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Resumen

La diabetes mellitus es una de las enfermedades mas comunes en México, por lo que se han desarrollado distintas vias de
administracion de farmacos para apoyar en su control, como las inyecciones o bombas de insulina; aunque estos tratamientos
suelen presentar repercusiones fisicas y psicologicas en los pacientes. Para evitarlas una opcion viable es la administracion
del fArmaco a través de parches transdérmicos, que son dispositivos que se adhieren a la piel y liberan los farmacos al
torrente sanguineo durante un periodo de tiempo. Este proyecto tiene como objetivo elaborar el pre-prototipo de una
membrana a base de celulosa bacteriana (CB) que sera utilizada como base en la elaboraciéon de un parche transdérmico
reservorio. La CB se obtuvo a partir de biorreactores estaticos y fue sometida a dos procesos de purificacion con soluciones
de NaClO al 5.4% e NaOH al 20% y una posterior neutralizacion con Na3;C¢HsO7 y CH3COOH. Posteriormente se realizaron
pruebas de DNS (4cido 3,5-dinitrobenzoico), para garantizar su pureza. Se liofilizaron cinco placas CB de 60 g cada una,
siendo cada placa diferente en tratamiento y con diferente concentracién de aditivo. Con las placas se realizé un modelo
para medir la absorcion y adsorcion de cada muestra a través del método de difusion simple en placa. Las placas constituidas
de CB + 0.5% lecitina presentaron los mejores resultados, con un valor de 43.92% de absorcion y 56.08% de adsorcion, por

lo que se concluye que las membranas de CB obtenidas, son viables para ser utilizadas con insulina glargina.
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Introduccion

Los parches transdérmicos son dispositivos que se
adhieren a la piel, con el fin de liberar un fArmaco hacia el
torrente sanguineo de manera paulatina durante un periodo
de tiempo determinado. Son un medio cémodo y efectivo
para administrar firmacos de manera controlada, y su
aplicacion consiste en colocarlo en determinada parte del
cuerpo e intercambiarlo por uno nuevo después del tiempo
prescrito por el médico.

Décadas atras, han existido parches transdérmicos
denominados como emplastes medicinales o cataplasmas,
los cuales son un tratamiento topico en forma de pasta para
uso calmante, antiinflamatorio o emoliente. De igual
modo, se han desarrollado parches transdérmicos desde
1970, siendo el primero de ellos utilizado para el
tratamiento de nduseas y vomito gracias a la utilizacion de
escopolamina [1].

Actualmente, se encuentran una gran variedad de
farmacos y hormonas dosificados por medio de estas vias
de administracion, por mencionar algunos; la
nitroglicerina  (angina de pecho), la clonidina
(hipertension), el etinilestradiol (anticonceptivo), el
estrogeno y progestina (anticonceptivo), el fentanilo
(analgésico 'y anestésico), testosterona (hormona
esteroidea sexual), entre otros [1].

De acuerdo con Schulmeister [2], existen cuatro diferentes
tipos de parches (Fig. 1): a) parche con el medicamento en
una sola capa en el adhesivo; b) parche con el
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medicamento en multiples capas en el adhesivo; ¢) parche
transdérmico reservorio y el d) parche matriz [2].

) Parche con el medicamento en una Parche con el medicamento en
a sola capa en el adhesivo milltiples capas en el adhesivo
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Fig. 1. Tipos de parches transdérmicos editado de [2]

En este trabajo se busco desarrollar un pre-prototipo de
membrana para formar parte de un parche transdérmico
reservorio (Fig. lc), que se encuentra conformado por
cinco elementos: 1) refuerzo posterior, el cual protege el
parche de dafios ambientales, fisicos o quimicos; 2) el
farmaco, 3) la membrana polimérica, encargada de
controlar la velocidad de administracion; 4) un adhesivo y
5) el forro que se retira antes de su aplicacion sobre la piel

(2].
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La mayoria de los parches transdérmicos estan
constituidos a base de quitosano, carragenina,
poliacrilatos, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona,
siliconas y derivados de celulosa [3].

Debido a esto una opcion viable es el uso de CB como
base. La celulosa es la molécula natural de mayor
abundancia en la naturaleza, debido a que es el principal
componente estructural de la pared celular de las plantas.
Siendo los recursos maderables de donde la mayor parte
de la celulosa se extrae de manera industrial. Asimismo,
otra fuente de celulosa en la naturaleza son las bacterias
del género Gluconacetobacter, en virtud de que son
capaces de sintetizarla [4] como una membrana en la
superficie de medios liquidos [5].

La CB es un polimero constituido por B-glucosa, que es un
metabolito de la bacteria o del proceso en si mismo, unido
por enlaces covalentes formando una cadena lineal. Las
cadenas lineales del polimero se asocian por puentes de
hidrogeno y fuerzas de Van der Waals [6]. Por tanto, esta
asociacion de cadenas forma una red nanométrica de cintas
capaces de absorber el agua (> 90 % de su peso), con una
porosidad de 200 pm y biocompatibilidad [7]. Incluso, se
ha optado por la utilizacion de la CB como biopolimero
por su facilidad para purificacion, el control de los
parametros de cultivo (pH, temperatura y grados Brix);
ademas de que esta se puede producir a partir de la
reutilizacion de residuos o lixiviados agroindustriales [5].
La CB presenta ventajas sobre la celulosa vegetal, debido
a que es libre de lignina y presenta una red 3D tejida con
nanofibras que aumenta la relacion de area de superficie a
volumen, otorgando una fuerte interaccion con los
componentes vecinos. Proporciona una resistencia
mecanica relativamente excepcional, un alto grado de
polimerizacion y cristalinidad (alrededor del 90%). Del
mismo modo, presenta ventaja ante materiales
sintetizados, gracias a su ausencia de toxicidad y
biodegradabilidad [7]. Generando interés en el campo
biomédico.

De manera comercial se ha utilizado en: el desarrollo de
membranas para la cicatrizacion de heridas, andamios para
la ingenieria de tejidos, vasos sanguineos artificiales, y la
administracion transdérmica de farmacos [8]. Por ello, se
han llevado a cabo parches de CB para administrar
farmacos como: ibuprofeno, lidocaina, diclofenaco,
cafeina, sulfadiazina de plata y amoxicilina, que han
tenido éxito en el mercado [9].

Para este caso de estudio, el farmaco de interés es la
insulina, utilizada para tratar la diabetes, la cual se
presenta cuando el pancreas no produce suficiente insulina
o cuando el cuerpo la metaboliza de manera ineficiente. La
insulina es una hormona que tiene como funcion regular la
concentracion de glucosa en la sangre, también conocida
como glucemia [10].

Ademas, es importante mencionar que conforme a los
datos de la IDF (International Diabetes Federation) en el
afio 2021, se registraron 51 millones de personas con
diabetes en Norteamérica y el Caribe, de los cuales México
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tiene 14.1 millones [11]. Si bien, de acuerdo con la
informacion proporcionada por el INEGI, se concibe a
Puebla como la entidad federativa con el mayor indice de
mortalidad en el pais, con un 15.7%, seguido de Veracruz
(15.6%) y Tlaxcala (14.5%) [12].

Uno de los tratamientos para la diabetes consiste en una
inyeccion diaria de insulina, lo cual después de un largo
periodo de tiempo, enrojece, irrita, hincha, engrosa o
contrae la piel en los sitios de aplicacion [13]. Para evitar
el uso frecuente de jeringas desechables se ha recurrido a
la bomba de insulina, la cual a pesar de ser un método
automatizado, requiere que: se encuentre
permanentemente conectada al cuerpo, se recargue
constantemente el depdsito de insulina, se le dé
mantenimiento periddico y, al ser del tamafio de un
smartphone, se califica como una opcién poco comoda,
ademas de costosa [14].

De igual modo, la empresa espafiola Medicsen ha
desarrollado un smartpatch que promete ser una solucion
eficiente al dejar el método tradicional de inyeccioén por
uno indoloro. Sin embargo, atin se encuentra en etapa de
financiamiento y permisos para ser usado en humanos
[15]. Aunado a que no se ha presentado su precio al
publico, no se puede afirmar si serd costeable para las
familias de clase media o baja. Este parche es el unico que
se ha desarrollado de momento que no hace uso de agujas
para administrar fArmacos.

Teniendo en cuenta los antecedentes y malestares fisicos
mencionados; consideramos a la CB como una candidata
atractiva para la elaboracion de una membrana capaz de
absorber y adsorber insulina glargina que posteriormente
sera utilizada en un parche transdérmico de insulina.

Con el presente trabajo se busco obtener CB con pH neutro
y libre de aztcares reductores, para evaluar la absorcion y
adsorcion de insulina glargina en la CB mediante difusion
simple y comparando estas propiedades en CB tratada con
NaClO y NaOH sin y con lecitina en distintas
concentraciones.

Metodologia

Preparacion de la celulosa bacteriana

La celulosa bacteriana fue obtenida de los biorreactores
estaticos a base de suero de leche proveidos por el Dr.
Gregorio Romero de la Vega en el IDIT de la Ibero Puebla,
los cuales requieren de al menos una concentracion de
solidos del 15% (15°Brix), una acidez inicial de 4.9 pH, e
inoculados con 200 ml del consorcio bacteria-levadura con
concentracion de 1x10"8 UFC/ml. Cabe mencionar que
para lograr esa concentracion minima se requiere de un
periodo de 20 dias, en condiciones ambientales de 1 atm a
25°C sin agitacion.

La celulosa bacteriana cosechada de los biorreactores
estaticos a base de suero de leche conserva residuos, tales
como globulos de grasa y lactosa, por ende, supone un
problema, ya que los azucares simples de la CB pueden
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interactuar con la insulina. Para evitarlo, se empez6 su
acondicionamiento al lavarla con agua y jabon, para
posteriormente dividirla en dos lotes de CB. El primer lote
se purificé) sumergiéndolo en una soluciéon de NaClO al
5.4%, a fin de eliminar los residuos del medio de cultivo y
los azucares reductores, por un periodo de 4 - 6 dias.
Posteriormente, la CB fue enjuagada con agua destilada
hasta eliminar el hipoclorito y se neutralizo su pH con
acido acético.

En el segundo lote se eliminaron los azlicares reductores y
residuos de cultivo de la CB, sumergiéndola en solucion
de NaOH al 20%. Se agité de manera orbital a fin de que
toda la celulosa estuviera en contacto con la solucion
NaOH.

Posteriormente, se dejo reposar por 24 horas y pasado el
tiempo, se enjuagd la celulosa con agua destilada tres
veces para reducir su pH alcalino a un pH neutro. Empero,
fue necesario utilizar 1,400 ml de vinagre blanco
comercial con una concentracion de 5% de acido acético
para reducir aun mas el pH de la CB, a razon de que los
lavados lo disminuyeron escasamente.

Después del lavado con vinagre, se enjuagd con agua
destilada el kilogramo de CB y se verti6 en un matraz con
agua destilada suficiente para cubrirla, dejando reposar
por un dia. Luego de ello, se enjuagd dos veces con 1 L de
citrato de sodio al 0.1%, con agitacion orbital con el objeto
de neutralizar el pH.

Con el objeto de medir el porcentaje de azicar remanente
en ambas muestras tras los tratamientos previamente
descritos, se realiz6 la técnica de Miller para los dos lotes,
que consiste en la reduccion del reactivo DNS (acido 3,5-
dinitrobenzoico) al reaccionar con la glucosa contenida en
la CB procesada y neutralizada. Para dicho proceso, se
pesan 1000 mg de CB, se agregan 10 ml de agua destilada
en un tubo de centrifuga, para ser centrifugado durante 15
minutos a 5500 rpm, transcurrido dicho tiempo, se toman
0.5 ml de sobrenadante para reaccionar con 0.5 ml de
reactivo DNS, durante 5 minutos en agua -caliente,
deteniendo la reaccion con choque térmico en agua fria y
reconstituyendo la muestra con 5 ml de agua destilada,
dejando reposar por 15 minutos, para después analizar la
muestra en el espectrofotometro ultravioleta-visible
(Agilent Technologies modelo Cary 60 UV-Vis)
programado a 540 nm junto con el software de analisis de
datos Simple Reads para medir la absorbancia (ABS).

Debido a la escasez de informacion sobre la interaccion
entre la polaridad de la celulosa bacteriana y la insulina se
consider6 pertinente caracterizar la utilizacion de un
emulsionante en la CB y se incluy6 la lecitina de soya
grado reactivo para evaluar sus efectos en el biopolimero.
Por consiguiente, una vez asegurada la pureza de la CB, se
liofilizo, por tanto, se tomaron tres muestras de 600 mg de
CB ya tratadas con NaOH, a las cuales se les afiadio
lecitina de soya (LTY) en las siguientes concentraciones;
a) 98% CB - 2% LTY, b) 99% CB - 1% LTY y c) 99.5%
CB - 0.5% LTY; replicando el mismo procedimiento se
realizO una placa con las mismas caracteristicas
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unicamente sin LTY. De igual manera se tomd una
muestra del primer lote y del mismo gramaje que las
anteriores, con la diferencia que a esta muestra no se le
afiadio LTY.

Cada uno de estos compuestos fueron licuados hasta
obtener una papilla como consistencia, para proceder a ser
prensadas en una Crayola Paper Maker ©. Después de
realizar las placas de CB, se introdujeron al
ultracongelador de marca Revco RDE series powered by
H-Drive© para pre liofilizarlas a -84°C durante 24 horas.
Pasado el tiempo de pre-liofilizacion, se extrajeron las
placas del ultracongelador para moverlas hacia la
liofilizadora donde permanecieron 24 horas; al ingresar las
muestras de CB a las bandejas de la liofilizadora comenzo
el proceso de sublimacion tratando al vacio las placas.

Después de este proceso se obtuvieron de cada una de las
placas, cinco cuadrados de 5 x 5 cm, de los cuales se midio
su espesor con un vernier. A manera de evidenciar su
absorcion se utilizo el principio de difusion simple en
placa; los cuadrados fueron pesados y después sumergidos
en 0.65 ml de insulina glargina dentro de cajas Petri; se
hizo el seguimiento en intervalos de 30 minutos, hasta 90
minutos. Al cabo de 24 horas, se volvieron a pesar a fin de
comparar el peso inicial con el peso final mediante una
diferencia de masa.

Resultados y discusion

Se obtuvieron 500 g de CB de los biorreactores estaticos a
base de suero de leche.

Al purificar la CB, se observo variacion en su pH en
cuanto alcalinidad y acidez (Tabla 1). Es importante
conservar un pH neutro en la CB debido a que se busca
que sea biocompatible con la piel.

Tabla 1. pH de la celulosa bacteriana (n=3)

CB pH
Normal 7.1+£0.10

CB tratada con Cloro 4.59 £0.26

CB tratada con NaOH 12.79 £ 0.43

CB tratada con vinagre 4.51+0.14
blanco

CB tratada con citrato de 6.97 £0.05
sodio

Gracias a las propiedades quimicas de la CB, fue posible
acondicionarla, al eliminar la lactosa como su azicar
reductor, por medio de la utilizacion de a) NaClO 5.4% y
b) NaOH 20%. Los resultados que se obtuvieron de la
prueba de DNS en un espectrofotometro fueron los
siguientes (Tabla 2 y 3).
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Tabla 2. Porcentaje total de azucar en la CB procesada con
NaClO

s e Promedio (.le % de
# muestra absorbancia azucar en
(ABS) (n=6) CB totales
1 1000.1 0.009 0.112
1000.7 0.029 0.505
3 1005.0 0.007 0.068
Promedio: 0.228 +
0.241

En la Tabla 2, se contempla que la CB tratada con
hipoclorito de sodio, denotd ser eficiente, a razon de que
redujo el porcentaje promedio de aziicar a un valor
practicamente nulo.

Tabla 3. Porcentaje total de aziicar en la CB procesada con NaOH

s e Promedio (.le % de
# muestra absorbancia azucar en
(ABS) (n=6) CB totales
1 1005.9 1.192 23.626
2 1002.6 0.038 0.685
3 1003.0 0.007 0.074
4 1002.2 0.001 0.059
5 999.8 0.968 19.286
Promedio: 8.746 +
11.706

Los resultados de la Tabla 3 demuestran que el porcentaje
total de azucares reductores se encuentra por debajo del
10%, resultado que difiere de lo obtenido por Ludmilla y
colaboradores [16], que obtuvieron un porcentaje
aproximado al 3% de azicares reductores, al acondicionar
la CB en una solucion NaOH a 60°C con agitacion
magnética durante 90 minutos, a diferencia de nuestro
proceso de purificacion se realizé de manera estatica por
24 horas.

Por otro lado, se observa una discrepancia de la muestra 1
y 5 de la Tabla 3, ya que su porcentaje de azucares
reductores totales se encuentra por arriba del promedio,
por lo que, se determind que estas muestras al ser tomadas
del fondo del recipiente donde se realizaban los lavados,
reabsorbié los liquidos asentados que contenian los
azucares reductores.

El tratamiento del primer lote con el segundo discrepa
mucho, dado que la diferencia entre estos dos es del
8.52%. Por tanto, se concluyd que es mas viable la
utilizacion de NaClO para la purificacion de la CB.

Con respecto a la liofilizacion de las muestras de CB se
obtuvieron los siguientes resultados (Fig. 2 y Fig. 3).

Expo Ibero Primavera 2023

Fig. 2 CB tratada con NaClO (a la izquierda) y tratada con NaOH
sin LTY (a la derecha)

Fig. 3 CB tratada cn NaOH + LTY al 0.5% (a la izquierda) al
1% (al centro) y al 2% (a la derecha)

Se observa en la Fig. 2 y 3 que la adicién de LTY a las
placas de CB permite que el espesor de esta sea mas
constante y lisa, a diferencia de las que carecian de este
emulsionante.

Las mediciones con el vernier muestran que la CB tratada
con NaClO presentd el nivel mas bajo de espesor y la
procesada con NaOH + 0.5% LTY la de mayor espesor
(Tabla 4). El adicionar un porcentaje mayor del 1% de
LTY permiti6 una placa con un espesor mas constante.

Tabla 4. Espesor de las muestras de CB en mm (n=10)
NaOH+0 | NaOH+ | NaOH+
S%LTY | 1%LTY | 2% LTY

151+ | 5.07+ 598+ 397+ 4.63 +
0.42 1.28 1.32 0.39 0.42

NaClO | NaOH

El método de difusion simple en placa denotd que de los
0.65 ml de insulina suministrados en la CB + 0.5% LTY,
se liberaron 26.34% en los primeros 90 minutos del
método (Fig. 4) y 56.08% a las 24 horas (Fig. 5), siendo el
mayor porcentaje de adsorcion con respecto a las demas
muestras de CB, en consecuencia, su nivel de absorcion
transcurrido las 24 horas es de 43.92%, lo cual demuestra
que absorbe por completo el farmaco y permite su
liberacion al medio, otorgando mejores resultados que los
obtenidos por [16], debido a que lograron una absorcion
total de 0.012% de insulina, una razén puede ser que ellos
al empapar la membrana de CB con una solucion salina
imposibilitaron una mayor absorcion porque la membrana
utilizé una parte de esta propiedad con la solucion en lugar
de con la insulina. Ademas, se especula que al agregar
lecitina al sistema, esta provee parte de la capacidad de
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absorcion en conjunto con la CB. De tal modo que la
adicion de un porcentaje minimo de lecitina (0.5%) es
productivo, ya que retiene parcialmente una mayor
cantidad de insulina. Sin embargo, la lecitina interactia
con las soluciones como emulsionante, por tanto, al
sobresaturar la CB con 1% o 2% de LTY, es
contraproducente, porque aumenta la propiedad de
absorcion del complejo CB + LTY + Insulina, evitando asi
la liberacion paulatina de insulina, entonces en relacion
con los datos obtenidos, este complejo es muy estable.

% Adsorcion (0-90 minutos)
30%
25%
20%
15%

10%

0%
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

——NaClo NaOH + 0% LTY —@—NaOH + 0.5% LTY
NaOH + 1% LTY —@—NaOH + 2% LTY

Fig. 4 Adsorcion de las muestras de CB con insulina glargina a
los 90 minutos. (n=3)

% Adsorcion (24 hrs)
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

—e—NaClo NaOH + 0% LTY —@—NaOH + 0.5% LTY
NaOH + 1% LTY —@—NaOH + 2% LTY

Fig. 5 Adsorcion de las muestras de CB con insulina glargina a
las 24 horas. (n=3)
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