulsiéon entre particulas no es suficiente para mantener una
estabilidad a largo plazo [17].

4.2. Caracterizacion y optimizacion de las
propiedades fisicoquimicas

Para optimizar el perfil fisicoquimico que permita el uso de las nanoparticulas como sistemas
de entrega de farmacos, es importante considerar el tiempo y la velocidad de centrifugacion,
asf como la adicidn de surfactante, puesto que se ha observado que variaciones desde 8000
rpm resultan en nanoparticulas de 68,3 nm, y en el caso de 15000 rpm, en nanoparticulas de
1663,3 nm [18].

Respecto al uso de Tween 80 (tabla 1), se ha demostrado que la incorporacién de 0,5 % v/v de
Tween 80 durante la fabricacién de nanoparticulas de quitosano-folato resulté en un tamafio
promedio de 111,84+4,11 nm, lo que evidencia una reduccion significativa en sus dimensiones
cuando se compard con su adicién a concentraciones mas bajas [19, 20]. Para el caso de las
nanoparticulas que incluyen insulina, la adicién de Tween 80 tuvo sustento con base en los
resultados previos de disefio experimental y en las dimensiones obtenidas de 299,86+21,33
nm, los 200 microlitros afiadidos corresponden a 1 % del volumen total de disolucién. Otro de
los argumentos para el uso de Tween 80 es que también funciona como un tensioactivo,
disminuyendo la tension interfacial, lo que favorece la generaciéon de nanoparticulas mas
pequefias y uniformes durante el proceso de emulsificacion [21].

En el caso de la adicién de Eudragit® L100-55 (tabla 3), el objetivo principal fue recubrir las
nanoparticulas de ntcleo para protegerlas del medio acido del estomago y facilitar su
disolucién en el pH neutro del intestino delgado, favoreciendo la absorcion sistémica de



insulina (figura 1, 2 y 3) [22]. Con el riesgo de modificacion de las propiedades fisicoquimicas
de las nanoparticulas, se realizaron ensayos con diferentes proporciones de disolucion e
incorporacion de las nanoparticulas de nucleo de quitosano. Finalmente, la concentracion
optima fue de 0,1 % de Eudragit®, y una proporcion de 3:1 respecto a las nanoparticulas de
nucleo (tabla 3). Esto, debido a que el Eudragit® facilita la formacién de nanoparticulas,
proporcionando al sistema una matriz estable que permite regular el tamafio durante el
proceso de incorporacion al sistema [22].

Con base en el disefio experimental considerado y en los resultados obtenidos, la velocidad de
5000 rpm por 9 minutos permitié obtener nanoparticulas con dimensiones de tamafio
aproximado de 299,86+21,33 nm, un PDI de 0,28+0,05 y un potencial Z de -24.93+1,10;
caracteristicas Optimas de los sistemas de liberacién de farmacos (figura 4) [23] Las
nanoparticulas de menor tamafio tienen una mejor absorcion y distribucién en el organismo.
Dada su capacidad para infiltrarse en los tejidos de manera mas eficiente, constituye una
ventaja en aplicaciones de administraciéon de farmacos, especialmente en el ambito de la
nanotecnologia [24].

4.3. Determinacion morfoldgica

Mediante las imagenes obtenidas por TEM, fue posible observar las muestras que contenian
insulina, especificamente las nanoparticulas con y sin recubrimiento con Eudragit® L100-55,
como se muestra en las figuras 5 y 6. Para las nanoparticulas recubiertas con Eudragit® L100-
55 se observa una textura mas definida y lisa, con varias nanoparticulas en coalescencia; se
tiene evidencia de que las nanoparticulas formuladas con Eudragit® suelen presentar un
tamafio y una forma uniformes, lo cual resulta fundamental para una administraciéon de
farmacos consistente [25, 26, 27].

A diferencia de las nanoparticulas recubiertas, las de nicleo presentan una forma ovoide y una
apariencia vacuolar (figura 6) [28]. Las imagenes obtenidas por TEM facilitaron la evaluacién
y la visualizacién de nanoparticulas de quitosano. Es comuin encontrar formas esféricas y
uniformes, entre otras, por la versatilidad que tiene el quitosano para su aplicacién en la
tecnologia farmacéutica [29].

4.4, Evaluacion de la validez del método analitico

El modelo analitico de cuantificacién cumple con los criterios de precision, linealidad,
selectividad y exactitud. De acuerdo con la gufa ICH Q2(R2), se considera apto para su uso y
sus resultados son confiables y precisos (Tabla 4 y 5) [30, 31].

4.5. Evaluacion in vivo

De acuerdo con las curvas de concentracién de glucosa (figuras 7 y 8), se observa una
reduccion notable de la glucosa sérica tras el tratamiento, lo que indica que al pH del intestino,
las nanoparticulas son liberadas del recubrimiento y permiten su paso a las células intestinales



[32, 33]. Alin es desconocido el mecanismo de cruce y su direccionamiento hacia la circulaciéon
portal para la entrega de insulina.

En la grafica de la curva de tolerancia a la glucosa posadministracion oral de glucosa (figura
7), se observa una reduccién sostenida en los niveles de glucosa sérica a partir de los 30
minutos, cuyo efecto hipoglucémico se vuelve mas evidente con el tiempo [34]. Esta respuesta
sugiere una liberacion efectiva y controlada de la insulina encapsulada.

El andlisis del AUC (figura 8) confirma esta observacion. Los resultados indican una reduccién
significativa de los niveles de glucosa posprandial [35, 36]. Es un indicador cuantitativo del
efecto hipoglucemiante prolongado de la formulaciéon oral, y sugiere que la insulina
encapsulada mantuvo su actividad bioldgica tras la administracion oral.

5. Conclusiones

La diabetes y las complicaciones asociadas al fallo en la adherencia terapéutica replantean la
necesidad de tratamientos innovadores menos invasivos. En este estudio describimos la
formulaciéon de nanocomplejos como alternativa terapéutica oral a la administracién clasica
de insulina. En un sistema de entrega de insulina a base de quitosano, la estandarizaciéon de un
tamafio y polidispersidad, facilita un incremento en la entrega de farmacos, asi como su
estabilidad. En altas proporciones de recubrimientos entéricos, el tamafio y PDI se incrementa
significativamente en conjunto con la ausencia de tensoactivos, favoreciendo la inestabilidad
y floculacion. Esto, asociado con tiempos y velocidades bajas de centrifugacion, disminuye la
dispersién y uniformidad de la formulacion. Estos efectos observados ofrecen un control
estandarizado de los nanocomplejos. Por ltimo, los pardmetros presentados en este estudio
pueden aplicarse para la preparacion de nanoparticulas basadas en quitosano, para la entrega
prometedora de otros farmacos y fines biomédicos.

Para futuros trabajos se recomienda evaluar la estabilidad a largo plazo de las formulaciones
en diferentes condiciones de almacenamiento, asi como realizar estudios de liberacién in vitro
en medios biolégicamente relevantes que simulen las condiciones gastrointestinales. También,
es pertinente desarrollar estudios in vivo para determinar la biodisponibilidad oral de la
insulina encapsulada y su impacto farmacodindmico. Del mismo modo, se sugiere explorar la
incorporacién de diferentes agentes estabilizadores o modificaciones en la proporcién del
recubrimiento entérico, con el fin de optimizar el equilibrio entre la proteccién gastrica y el
tamafio de las particulas. Por ultimo, seria pertinente ampliar la aplicacion del sistema a la
encapsulacién de otros péptidos o biomoléculas sensibles, con el objetivo de consolidar la
plataforma como un sistema de administracién oral versatil.
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