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RESUMEN

Introduccidn: los procesos de obtencidon de SCP han sido desarrollados por diferentes
investigadores tanto a nivel nacional como internacional. Objetivo: definir los paré-
metros criticos del proceso de obtencién de SCP, para incrementar el rendimiento
y la calidad de este producto y sus derivados. Mérodos: se utilizé el método de purifi-
cacién de Pichansky, con algunas modificaciones en las siguientes variables: relacién
masa/volumen, concentracion del etanol y el tiempo de agitacién. Los materiales
utilizados estdn avalados por el Sistema de Gestion de Calidad del Centro. Resul-
tados: las variantes #2 y #4 del proceso de extraccién, utilizadas a escala de labora-
torio, son las de mejores resultados, ya que se obtuvo un rango de porcentaje sélidos
totales entre un 12,4 y 14,3 %, con un rendimiento entre un 48,5 y 83,0 %; siendo
seleccionada la variante #4 para elaborar los lotes experimentales a escala de reactor.
Conclusiones: las variables estudiadas: tiempo de agitacién, concentracién de etanol

y relacién masa/volumen, asi como el porcentaje de los sdlidos totales, el porcentaje
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del rendimiento y las propiedades organolépticas, respondieron positivamente en
las variantes #2 y #4, las cuales permitieron cumplir con los objetivos propuestos
en esta investigacion, y pueden emplearse en la elaboracién de los lotes productivos
dependiendo de la concentracién de las soluciones alcohélicas de propéleos que se

quieran producir.

Palabras claves: Soluciones concentradas de propéleos, método de obtencién, inves-

tigacién experimental, pardmetros de calidad.

SUMMARY

Experimental basic research to define critical parameters in the
process of obtaining concentrated solutions of propolis (CSP)

Introduction: SCP’s processes of obtaining Propolis have been developed by
different investigators so much nationally like international. Objective: To define
SCP’s critical parameters of the process of obtaining, to increment the performance
and the quality of this product and his by-products. Methods: Pichansky’s method of
purification, with some modifications was utilized to the variables following: Rela-
tion mass/volume, concentration of ethanol and the time of agitation. The utilized
materials are guaranteed for the Quality Management System of the Center. Results:
The variants #2 and #4 of the process of extraction, utilized to scale of laboratory,
gave better results, obtaining percentage’s range solid totals between 12.4 and 14.3
%, with a performance between 48.5 and 83.0 %. Variant #4 was selected in order
to make the experimental lots at reactor scale. Conclusions: the studied variables:
Time agitation, concentration of ethanol and the relation mass/volume, as well as
the percentage of the solid totals, the percentage of the performance and organo-
leptic properties, of variants #2 and #4, allowed carrying out the objectives proposed
in this investigation. These variables responded positively in the variants and can
be used in the elaboration of the productive lots considering the concentration of

alcoholic propolis’ solutions required.

Key words: Solutions concentrated of propolis, method of obtaining, experimental

investigation, parameters of quality.
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INTRODUCCION

Los productos de las abejas (Apis mellifera) han sido utilizados por el hombre desde la
antigiiedad hasta nuestros dias con fines medicinales y nutritivos. Uno de estos pro-
ductos es el propdleos cuyo nombre proviene de los griegos (pro: delante de, y polis:
ciudad). Aristdteles lo considera como “remedio para las infecciones de la piel, llagas
y supuraciones”. Galeno, en el siglo II, menciona el propolis en sus trabajos, y el famoso
médico y filésofo persa del siglo XI, Avicena, dice del mismo: “Tiene la cualidad de
eliminar las puntas de flechas y las espinas, vivifica, limpia fécilmente y ablanda fuer-
temente”. Ademads se utilizé por los sacerdotes egipcios como sustancias medicinales.

Entre los anos 1899 y 1902, en la guerra Anglo-Boer en el cono sur africano, esta sus-
tancia se empleé en la cura eficaz de heridas infectadas y como sustancia cicatrizante (en
aquel entonces se desconocian los antibiéticos). Las abejas lo utilizan como cemento
para la colmena existiendo evidencias de que la protegen de hongos, bacterias y otros
invasores [1].

El propéleos es una matriz compleja, constituida por una gran variedad de compuestos
quimicos, su composicion no es estable y varia segun la fuente de procedencia, se carac-
teriza por tener un 55% de resinas y balsamos aromaticos, 30% de ceras, 10% de aceites
esenciales y 5% de granos de polen [2-3].

Algunos autores plantean la existencia de alrededor de 18 componentes [3] y se senala
que entre estos, los principales son flavonoides de los tipos: las flavonas, flavones y
las flavononas. Se han reportado distintos compuestos: flavonas (38) entre las que se
encuentran: ramnocitrina, kaempferol, crisina, galangina (3, 5, 7-trihidroxiflavona),
isalpinina, tectocrisina, acacetina, apigenina, pectolinarigenina; 5, 7-dioxi-3, 4-dime-
toxiflavona; 3, 5-dioxi-7, 4-dimetoxiflavonay 5-oxi-7, 4-dimetoxiflavona, derivados del
4cido benzoico (12), por ejemplo: 4c. hydroxi-4 benzoico, 4c. metoxi-4 benzoico, 4c.
protocatéquico y 4c. gélico, derivados del alcohol cinamilico (14) y el 4c. cindmico, 12
componentes entre alcoholes, cetonas y fenoles, terpenos (7), como el beta-bisabolol y
alfa acetoxibetulendl, y sesquiterpeno-farnesol, esteroides (11), azticares (7) y aminod-
cidos (2). Empleando métodos cromatogréficos y espectroscépicos se han podido aislar
y caracterizar de forma inequivoca benzofenonas preniladas, flavonoides, isoflavonoi-
des, polifenoles, dcidos fenélicos y triterpenos [4-13].

El propdleos es ampliamente utilizado en alimentos y bebidas, ya que mejora la salud
humana. Este contiene mds de 300 compuestos, tales como los polifenoles, aldehidos
fendlicos, sequiterpenos, quinonas, coumarinas, aminodcidos, esteroides y compuestos
inorgénicos [14].
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En un estudio realizado por nuestro equipo de trabajo para lograr la optimizacién de
las etapas del proceso de extraccién de las soluciones concentradas de propéleos (SCP),
se demostrd la factibilidad del mismo, utilizando una tercera extraccién y un nuevo
sistema de filtrado a temperatura refrigerada, lograndose valores de los sélidos totales
superiores al 16 %, con una pureza y una mejor recuperacién de los principios activos
teniendo en cuenta los volimenes y rendimientos obtenidos [15].

El mismo equipo de trabajo realizé un estudio comparativo de lotes de soluciones con-
centradas de propéleos (SCP) desde el ano 2010 hasta el afio 2013, obtenidos con dife-
rentes procesos de extraccién, comprobdndose que el proceso de extraccién utilizado
en los anos el 2012 y el 2013 fue el més efectivo, lograndose SCP con un porcentaje
de sélidos totales superior a las especificaciones del Sistema de Gestién de Calidad del
Centro de Inmunologia y Biopreparados, con un buen rendimiento de principios acti-
vos y un volumen total superior, influyendo positivamente el proceso de innovacién
tecnoldgica utilizado en los lotes elaborados en los afios antes mencionados, aunque
no se descarta la posibilidad de seguir mejorando el proceso de extraccion, que permita
una mayor recuperacion de principios activos teniendo en cuenta las normativas nacio-
nales e internacionales [16].

En el mundo existen diferentes procesos de purificacién de propéleos entre los que se
encuentran los métodos soviético, inglés, y rumano, entre otros. Adanero [17] y Fabri-
cio Ordonez [18], en sus trabajos describen métodos muy similares al utilizado en el
Centro de Inmunologia y Biopreparados de Holguin (CIBHO), para la obtencién de

tinturas madres o soluciones concentradas de propéleos.

También existen otros métodos empleados para la purificacién de propéleos estableci-
dos nacional e internacionalmente como son:

Meétodo #1. (Pichansky). Maceracién del propéleos en alcohol al 70 % [19].

Meétodo #2. (Patente Cubana). Obtencién de fases acuosas, alcohdlicas y combinacién
de ambas [20, 21].

En el Centro de Inmunologia y Biopreparados de Holguin, la obtencién de la SCP se
realiza segtin lo establecido en el PNO 2.049 “Preparacién de la solucién concentrada
de propéleos” [22], donde se establecen las pautas a seguir en la obtencién de dicha
solucion. Hasta el momento se han obtenido soluciones concentrada de propéleos,
con muy buena calidad y que responden con los pardmetros de calidad establecidos
en el PNO 1017 “Analisis fisicoquimicos de propdleos” [23] y la ESP 2503 “Solucién
alcohdlica de propéleos” [24], pero este tiene el inconveniente que al ser un proceso
de maceracién, el tiempo de extraccién es muy prolongado, afectdndose la producciéon
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del Centro, ya que el extracto es utilizado como materia prima en la produccién de
derivados, y esto puede implicar atrasos o incumplimientos en el plan de produccidn.

Teniendo en cuenta lo anteriormente planteado perseguimos como objetivo general:
estipular los pardmetros criticos del proceso de obtencion de SCP a escala de laborato-
rio y mini-industria, para incrementar su rendimiento y la calidad de este producto. Y
como objetivos especificos los siguientes: 1) Determinar que concentracién de etanol
mis factible para la obtencidn de la solucién concentrada de propéleos, 2) Decretar el
tiempo exacto de agitacion necesario para la obtencién de la Solucién concentrada de
propdleosadiferentes concentraciones de etanol, 3) Fijar la relacién masa/volumen idé-
nea para el proceso de extraccién, y 4) Determinar los pardmetros de sélidos totales, las
propiedades organolépticas, y el rendimiento de las solucién concentradas de propdleos.

MATERIALES Y METODOS

Suministro de la materia prima

La masa de propéleos en bruto utilizada es procedente de la provincia de Holguin,
conforme segun requisitos establecidos en la especificacion ESP0005 [25] del Sistema
de Gestion de Calidad implantado, y que fueron recolectados a finales del 2013 y prin-
cipios del 2014.

El etanol utilizado como vehiculo fue suministrado por la Empresa Comercializadora
y Distribuidora de Medicamentos (ENCOMED), conforme a los requisitos estableci-
dos en la especificacion ESP0010 del Sistema de Gestién de Calidad implantado [26].

Metodologia empleada

En el proceso de extraccion se utilizaron variantes de la metodologia de purificacion de
propodleos por el Método Pichansky, aplicada internacionalmente y descrita en el PNO
2049 [22] del SGC del CIBHO, para la obtencién de las SCP, teniendo en cuenta
también el RC 2014 [27], que no es mas que el Registro maestro de preparacion de
la soluciones alcohoélicas concentradas de propéleos. Las variantes a utilizar para las
extracciones se pueden apreciar en el anexo 1.

El proceso de obtencidn utilizado en todas las variantes a escala de laboratorio consis-
tié en verter el propéleos en el vaso de precipitados, donde se realizé la extracciéon que
permitié la agitacion del producto con el disolvente, a través de un agitador mecénico,
variando el tiempo de agitacion en las variantes utilizadas. Posteriormente se afiadi6 el
menstruo hidroalcohélico con agitacién continua hasta que se desintegré, aplicindose
calor a una temperatura a 55 °C, seguin la variante aplicada. Luego enfriar entre 32 5 °C
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para eliminar material contaminante y extraer el producto terminado, filtrado con gasa
o papel de filtro y determinar el volumen final obtenido.

Una vez culminado este proceso, repetir dos veces mas el proceso de extraccién, y con-
tinuar con la filtracion de la masa residual.

Al concluir el proceso de filtracién se lleva la muestra al laboratorio de calidad para
verificar mediante la determinacién del porcentaje de sélidos totales y los aspectos de

calidad del extracto concentrado obtenido segn la ESP 2503 [24] para la SCP.

En cada proceso de extraccién se realizaron tres réplicas para estar seguros de los
resultados obtenidos.

Para llevar a cabo el tltimo de los objetivos propuesto en nuestro trabajo se extrapol6 la
obtencidén de la SCP a escala piloto teniendo en cuenta la variante de mejor resultado
en los lotes experimentales a nivel de laboratorio. Se evaluaron nuevamente los pardme-
tros de calidad bajo las mismas condiciones de extraccion para las SCP.

Para cumplir con los objetivos propuestos se tuvieron en cuenta varias variables dentro
del proceso de extraccion como la relacién masa/volumen, la concentracion de etanol
utilizada, el tiempo de agitacion, después del proceso de extraccién/filtracién a tempe-
ratura constante, en el caso de la temperatura se mantuvo a 55 °C para todos los lotes
experimentales, asi como también se tiene en cuenta los pardmetros porcentaje del ren-
dimiento obtenido.

Para determinar los pardmetros de calidad se consider la Especificacién 2503 [24] del
Sistema de Gestién de Calidad de nuestro centro, entre estos se encuentran el porcen-
taje de sélidos totales y las propiedades organolépticas que se describen a continuacion:

Propiedades organolépticas determinadas

e Aspecto: liquido sin sedimentos, trasltcido.
* Color: pardo rojizo oscuro, puede presentar tonalidades verde amarillentas.
* Olor: resinoso alcohdlico, caracteristicos del propéleos.

e Sabor: resinoso, amargo, alcohdlico.
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La determinacion del porcentaje de sélidos totales de la SCP obtenida en cada lote fue
determinada cumpliéndose con lo establecido en el PNO1.017 “Analisis fisicoquimico

de propdleos” [23].

Los resultados estadisticos se procesaron a través del software Medcacl version 4.16,

para Windows 95 (Copyright© 1993-1997, Franck Shoonjans).
RESULTADOS

En la tablas 1 y 2 se pueden apreciar los diferentes lotes experimentales elaborados,
utilizando diferentes variantes del proceso de extraccion, asi como se exponen los resul-
tados obtenidos al aplicar las variables expuestas y determinar los pardmetros estableci-
dos para el control de calidad de las SCP obtenidas. Debemos sefialar que en el caso de
los lotes F 130001 y F 130003 se decidié no realizar més lotes, debido a los resultados
obtenidos, en el porcentaje de sélidos totales que resultaron muy por debajo de las
especificaciones establecidas y de acuerdo a los intereses técnico-productivos, que se
perseguian para la solucion final de SCP.

Tabla 1. Resumen de los resultados de la evaluacién de las variables determinadas a los lotes experi-

mentales de SCP a nivel de laboratorio.

Lotes experimentales Relacién Concentracién | - Tiempo
y sus réplicas # Variante masa/volumen canol . de‘ ,

70% | 96% | agitacién
FI 130001 1 250 g/1000 mL (1/4) X - 4 horas
FI 130002 2 250 g/1000 mL (1/4) - X | 4horas
FI1 130003 3 250 g/1000 mL (1/4) - X 2 horas
FI 130004 4 250 g/1500 mL (1/6) - X 4 horas
FI 130005* 2 250 g/1000 mL (1/4) - X 4 horas
FI 130006 4 250 g/1500 mL (1/6) - X 4 horas

*Ellote F 130005 es una réplica de la variante #2.
“*El lote F 130006 s una réplica de la variante #4.
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Tabla 2. Resumen de los resultados de la evaluacién de los pardmetros determinados a los lotes expe-

rimentales de SCP a nivel de laboratorio.

Lotes Valor medio Volumen .
. . .. Porcentaje
experimentales | # Variante | porcentaje solidos B ] rendimiento
y sus réplicas totales Inicial Final

F1130001 1 5,40 1000 mL | 390 mL 39

FI 130002 2 14,10 1000 mL | 530 mL 53

FI 130003 3 8,40 1000 mL | 432 mL 43,2
FI 130004 4 12,40 1500 mL | 780 mL 78,0
FI 130005* 2 14,20 1000 mL | 485 mL 48,5
FI 130006** 4 14,30 1500 mL | 830 mL 83,0

*El lote F 130005 es una réplica de la variante #2.

*“*El lote F 130006 es una réplica de la variante #4.

En la tabla 3 se presentan los resultados de las variables estudiadas y los pardmetros

determinados a los lotes experimentales obtenidos a escala piloto (reactor), después

de analizar los resultados obtenidos en los lotes experimentales a escala de laboratorio.

Tabla 3. Resumen con los resultados de la evaluacién de los lotes experimentales a nivel de reactor de

la SCP. Etanol a 96° en proporcién (1/6).

. Porcentaje | Masa | Tiempo | Volumen | Volumen | Rendimiento
Propiedades L o . 0
Lotes lépticas de inicial | agitacién | inicial final (%)
OTBAMOEPI | 5, totales (h) (L) (mL)
FI 140001 Responde 10,70 | 30kg 4 180(1/6) | 119 66,11
FI 140002 Responde 9,6 30kg 4 180 (1/6) | 110 61,11
FI 140003 Responde 8,3 30 kg 4 180 (1/6) 115 63,30
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Enla figura I se muestra la comparacién del porcentaje de los sélidos totales, obtenidos
en los lotes experimentales de SCP a escala de laboratorio.

Figura 1. Comparacién del porcentaje de sélidos totales, como pardmetro fundamental en el proce-

so de obtencién de los lotes experimentales de SCP a escala de laboratorio.
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En la figura 2 se refleja la relacién que existe entre masa/volumen, concentracién de
etanol, el tiempo con el porcentaje de sélidos totales.

Figura 2. Relacién existente entre masa/volumen, concentracién de etanol, el tiempo y el porcentaje

de sélidos totales obtenidos en los lotes experimentales de SCP a escala de laboratorio
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En la figura 3 se muestra la comparacién del rendimiento obtenido en los lotes experi-
mentales de SCP a escala de laboratorio.

Figura 3. Comparacién del rendimiento final obtenido en los lotes experimentales de SCP a escala

de laboratorio.
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En la figura 4 se refleja la relacidn que existe entre masa/volumen, concentracion de

etanol, el tiempo con el porcentaje de rendimiento.

Figura 4. Relacién existente entre masa/volumen, concentracién de etanol, el tiempo y el porcentaje

de rendimiento obtenido en los lotes experimentales de SCP a escala de laboratorio.
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La figura 5 corresponde a la comparacién del porcentaje de sélidos totales correspon-
diente a los lotes experimentales de SCP a nivel de reactor.

Figura 5. Comportamiento de sélidos totales de los lotes experimentales de SCP a nivel de reactor

10,7

Porcentaje sélidos totales

FI 130001 (1/4) FI 130002 (1/6) FI 130003 (1/6)
B Solidos totales

La figura 6 refiere al comportamiento del rendimiento obtenido en los lotes experi-

mentales de SCP a escala de reactor (lotes FI 140001, FI 140002 y FI 140003).

Figura 6. Comparacién del rendimiento obtenido en los lotes experimentales de SCP a escala piloto

en el reactor de 124 L. Lotes FI 140001, FI 140002 y FI 140003.
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Para verificar la confiabilidad de los resultados obtenidos se realizé un andlisis esta-
distico donde se comparan todas las medias aritméticas determinadas a las variables
procesadas en nuestro estudio de los diferentes lotes experimentales elaborados tanto
a nivel de laboratorio como a escala piloto. Todos estos resultados aparecen reflejados
en los anexos 2y 3.
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DiscusionN

Cuando se realiza un andlisis de los resultados obtenidos del proceso de extraccién de
cada uno de los lotes experimentales, elaborados a nivel de laboratorio (ver tablas 1 a
3) y sus réplicas se observa que para el lote FI 130001 utilizando la variante #1 (anexo
1), se obtuvo una concentracidn de sélidos totales de 5,84 %, este aspecto no se con-
tradice con lo planteado en la literatura sobre el método de Pichansky, al presentarse
un agotamiento casi total de la masa de propéleos en el método de extraccidn, objetivo
que no buscamos en nuestro trabajo, mds bien pretendemos obtener SCP y que los
resultado de los sélidos totales se acerque lo mas posible a los pardmetros establecido en
la especificacion ESP 2503 de SGC, de nuestro centro, donde se obtienen soluciones
concentradas >16,0 %. Otro asunto a tener en cuenta es el rendimiento obtenido con
esta variante #1 (39 %), factor este que no favorece el proceso extractivo, ya que nuestro
interés es lograr un proceso de extracciéon que nos permita utilizar grandes volimenes
de SCP como materias primas para ser estandarizadas a SCP al 5 %, 6 % y 15 %, por lo
que decidimos aplicar la variante #2 (anexo 1).

Al aplicar la variante #2, correspondiente a los lotes FI 130002 y FI 130005*. Se obtu-
vieron resultados satisfactorios, ya que el porcentaje de sélidos totales fue de 14,1 %
y 14,2 %, respectivamente, con un rendimiento de 53 % y 48,5 %, para ambos lotes,
proceso este que favorecid el proceso extractivo teniendo en cuenta los objetivos que
perseguimos en nuestro trabajo, si analizamos los resultados del porcentaje de s6lidos
totales, se acercan bastante a lo establecido por las especificaciones de nuestro SGC; en
este caso podemos plantear que el rendimiento presenta un comportamiento aceptable
de un 50 %, como promedio.

Pese a los resultados satisfactorios obtenidos en la variante #2 se decidié experimentar
con la variante #3 (anexo 1). Si se observa los resultados obtenidos en la tabla I, se
puede apreciar que los sélidos totales obtenidos fue de un 8,40 %, con un rendimiento
de 43,20 %, ambos inferiores al obtenido en la variante #2 y su réplica, lo que corrobora
que el tiempo de agitacién, utilizado en la variante #2, hasta el momento es el ideal
para la obtencién de las SCP con el porcentaje de sélidos totales superiores, resultado
l6gico por lo que se decidié descartar la variante #3, ya que como se puede apreciar el
porcentaje de sdlidos totales obtenidos en esta variante es inferior a los obtenidos con
las variante #2, con un tiempo de agitacién de 4 horas, lo que nos va indicando que el
este tiempo de agitacién hasta el momento es el mas aceptado.

Al apreciar los resultados obtenidos en la variante #2 (anexo 1) se decidié incrementar
la relacién masa/volumen utilizada en esta variante, realizindose la variante #4 (anexo
1), se utilizé una proporcién masa/volumen (1/6), buscando un mayor rendimiento
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en el proceso extractivo, teniendo en cuenta que esta SCP es utilizada como materia
prima, como mencionamos en parrafos anteriores, en la elaboracién de soluciones alco-
hoélicas de propdleos a diferentes porcentajes que se producen en nuestro centro.

Esta variante #4, que corresponde con los lotes experimentales FI 130004 y FI 130006,
se pudo comprobar que los resultados también fueron positivos y favorables, en cuanto
al proceso de extraccidn, ya que se logré sélidos totales en un rango de 12,0 y 14,3 %
respectivamente, parecidos a los obtenidos en la variante #2, pero con rendimientos
superiores entre 78y 83 % y volumenes superiores a 780 mL, resultado légico teniendo
en cuenta el volumen inicial utilizado, consideramos que este aspecto es importante
debido a que se persigue obtener volimenes superiores que permitan incrementar las
diferentes producciones que se realizan en el centro.

De manera general, las propiedades organolépticas determinadas a todos los lotes
experimentales para todas las variantes de extraccién quedaron conformes, segin lo
establecido en la ESP2503 “Anélisis fisico-quimicos para soluciones concentradas de
propdleos’, donde se aprecia un liquido sin sedimentos de color pardo rojizo oscuro
que puede presentar tonalidades verdes amarillentas, con un olor resinoso, alcohdlico
caracteristico del propdleos, y sabor amargo.

Podemos senalar que esta variante fue seleccionada para la elaboracién de los lotes
experimentales a escala piloto, teniendo en cuenta no sélo la concentracién de sélidos
totales, sino también el volumen final y el porcentaje de rendimiento obtenido, sin
descartar la variante #2, como otra de las variantes a utilizar en la obtencién de las SCP.

Por todo lo planteado anteriormente, se pueden decir que los resultados obtenidos
para cada variante y variables analizadas en los lotes experimentales se demostré que:
el tiempo de agitacion adecuado fue de 4 horas, la concentracién de etanol al 96 %,
fue la ideal para el proceso de extraccion, y la relacion masa/volumen mds acertadas
fueron la (1/4) y (1/6), con el porcentaje de sdlidos totales, ms cercano a lo planteado
por la especificacién EPS 2503 de nuestro SGC (= 16 %), correspondiente a los lotes
experimentales, FI 130002, FI 130005*, FI 130004 y FI 130006**, que responden a
las variantes #2 y #4 del proceso extractivo. Es importante sefialar nuevamente que el
pardmetro rendimiento es fundamental en este proceso extractivo ya que esta SCP es
utilizada como materia prima en otros proceso productivos, por lo cual un incremento
de uso del etanol en el proceso de extraccién del SCP favorece notablemente la pro-
duccién posterior de las soluciones alcohélicas de propdleos referidas anteriormente.

En la tabla 2 se exponen los resultados obtenidos al extrapolar la variante #4, a escala
piloto a un reactor de 124 L, obteniéndose los lotes FI 140001, FI 140001 y F 140002,
cuyos resultados de sélidos totales oscilaron entre 8,3y 10,7 %, resultados estos inferiores
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alos obtenidos a escala de laboratorio por debajo de los establecido en la ESP2503 del
SGC del centro, pero si corresponde con las normas brasilefias y cubanas que oscilan
entre un 10 y un 11 %. A pesar de no obtenerse a nivel de reactor rendimientos simi-
lares a los obtenidos en los lotes experimentales a nivel de laboratorio para esta misma
variante consideramos que rendimientos de 66,11, 61,11 y 63,11 %, obtenidos para
estos lotes son aceptables, superiores a los obtenidos en la variante #2, en este caso hay
que tener en cuenta que en estos resultados ha influido el volumen inicial utilizado
del solvente, la poca evaporacién del mismo producto que se encuentra en un sistema
cerrado, 0 que permitié una extraccion eficaz de los principios activos, agotindose mas
la masa de propdleos, de ahi los resultados inferiores de los sélidos totales.

Teniendo en cuenta los objetivos perseguidos en nuestro trabajo, consideramos que es
conveniente utilizar cualquiera de las variantes #2 y #4, dependiendo de las concentra-
ciones de soluciones alcohélicas a utilizar para el proceso productivo.

Podemos concluir que los lotes experimentales presentan una calidad final satisfactoria
ya que a todos los lotes se les realizaron procesos de filtracion a temperatura contro-
lada, lograndose SCP, mucho mis traslucida, con caracteristicas menos resinosas, favo-
reciéndose la separacion de la cera contaminante disuelta en el sobrenadante durante
los procesos de extraccién alcohélica.

Enlasfiguras 1y2seobservael comportamiento delasvariables estudiadasenlosdiferen-
teslotes experimentales obtenidos por las distintas variantes del proceso extractivos de la
SCP aescala de laboratorio, relaciondndose las mismas con los resultados obtenidos en
el porcentaje de sélidos totales, corroborando los resultados planteados anteriormente.

En las figuras 3 y 4 se refleja el comportamiento del porcentaje de rendimiento corres-
pondiente a los lotes experimentales elaborados a escala de laboratorio y su relacién con
las variables analizadas, ratificando los resultados planteados anteriormente.

En la figura 5 se presenta el resultado del porcentaje de sélidos totales obtenido
para los lotes experimentales de SCP a nivel de reactor, reafirmando los resultados
planteados anteriormente.

En la figura 6 se presenta el resultado del porcentaje del rendimiento obtenido para
los lotes experimentales de SCP a nivel de reactor, corroborando los resultados
planteados anteriormente.
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En los anexos 2 y 3 se exponen los resultados obtenidos al comparar las diferentes
medias aritméticas obtenidas para todos los lotes experimentales a nivel de laboratorio,
donde se puede apreciar diferencias significativas con un 95 % de confianza, para cada
variable analizada, entre los lotes experimentales FI 130001 y FI 130003, respecto al
resto de los lotes experimentales, sobre todo si se tiene en cuenta que los volimenes
iniciales y finales de estos son diferentes, por tanto la variacién en el rendimiento es
evidente, lo mismo sucede con el porcentaje de los s6lidos totales, aunque los resulta-
dos obtenidos al comparar los lotes obtenidos en las variantes #2 y #4, la diferencia es
menor, corroborandose los resultados obtenidos y las conclusiones expuestas respecto
a la variantes utilizada a escala piloto para la obtencién de las SCP.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos permitieron determinar las variables descritas para el pro-
ceso de extraccion de las SCP a escala de laboratorio, como son el tiempo de agitacién
(4 horas), la concentracién del solvente final (Etanol al 96 %), y la relacién de masa/
volumen en una proporcién (1/4 y 1/6), obteniendo un porcentaje de sélidos totales
entre un rango de 8,4 y 14,3 %, logrindose optimizar el proceso de extraccién SCP,
utilizdndose cualquiera de las variantes #2 y #4, teniendo en cuenta las soluciones alco-
hélicas a utilizar en el proceso productivo, obteniendo propiedades organolépticas que
responden a las especificaciones establecidas por nuestro Sistema de Gestion de Cali-
dad, siendo estos resultados corroborados a través del estudio estadistico realizado.
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ANEXO 1

VARIANTES UTILIZADAS EN LOS PROCESOS DE OBTENCION
DE LA SOLUCION CONCENTRADA DE PROPOLEOS

Variante #1: en este caso se utilizé una relacién masa/volumen (1/4), con una

concentracién de Etanol al 70% y un tiempo de agitacién de 4 horas.
Primera extraccion:

Propdleos en bruto 250¢g
Alcohol al 70% + filtrado baja concentracién c.s.p. 1000 mL
Siguientes extracciones:

Propoéleos residual

Alcohol 70% (de acuerdo a los calculos de las concentraciones).

Siguientes extracciones:

Propoéleos residual

Alcohol 70 % (de acuerdo a los calculos de las concentraciones).

Variante #2: en este caso se utilizé una relacién masa/volumen (1/4), con una

concentracién de Etanol al 96 % y un tiempo de agitacién de 4 horas.
Primera extraccion:

Propdleos en bruto 250 ¢g

Alcohol al 96% + filtrado baja concentracién c.s.p. 1000 mL

Siguientes extracciones:

Propdleos residual

Alcohol 96% (de acuerdo a los calculos de las concentraciones)
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Variante #3: en este caso se utilizé una relacién masa/volumen (1/4), con una

concentracién de Etanol al 96 % y un tiempo de agitacién de 2 horas.
Primera extraccion:

Propdleos en bruto 250g
Alcohol al 96% + filtrado baja concentracién c.s.p. 1000 mL

Siguientes extracciones:

Propdleos residual
Alcohol 96% (de acuerdo a los cilculos de las concentraciones)

Variante #4: en este caso se utilizé una relacién masa/volumen (1/6), con una

concentracién de Etanol al 96 % y un tiempo de agitacién de 4 horas.
Primera extraccion:

Propdleos en bruto 250¢g
Alcohol al 96% + filtrado baja concentracién c.s.p. 1500 mL

Siguientes extracciones:

Propéleos residual

Alcohol 96% (de acuerdo a los calculos de las concentraciones).
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ANEXO 2

Resumen de la comparacion de las medias aritméticas del porcentaje de sélidos totales
entre los diferentes lotes experimentales de SCP obtenidos por las diferentes variantes
a nivel de laboratorio.

Tabla A2.1. Comparacién de medias aritméticas del porcentaje sélidos totales obtenidos entre los
lotes experimentales de SCP. Variante #1 (Lote FI 130001), variante #2 (Lotes FI 130002y 5) y
variante #3 (Lote FI 130003).

Diferencia (Df) 7,25
% Confianza 95
t 4,831
P 0,0403

Tabla A2.2. Comparacién de medias aritméticas del porcentaje sélidos totales obtenidos entre los
lotes experimentales de SCP. Variante #1 (Lote FI 130001), variante #3 (Lote FI 130003) y variante
#4 (Lote F1 130004 y 6).

Diferencia (Df) 6,25
% Confianza 95
t 3,307
P 0,0806

Tabla A2.3. Comparacién de medias aritméticas del porcentaje sélidos totales obtenidos entre los
lotes experimentales de SCP. Variante #2 (Lotes FI 130002 y 5) y variante # 4 (Lote FI1 130004 y 6).

Diferencia (Df) 1
% Confianza 95
t 0,869
P 0,4766
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ANEXO0O 3

Resumen de la comparacién de las medias aritméticas del porcentaje rendimiento
entre los diferentes lotes experimentales de SCP obtenidos por las diferentes variantes

a nivel de laboratorio.

Tabla A3.1. Comparacién de medias aritméticas del porcentaje rendimiento obtenidos entre los
lotes experimentales de SCP. Variante #1 (Lote FI 130001), variante #2 (Lotes FI 130002y 5) y
variante #3 (Lote FI 130003)

Diferencia (Df) 9,65
% Confianza 95
t 2,821
P 0,1060

Tabla A3.2. Comparacién de medias aritméticas del porcentaje rendimiento obtenidos entre los
lotes experimentales de SCP. Variante #1 (Lote FI 130001), variante #3 (Lote FI 130003) y variante
#4 (Lote F1 130004 y 6).

Diferencia (Df) 12,55
% Confianza 95
t 4,684
P 0,0427

Tabla A3.3. Comparacién de medias aritméticas del porcentaje rendimiento obtenidos entre los
lotes experimentales de SCP. Variante #2 (Lotes FI 130002 y 5) y variante # 4 (Lote FI1 130004 y 6).

Diferencia (Df) 2,00
% Confianza 95
t 1,036
P 0,4090
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SUMMARY

Some Schiff bases of pyrazole and 4-amino antipyrine have been synthesized. The
antibacterial screening of these synthesized compounds was done in dimethyl forma-
mide against four Gram positive bacteria viz. Bacillus cereus, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidids and Micrococcus lutens, and three Gram negative bacteria
viz. Proteus mirabilis, Escherichia coli and Klebsiella aerogenes. It is observed that in
comparison to Schiff bases of 4-amino antipyrine, pyrazole Schiff bases are better

for inhibition for these selected Gram positive and Gram negative bacterial strains.

Keywords: Pyrazole, 4-amino antipyrine, Schiff bases, dimethyl formamide, antibac-

terial activity.

RESUMEN

Sintesis, caracterizacion y evaluacién antibacteriana de algunas
bases de Schiff derivadas de pirazol y 4-amino antipirina

Se sintetizaron algunas bases de Schiff a partir de pirazol y 4-amino antipirina. La
evaluacién de la actividad antibacteriana de estos compuestos en dimetil formamida
se realizd frente a cuatro bacterias Gram positivas, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidids y Micrococcus luteus, y frente a tres bacterias

Gram negativas, Proteus mirabilis, Escherichia coli'y Klebsiella aerogenes. Se observéd
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mejor inhibicién bacteriana frente a las diferentes cepas para las bases de Schiff

basadas en pirazol comparadas con aquellas basadas en 4-amino antipirina.

Palabras clave: Pirazol, 4-amino antipirina, bases de Schiff, dimetil formamida, acti-

vidad antibacteriana.

INTRODUCTION

Schift’s bases are an important class of organic compounds having a wide variety of
applications in many fields such as analytical, biological and inorganic chemistry [1-5].
Some of these compounds act as corrosion inhibitors [6] and are used as catalysts in
polymer [7-8] and dyes [9] industries. Further, Schiff bases have gained importance
in medicinal and pharmaceutical fields due to a broad spectrum of biological activi-
ties like antimicrobial [10-11], antifungal [12-13], antiviral [14], anti-inflammatory
[15-16], analgesic [17-18], anticonvulsant [19], antitubercular [20], anticancer [21],
antioxidant [22-23], anthelmintic [24], antimalarial [25-26] and so forth.

In continuation of our previous research [27-28], in the present work, some new Schiff
bases have been synthesized having pyrazole and 4-amino antipyrine moieties and their
structure were confirmed by IR, NMR and mass spectral data. The screening of these
compounds was also done to study their antibacterial properties in dimethyl formamide.

EXPERIMENTAL

Synthesis of pyrazole Schiff bases
Synthesis of (1E)-1-(4-nitrophenyl)ethanone phenylbydrazone

Equimolar solution of phenyl hydazine and p-nitro phenyl acetophenone in absolute
ethanol was refluxed in water bath for 2 hours using glacial acetic acid as catalysis. The
crude product was isolated and was crystallized from absolute alcohol.

Synthesis of 3-(4-nitrophenyl)- 1-phenyl-1H-pyrazole-4-carbaldebyde

(1E)-1-(4-nitro phenyl) ethanone phenyl hydrazone (0.01M) was added to Vilsmayer-
Haack reagent (prepared by drop wise addition of 3 ml POCI, in ice cooled 25 ml
DMF) and was refluxed for 5 hours. The reaction mixture was poured into ice followed
by neutralization using sodium bicarbonate. The crude product was isolated and crys-
tallized from ethanol.
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Synthesis of Schiff bases
In an ethanolic solution of 3-(4-nitro phenyl)-5-phenyl-4H-pyrazole-4-carbaldehyde

and different aromatic amines, 2-3 drops of glacial acetic acid was added and the reac-
tion mixture was refluxed for 10 hours. The resulting solution was cooled to room
temperature and was poured in crushed ice with constant stirring. The product was
filtered and washed with sodium bisulfate solution to remove the unreacted aldehyde.
The crude product was crystallized from methanol and dried.

The synthesized Schiff bases are:

1. SA-1:(E)-3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-4-((2-phenylhydrazono) methyl)-1H-
pyrazole

2. SA-2:(E)-4-methyl-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)

methylene)aniline

3. SA-3:(E)-4-nitro-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl )methylene)
aniline

4. SA-4:(E)-4-methoxy-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)

methylene)aniline

5. SA-5:(E)-3-chloro-4-fluoro-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)

methylene)aniline

6. SA-6:(E)-4-chloro-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)

methylene)aniline

7.  SA-7:(E)-4-fluoro-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)

methylene)aniline

8. SA-8:(E)-2,5-dichloro-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)

methylene)aniline

9. SA-9:(E)-2-(((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methylene)amino)
phenol.

Synthesis of Schiff base from 4-amino antipyrine

Equimolar amount of different aldehydes and 4-amino anti pyridine was dissolved
in 30 ml methanol. 0.1 mole of 4-amino antipyrine and few drops of glacial acidic acid
were added in this solution and the mixture was refluxed for 12-14 hours at 80 °C-85°C
in water bath.
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The resulting solution was cooled to room temperature and then poured in crushed
ice with constant stirring. The product was filtered and washed with sodium bisulfate
solution to remove the unreacted aldehyde. The crude product was crystallized from
methanol and dried.

The following Schiff bases have been synthesized from 4-amino antipyrine:

1. SB-1:(E)-4-((4-(dimethylamino)benzylidene)amino)1,5-dimethyl-2-phenyl-
1H-pyrazol-3(2H)-one

2. SB-2:(E)-4-((4-chlorobenzylidene)amino)1,5-dimethyl-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one

3. SB-3:(E)-4-((4-fluorobenzylidene)amino)1,5-dimethyl-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one

4. SB-4:(E)-1,5-dimethyl-4-((2-nitrobenzylidene)amino)-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one

5. SB-5:(E)-1,5-dimethyl-4-((3-nitrobenzylidene)amino)-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one

6. SB-6:(E)-4-((4-hydroxybenzylidene)amino)1,5-dimethyl-2-phenyl- 1H-pyra-
zol-3(2H)-one

7. SB-7:(E)-4-((2-chlorobenzylidene)amino)1,5-dimethyl-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one.

All these compounds were synthesized according to the reaction schemes given in fig-
ures 1 and 2.

The physical parameters such as molecular formula, molecular weight, melting point,
percentage yields, and R values along with the solvent system of all these synthesized
compounds are given in tables 1 and 2 respectively.

The IR spectra (KBr pellets) were scanned on IR (SHIMADZU-FTIR-8400) over
the frequency range from 4000-400 cm™. '"H NMR spectra were scanned on Bruker
Spectrometer (400 MHz) by using deuterated DMSO as a solvent. The Mass spectra
were scanned on GCMS-SHIMADZU-QP2010.
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Antibacterial activity
Test microorganisms

The synthesized compounds were tested for its antibacterial activity against four Gram
positive bacteria viz. Bacillus cereus ATCC11778, Staphylococcus aureus ATCC 29737,
Staphylococcus epidermidids ATCC 12228 and Micrococcus luteus ATCC10240,
and three Gram negative bacteria viz. Proteus mirabilis NCIM2241, Escherichia coli
ATCC25922 and Klebsiella aerogenes NCTC418. The microorganisms were obtained
from National Chemical Laboratory (NCL), Pune, India. Microorganisms were main-
tained at 4 °C on nutrient agar slants.

Figure 1. Reaction scheme for pyrazole Schiff bases
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Figure 2. Reaction scheme for 4-amino antipyrine Schiff bases
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Table 1. Physical constants of pyrazole Schiff bases.

S;‘:l Cole(f)(;)eund R Molecular formula Izllg(;lm\()g; vi{lie I(\:ICI; Y(i/il)d
1. SA-1 NH-C,H, CuH,N:O, 383 | 067 | 266 | 65
2. SA-2 4-CH,-CH4 CysH,iN,O, 382 | 054 | 218 | 69
3 SA-3 4-NO,- CiH, C,H sNsO, 413 0.62 | 246 65
3. SA4 | 3-OCHy-CH, C,:H,:N,O, 398 | 054 | 258 | 78
4. SA-5 4-E3-Cl-CH, C,,H,CIFN,O, 420 047 | 243 65
5. SA-6 4-Cl-C¢H, C,,H,sCIN,O, 402 0.55 | 198 70
6. SA-7 4-F-CH, C,HsFN,O, 386 0.60 | 268 72
7. SA-8 2,5-di CI-C,H,4 C,,H,; CLN,O, 436 0.46 | 283 68
8. SA-9 2-OH-C¢H, C,H (N,O; 384 047 | 256 76
*TLC solvent system: Hexane:Ethyl acetate- 7.0:3.0
Table 2. Physical constants of 4-amino antipyrine Schiff bases.
Sg(i:l Cor:(f)(;)eund R Molecular formula Iz'Ig(;lm\;(;; vaI.{lie I(\:ICI; Y?o/il)d
1. SB-1 4-N(CHj;),-C¢H; C,H,N,O 334 0.42 | 218 65
2. SB-2 4-Cl-C¢H, CyHy¢ CIN;O 325 0.35 | 258 63
3 SB-3 4F-CH, C,:H,FN,0 300 | 048 | 230 | 64
3. SB-4 2-NO,-C,H; CsH (N0 336 045 | 210 73
4. SB-5 3-NO,-C,H, CsH(N,O; 336 0.28 | 205 68
. SB-6 4OH-CH, C,sH,N:O, 307 | 034 | 202 | 69
6. SB-7 2-Cl-C¢H, C,sH,,CIN;0 325 0.56 | 210 78

*TLC solvent system: Hexane:Ethyl acetate- 8.0:2.0

Preparation of the test compound

For all the compounds, solutions were prepared at a concentration of 0.2 mg/ml in

DME

Preparation of the plates and microbiological assay

The antibacterial evaluation was done by agar well diffusion method [29] using Muel-
ler Hinton agar No. 2 as the nutrient medium. The agar well diffusion method was
preferred to be used in this study since it was found to be better than the disc diffu-
sion method as suggested by Essawi ez al. [30]. The bacterial strains were activated by
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inoculating a loop full of test strain in 25 ml of N-broth and the same was incubated
for 24 hours in an incubator at 37 °C. 0.2 ml of the activated strain was inoculated in
Mueller Hinton agar.

Mueller Hinton agar kept at 45 °C was then poured in the Petri dishes and allowed to
solidify. After solidification of the media, 0.85 cm ditch was made in the plates usinga
sterile cork borer and these were completely filled with the test solution. The plates were
incubated for 24 h at 37 °C. The mean value obtained for the three wells was used to
calculate the zone of growth inhibition of each sample. The controls were maintained
for each bacterial strain. The inhibition zone formed by these compounds against the
particular test bacterial strain determined the antibacterial activities of the synthetic
compounds. The observed activities are also compared with well known antibiotics.

RESULTS AND DISCUSSION

The physical parameters all the synthesized compounds are given in tables 1 and 2.

Spectral data
SA4-1: (E)-3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-4-((2-phenylhydrazono)methyl)-1H-pyra-

zole

IR (cm’?, KBr): 1543 (C=Cstr.), 1598 (C=N str. (Schiff base), 1543 (C=N str., (pyra-
zole moiety), 1256 (C-N str.), 961 (N-N str.), 1256 (N-O str.).

'HNMR (DMSO-d,) 3(ppm): 6.91- 7.02 (2H, doublet, Ar-H), 7.29- 7.34 (2H, doublet,
Ar-H),7.61-7.62 (2H, multiplet, Ar-H), 7.42-7.59 (9 H, multiplet, Ar-H), 7.63 (1 H,
singlet, Ar-H), 8.85 (1H, singlet, -N=CH).

MS: (m/z) = 383

S§A4-2: (E)-4-methyl-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methylene)

aniline

IR (cm’, KBr): 1537 (C=Cstr.), 1620 (C=N str. (Schiff base), 1598 (C=N str., (pyra-
zole moiety), 1256 (C-Nistr.), 961 (N-Nstr.), 1288 (N-O str.), 2922 (C-H str. (alkane).

'H NMR (DMSO-d,) o(ppm): 3.75 (3H, singlet, C-CH,), 6.86-6.92 (2H, doublet,
Ar-H), 7.32- 7.47 (2H, doublet, Ar-H), 7.51-7.63 (9 H, multiplet, Ar-H), 7.74 (1 H,
singlet, Ar-H), 8.84 (1H, singlet, -N=CH).

MS: (m/z) =382
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8§A4-3: (E)-4-nitro-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methylene)
aniline

IR (cm, KBr): 1508 (C=C str.), 1635 (C=N str. (Schiff base), 1635 (C=N str., (pyra-
zole moiety), 1242 (C-N str.), 965 (N-N str.), 1339 (N-O str.).

'H NMR (DMSO0-d,) 3(ppm): 6.64-6.71 (2H, doublet, Ar-H), 7.26- 7.32 (2H, dou-
blet, Ar-H), 7.63-7.78 (9 H, multiplet, Ar-H), 7.95 (1 H, singlet, Ar-H), 8.67 (1H,
singlet, -N=CH).

MS: (m/z) = 413
SA-4: (E)-4-methoxy-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methylene)
aniline

IR (cm?, KBr): 1504 (C=Cstr.), 1627 (C=N str. (Schiff base), 1596 (C=N str., (pyra-
zole moiety), 1242 (C-N str.), 961 (N-N str.), 1338 (N-O str.), 1029 (C-O-C str.
Ether).

'H NMR (DMSO-dy) o(ppm): 3.85 (3H, singlet, C-CH,), 6.94-6.97 (2H, doublet,
Ar-H), 7.23-7.28 (2H, doublet, Ar-H), 7.39-7.55 (9 H, multiplet, Ar-H), 7.56 (1 H,
singlet, Ar-H), 8.74 (1H, singlet, -N=CH).

MS: (m/z) = 398
SA4-5: (E)-3-chloro-4-fluoro-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)

methylene)aniline

IR (cm, KBr): 1502 (C=Cstr.), 1598 (C=N str. (Schift base), 1597 (C=N str., (pyra-
zole moiety), 1226 (C-N str.), 961 (N-N str.), 1340 (N-O str.), 1049 (C-F str.), 754
(C-Clstr.).

'H NMR (DMSO-d,) 5(ppm): 6.62-6.66 (1H, doublet, Ar-H), 7.07- 7.12 (1 H, tri-
plet, Ar-H), 7.10-8.02 (10 H, multiplet, Ar-H), 8.37 (1 H, singlet, Ar-H), 8.70 (1H,
singlet, -N=CH).

MS: (m/z) = 420
S§A4-6: (E)-4-chloro-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methylenc)

aniline

IR (cm”, KBr): 1540 (C=Cstr.), 1598 (C=N str. (Schift base), 1635 (C=N str., (pyra-
zole moiety), 1336 (C-N str.), 960 (N-N str.), 1387 (N-O str.), 754 (C-Cl str.).
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'H NMR (DMSO-d,) 3(ppm): 6.52-6.62 (2H, doublet, Ar-H), 7.01- 7.12 (2H, dou-
blet, Ar-H), 7.33-7.52 (9 H, multipler, Ar-H), 7.82 (1 H, singlet, Ar-H), 8.84 (1H,
singlet, -N=CH).
MS: (m/z) = 402
SA4-7: (E)-4-fluoro-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methylenc)

aniline

IR (cm!, KBr): 1500 (C=Cstr.), 1599 (C=N str. (Schiff base), 1637 (C=N str., (pyra-
zole moiety), 1333 (C-N str.), 961 (N-N str.), 1230 (N-O str.), 1079 (C-F str.).

'H NMR (DMSO-dy) d(ppm): 6.45-6.53 (2H, doublet, Ar-H), 7.14- 7.26 (2H, dou-
blet, Ar-H), 7.36-7.62 (9 H, multiplet, Ar-H), 7.96 (1 H, singlet, Ar-H), 8.85 (1H,
singlet, -N=CH).
MS: (m/z) =386

SA-8: (E)-2,5-dichloro-N-((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methyl-

ene)aniline

IR (cm?, KBr): 1521 (C=Cstr.), 1590 (C=N str. (Schiff base), 1628 (C=N str., (pyra-
zole moiety), 1328 (C-N str.), 962 (N-N str.), 1248 (N-O str.), 751 (C-Cl str.).

'H NMR (DMSO-d,) 3(ppm): 6.43-6.51 (1H, doublet, Ar-H), 7.14- 7.20 (1 H, tri-
plet, Ar-H), 7.35-8.24 (10 H, multiplet, Ar-H), 8.28 (1 H, singlet, Ar-H), 8.96 (1H,
singlet, -N=CH).

MS: (m/z) = 436

8§A4-9: (E)-2-(((3-(4-nitrophenyl)-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methylene)amino)
phenol

IR (cm’, KBr): 1515 (C=Cstr.), 1585 (C=N str. (Schift base), 1634 (C=N str., (pyra-
zole moiety), 1332 (C-N str.), 960 (N-N str.), 1241 (N-O str.).

'H NMR (DMSO-d,) 3(ppm): 6.42-6.56 (2H, doublet, Ar-H), 7.08- 7.14 (2H, dou-
blet, Ar-H), 7.25-7.63 (9 H, multiplet, Ar-H), 7.68 (1 H, singlet, Ar-H), 7.92 (1H,
singlet, -OH), 8.89 (1H, singlet, -N=CH).

MS: (m/z) =384
SB-1: (E)-4-((4-(dimethylamino)benzylidene)amino)1,5-dimethyl-2-phenyl-1H-
pyrazol-3(2H)-one
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IR (cm’, KBr): 2930 (-C-H str. (asym.)), 2804 (-C-H str. (sym.)), 1582 (C=C str.)
1648 (C=N str.), 1648 (C=0 str.), 1582 (C=N str.), 1290 (C-N str.), 973 (N-N str.).

'H NMR (DMSO-dy) 3(ppm): 2.11-2.35 (6H, singlet, C-CH,), 2.56 (3H, singlet,
C-CHs;), 3.25 (3H, singlet, N-CH,), 7.05- 7.10 (2H, triplet, Ar-H), 7.35-7.39 (1H,
triplet, Ar-H),7.47-7.94 (6H, multiplet, Ar-H), 9.85 (1H, singlet, N=CH-).

MS: (m/z) = 334

SB-2: (E)-4-((4-chlorobenzylidene)amino)1,5-dimethyl-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one

IR (cm’, KBr): 2939 (-C-H str. (asym.)), 2850 (-C-H str. (sym.)), 1571 (C=C str.)
1571 (C=Nstr.), 1650 (C=0 str.), 1593 (C=Nstr.), 1290 (C-N str.), 739 (C-Cl str.).

'H NMR (DMSO-d,) 5(ppm): '"H NMR (DMSO-d,) 8(ppm) : 2.32 (3H, singlet,
C-CHs;), 3.22 (3H, singlet, N-CH,), 6.91- 6.96 (2H, triplet, Ar-H), 7.20-7.29 (1H,
triplet, Ar-H),7.35-7.55 (6H, multiplet, Ar-H), 9.74 (1H, singlet, N=CH-).

MS: (m/z) =325

SB-3: (E)-4-((4-fluorobenzylidene)amino)1,5-dimethyl-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one

IR (cm, KBr): 2950 (-C-H str. (asym.)), 2830 (-C-H str. (sym.)), 1568 (C=C str.)
1597 (C=Nstr.), 1651 (C=0str.), 1597 (C=N str.), 1454 (C-H str.), 1221 (C-F str.).

'HNMR (DMSO-dy) 3(ppm): 2.47 (3H, singlet, C-CHj;), 3.15 (3H, singlet, N-CH,),
7.07-7.11 (2H, wiplet, Ar-H), 7.30-7.34 (1H, triplet, Ar-H),7.38-7.85 (6H, multi-
plet, Ar-H), 9.70 (1H, singlet, N=CH-).

MS: (m/z) = 309

SB-4: (E)-1,5-dimethyl-4-((2-nitrobenzylidene)amino)-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one

IR (cm?, KBr): 2945 (-C-H str. (asym.)), 2835 (-C-H str. (sym.)), 1568 (C=C str.)
1591 (C=N str.), 1647 (C=0 str.), 1591 (C=N str.), 1381 (N-O str.).

'"HNMR (DMSO-dy) 3(ppm): 2.48 (3H, singlet, C-CHj;), 3.21 (3H, singlet, N-CH,),
7.28- 7.32 (2H, triplet, Ar-H), 7.38-7.40 (1H, triplet, Ar-H),7.17-7.46 (6H, multi-
plet, Ar-H), 9.90 (1H, singlet, N=CH-).

MS: (m/z) = 336
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SB-5: (E)-1,5-dimethyl-4-((3-nitrobenzylidene)amino)-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one

IR (cm?, KBr): 2942 (-C-H str. (asym.)), 2815 (-C-H str. (sym.)), 1584 (C=C str.)
1599 (C=N str.), 1662 (C=0 str.), 1590 (C=N str.), 1372 (N-O str.).

'H NMR (DMSO-d,) o(ppm): '"H NMR (DMSO-dy) d(ppm) : 2.41 (3H, singlet,
C-CH,), 3.07 (3H, singlet, N-CH.), 6.71- 6.80 (2H, triplet, Ar-H), 7.21-7.39 (1H,
triplet, Ar-H),7.52-7.80 (6H, multiplet, Ar-H), 9.99 (1H, singlet, N=CH-).

MS: (m/z) =336

SB-6: (E)-4-((4-hydroxybenzylidene)amino)1,5-dimethyl-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one

IR (cm?, KBr): 2945 (-C-H str. (asym.)), 2835 (-C-H str. (sym.)), 1584 (C=C str.)
1585 (C=Nstr.), 1646 (C=0 str.), 3350 (O-H str.).

'H NMR (DMSO-d,) d(ppm): 'H NMR (DMSO-d,) d(ppm) : 2.46 (3H, singlet,
C-CHs;), 3.11 (3H, singlet, N-CH,), 6.85- 6.87 (2H, triplet, Ar-H), 7.30-7.32 (1H,
triplet, Ar-H),7.38-7.70 (6H, multiplet, Ar-H), 9.21 (1H, singlet, -OH), 9.85 (1H,
singlet, N=CH-).

MS: (m/z) =307

SB-7: (E)-4-((2-chlorobenzylidene)amino)1,5-dimethyl-2-phenyl-1H-pyrazol-
3(2H)-one

IR (cm?, KBr): 2940 (-C-H str. (asym.)), 2835 (-C-H str. (sym.)), 1555 (C=C str.)
1588 (C=N str.), 1650 (C=0 str.), 1588 (C=N str.), 750 (C-Cl str.).

'H NMR (DMSO-d,) d(ppm): 2.389 (3H, singlet, -CH,), 1.713-2.796 (4H, multi-
plet, C-H), 6.170 (1H, singlet, -CH), 7.196-7.936 (8H, multiplet -CH), 10.201 (1H,
singlet, -NH).

MS: (m/z) =307

Antibacterial activity

The inhibition zone of pyrazole Schiff bases against different Gram positive and Gram
negative bacteria are given in Figure 3.
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Figure 3. Antibacterial activity of pyrazole Schiff bases against [A] Gram positive [B] Gram

negative bacteria.
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It is evident from figure 3 [A] that SA-3 and SA-8 exhibited maximum inhibition
against all the selected Gram positive bacteria except S. epidermidis. Against B. cereus,
minimum inhibition is exhibited by SA-7 while other compounds show almost equal
inhibition. Against S. aureus, SA-3 and SA-8 shows maximum inhibition followed
by SA-2 and SA-4. Minimum inhibition is exhibited by SA-1, SA-5, SA-6 and SA-7.
Against M. luteus also, SA-8 showed maximum inhibition followed by SA-3 and
SA-4. SA-6 exhibited minimum inhibition. For §. epidermidis, not a single compound
showed inhibition. Thus, S. epidermidis is the most resistant strain.

Thus, for the studied Gram positive bacteria, different compounds behave differently.
All the compounds have the same common moiety but different substituents as side
chain as shown in table 1. SA-3 and SA-8, which exhibited maximum inhibition, con-
tain 4-nitro and 2, 5-dichloro aniline respectively as side chain. Thus, these two groups
are the most effective substituent groups for the selected Gram positive bacteria.

Figure 3 [B] shows that against P mirabilis, SA-2 shows maximum inhibition followed
by SA-1, SA-5 and SA-8 and SA-7 shows minimum activity. SA-2 contains 4-methyl
aniline side chain, which is found to enhance the inhibition whereas 4-fluoro aniline
(asin SA-7) is least effective. Against E. coli, none of the compound exhibited activity
indicating thereby that it is the most resistant bacteria strain.

Against K. aerogenes, SA-1 showed maximum inhibition which contains phenyl hydra-
zine. This is followed by SA-8 containing 2, 5-dichloro aniline while SA-4 and SA-7
showed no inhibition atall. Thus, the presence of 4-methoxy (as in SA-4) and 4-fluoro
(asin SA-7) had no effect on these selected bacterial strains

The inhibition zone of 4-amino antipyrine Schiff bases against different Gram positive
and Gram negative bacteria are given in Figure 4.

It is evident from Figure 4 [A] that against B. cereus, all the compounds except SB-7
exhibited inhibition and maximum inhibition is for SB-3 which is followed by SB-6.
SB-5 showed minimum inhibition. Against S. aureus, only SB-2 and SB-6 exhibited
inhibition. Other compounds had no effect on this strain. For M. luteus and S. epider-
midis, none of the compounds showed inhibition. Thus, these two strains are most
resistant for these compounds.

Accordingly, again different compounds behave differently for different bacteria.
The compounds have the same common moiety but different substituents as side
chain which is given in table 2. SB-3 contains 4-fluoro phenyl whereas SB-6 is hav-
ing 4-hydroxy phenyl. Thus, these two groups are more effective against B. cereus than
other substitution groups. 2-chloro phenyl present in SB-7 is not effective at all against
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Figure 4. Antibacterial activity of 4-amino antipyrin Schiff bases against [A] Gram positive

[B] Gram negative bacteria.
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this bacterial strain. Against S. aureus, only 4-chloro phenyl (as in SB-2) and 4-hydroxy
phenyl (as in SB-6) are effective. However, when chloro group is at 2™ position (as in
SB-7), there is no inhibition. This suggests that position plays an important role in
inhibition. Thus, out of four selected Gram positive bacterial strains, M. [uteus and S.
epidermidis are the most resistant Gram positive bacterial strain.

Figure 4 [B] shows that only compounds, SB-3, SB-5 and SB-6 could inhibit E. co/i.
Other compounds had no effect against this bacterial strain. This suggests that 4-fluoro
phenyl, 3-nitro phenyl and 4-hydroxy phenyl are effective against this strain. SB-4 also
contains nitro group but at 2™ position but there is no effect of this compound on E.
coli. Thus, the presence of group at this position is not effective. Not a single compound
could inhibit P mirabilis and K. aerogenes. Thus, P. mirabilis and K. aerogenes are the
most resistant Gram positive bacterial strain.

Comparison of inhibition exhibited by Schiff bases of these two different moieties
shows that most of the pyrazole Schiff bases showed inhibition. Schiff bases are not
effective against S. epidermidis. Further, the extent of inhibition is higher for pyra-
zole Schift bases. Thus, pyrazole Schiff bases are better for inhibition for these selected
Gram positive and Gram negative bacterial strains.

CONCLUSION

It is concluded that the inhibition depends on the type and position of substitutions of
the compounds. The effect of different substitution group is different when attached
to different moiety. The pyrazole Schiff bases are better for inhibition for these selected
Gram positive and Gram negative bacterial strains in comparison to 4-amino antipy-
rine. Overall, B. cereus is the most susceptible bacteria.
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REsuMO

Uma rota eletroquimica de cletrossintese de anestesina (benzocaina), incluindo
uma etapa anddica e uma catddica, foi avaliada, do ponto de vista mecanistico. Para
tal, dois modelos matemdticos para cada passo foram desenvolvidos ¢ analisados,
mediante a teoria de estabilidade linear e a andlise de bifurcagdes. Foram demons-
tradas as diferengas na pH-dependéncia da cinética de cada passo, bem como as dife-
rengas nas condi¢oes de estabilidade do estado estaciondrio para ambas as etapas. A

possibilidade do comportamento oscilatério e do monotdnico também foi avaliada.

Palavras-chave: anestesina, eletrossintese catddica, eletrossintese anddica, oscilagoes

eletroquimicas, estado estaciondrio estavel

SUMMARY

Anesthesyne electrosynthesis. A mathematical description

An clectrochemical route for anesthesyne (benzocaine) electrosynthesis, including
one anodic and one cathodic step was mechanistically evaluated. For that purpose,

two mathematical models for cach step were developed and analyzed, by means of
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linear stability theory and bifurcation analysis. The differences of pH-dependences
of the kinetics of each step, like also in steady-state stability conditions, were inves-
tigated for both stages. The possibility for the oscillatory and monotonic behavior

was also evaluated.

Keywords: anesthesyne, cathodical electrosynthesis, anodic electrosynthesis, electro-

chemical oscillations, stable steady-state

INTRODUCGAO

Anestesina, ou benzocaina [1, 2], isto ¢, etil-p-aminobenzoato, ¢ um férmaco, ampla-
mente usado como analgético.

A anastesina ¢ um composto derivado de compostos eletroativos (anilina e p-nitroto-
lueno). Destarte, além de vérias metodologias de sintese quimica [3], a eletrossintese,
frequentemente usada paraa obtengao, controle de produgao e anilise de vérios firmacos
e outras substincias biologicamente ativas [4-10], também pode ser aplicada paraa sua
obtengao [11]. Emalgunscasos, [12,13] acletrossintese pode nao teranalogias quimicas.

Apesar de ter adquirido uma significAncia, o desenvolvimento da eletrossintese de fér-
macos ainda enfrenta varios problemas como:

- aindecisdo acerca do mecanismo mais provavel da sua realizacio, inclusive a dife-
ren¢a de mecanismo;

- apossibilidade de ocorréncia das instabilidades eletroquimicas (oscilatdria e mono-
tonica) durante a eletrooxidagio (eletrorreducio) de pequenas moléculas orginicas
([14-22],inclusiveacletropolimerizagio de compostos heterociclicos) e hidrogénio;

- anecessidadedeescolhacadaptagiodecertasmetodologias paracadameio (porexem-
plo, no caso da eletropolimerizagio anddica, os meios neutro e alcalino sao mais con-
venientes e no caso da eletrodeposicio catddica, o mais conveniente é o meio dcido).

Para a resolu¢ao dos mencionados problemas, o desenvolvimento de um modelo mate-
mético, capaz de descrever adequadamente o comportamento do sistema, ¢ indispen-
sdvel como parte da investigacio mecanistica, haja vista que d4 um fundamento rigido
teérico, de que carecem as investigacdes semiempiricas experimentais. Isto lhe permite
dar explicagoes, teoricamente fundamentadas, as instabilidades eletroquimicas, cuja
ocorréncia é provavel [14-22]. Outrossim, a modelagem permite comparar o compor-
tamento do sistema concreto com o dos anélogos, sem ensaios experimentais e ainda
prever o comportamento dos sistemas, ainda nao observados experimentalmente.
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Destarte, o objetivo geral do nosso trabalho serd a investigagio mecanistica teérica da
eletrossintese de anestesina, partindo de p-nitrotolueno. A realizagio deste objetivo
geral inclui a realizacio dos seguintes objetivos especificos: desenvolvimento e andlise
de modelos matemdticos, correspondentes aos passos anddico e catédico da eletrossin-
tese [11] do firmaco, comparagio do comportamento do sistema com o dos analogos,
descritos em [23-35].

SE(}AO I. DE P-NITROTOLUENO AO P-NITROBENZOATO DE
ETILA. O SEISTEMA E O SEU MODELO

Conforme o trabalho [11], na primeira etapa da eletrossintese, ocorre um processo
anddico da eletrooxidacio de p-nitrotolueno para formar o 4cido p-nitrobenzénico,
seguida pela formagao do éster do 4cido, conforme:

H3C—©—NOZ + 2H,0 -6e—> O,N —@— COOH + 6H* (1)
OZN—Q— COOH + C,H;OH —> OZN—Q— C(0)OC,Hs + H,0 (2)

Haja vista a presenca do grupo nitrila, que ¢ aceptor de elétrons, o potencial da eletros-
sintese ¢ muito alto (+1,6 V) [11] e o processo inclui a formagio de dois compostos
preliminares -o dlcool p-nitrobenzilico e p-nitrobenzaldeido, cuja formagao foi confir-

mada por dados dos espectros RMN e IV [11].

Como a reagao ¢ realizada em solugao alcodlica e, também, haja vista a alta velocidade
de adsor¢io de compostos aromaticos (carbo ¢ heterociclicos), o processo inclui a etapa
de adsor¢ao de p-nitrotolueno sobre o anodo ¢, destarte, no modelo matemdtico, intro-
duzir-se-a0 as trés varidveis:

¢ — a concentragio de p-nitrotolueno na camada pré-superficial;
0 - o grau de recobrimento de p-nitrotolueno na supeficie do 4nodo;
© - o grau de recobrimento do 4cido nao esterificado.

A fim de simplificar o modelo, evitando a apari¢ao de equagées diferenciais em deri-
vadas parciais de segunda ordem, supomos que o eletrélito esteja agitando-se inten-
samente (destarte ¢ possivel menosprezar a influéncia do fluxo de convecgio), que o
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eletrdlito de suporte esteja em excesso (o que possibilita o menosprezo das influéncias
do fluxo de migra¢io). Também ¢ suposto que o perfil concentracional das substancias
seja lineal e a espessura da camada constante e igual a 8.

O p-nitrotolueno entra na camada pré-superficial por meio da sua difusao e, também
por meio da dessor¢ao, deixando a camada durante a adsor¢ao. Nesta ordem de idéias,
a equagao de balan¢o da sua concentragao descrever-se-4 como:

de _2(D
d—§:5 E(CO —c)+r_1 -7 (3).

em que D ¢ coeficiente de difusio, ¢, a concentragao de p-nitrotolueno no interior da
solucdo, 7, e 7_, s3o velocidades de adsor¢ao e dessor¢ao, correspondentemente.

O p-nitrotolueno entra na superficie do 4nodo por meio da adsor¢ao e desaparece,
mediante a sua dessor¢ao. Ele também ¢ oxidado, formando o 4cido p-nitrobenzénico.
Por conseguinte, a equagio de balanco da sua concentragao superficial, obter-se-a sob

a forma de:
do 1
Z:E(Vl - _72) (4),

em que G ¢ a concentragiao méxima superficial do nitrocomposto e r,, a velocidade da
sua concentragao.

O 4cido p-nitrobenzénico ¢ formado como produto final da eletrooxidagio de p-nitro-
tolueno e reage com o etanol (solvente), formando o éster. Como o dcido p-nitroben-
zénico ¢ mais forte que o benzénico, a esterificagio, no caso daquele, ocorre de maneira
mais rdpida que no caso deste. Por outro lado, no trabalho [11] se utilizam os elétrodos
de platina e cobre ¢, destarte, a salinizagio (com a dissolugio anddica) nao ¢ possivel.
Posto assim, a equagio de balango da concentragao superficial do 4cido, ver-se-a como:

e 1,
;_7(72 73) (5),

Sendo / a concentragao superficial maxima do acido e 73, a velocidade de esterificagao.

As velocidades dos respectivos processos podem ser calculadas como:

”, = k3®exp(—a®)
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ry=k, CXP(_‘Zel )01 )
6F
7 =k,0, CXP[E‘»DO]

7 =k exp(af)c(1—0—O), (6-9)

em que os pardmetros £ sio constantes de velocidades de respectivos processos, o para-
metro a descreve a interagio entre as particulas na superficie, £ ¢ o nimero de Faraday,
R, a constante universal de gases e 7, a temperatura absoluta do vaso.

Como se vé, ¢ um sistema cldssico de eletrooxidagiao de um composto organico, cujo
produto ¢ transformado num composto soltvel, com o comportamento, parecido ao
descrito em [23-35]. As caracteristicas especiais deste sistema e as diferengas do seu
comportamento, quando comparado com o dos anélogos, discutir-se-ao abaixo:

RESULTADOS E DISCUSSAO (SEGAO 1)

Para investigar o comportamento do sistema com a primeira etapa da eletrossintese da
anestesina, vamos analisar o conjunto de equagoes diferenciais (3-5), mediante a teo-
ria de estabilidade linear. A matriz funcional de Jacobi, cujos elementos sao calculados
para o estado estaciondrio, descrever-se-4 como:

ay 4y Ay
Ay 4y 4y (10),

A3 Ay A3

cm quc:

A
“ = —g—/elexp(ae)(l—e—@) (11)

a, = %(/e_l exp(—al)— ak_, exp(—a0)0 + k, exp(ab)c — ak, exp(ab)c(1— 60— @)) (12)

_2

6(—k1 exp(a@)) (13)

a3
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1
a4, :E(/e1 exp(af)(1-6—0)) (14)
X —k_, exp(—al)+ ak_, exp(—a0)0 — k, exp(ab)c + ak, exp(al)c(1—0 —O)—
Ay —— 6F 6F 1 5
G|+, exp[ﬁ(po]'i_szeexp[ﬁ(po] (15)
1 6F
a3 :5 ky eXP(ﬂe)—qkzeexp[ﬁ%]] (16)
a,, =0 (17)
1 6F 6F
a3 _7 k, Cxp[ﬁ(po]_szeexp[ﬁ‘po]] (18)
1 6F
4y, = 7 gk,Oexp 27| kyexp(—a®)+ ak,Bexp(—aO) (19)

Pode-se ver que o comportamento oscilatdrio, neste sistema, ¢ possivel, porque se podem
satisfazer as condi¢oes da bifurcagio de Hopf. Estas condi¢oes requerem a presenga de
elementos positivos na diagonal principal do Jacobiano.

Como se pode ver, hd elementos positivos ak | exp(—af)0 e ak, exp(aB)c(1—6—0),
que descrevem o (caracteristico para outros sistemas analogos [23-35]) comporta-
mento oscilatério, causado pela atragio de particulas do nitrocomposto. Mas, con-
trariamente aos trabalhos [23-35], ndo ¢ o tnico tipo de atragio entre as particulas
adsorvidas que pode levar & apari¢io das oscilagdes em corrente (no modo potencios-
tatico). O elemento ak,@exp(—a®), que descreve a interagio entre as particulas do
acido durante a esterificagao, também ¢ positivo e, destarte, responsavel pelo compor-
tamento oscilatdrio.

Também, hé, neste sistema, elementos positivos, correspondentes ao comportamento
oscilatério, causado pelas influéncias do processo eletroquimico na dupla camada elé-

6F 6F
trica (DCE). Sao pkzeexp[ﬁwo] e qkzeexp[ﬁgoo], em que p ¢ g sao parAmetros

que descrevem as influéncias dos processos eletroquimicos na estrutura da DCE. Tais
influéncias também sdo caracteristicas para os sistemas andlogos [23-35].
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Conclui-se, assim, que o comportamento oscilatério, neste sistema, ¢ possivel, sendo
mais provavel que no caso de uma eletrooxida¢io comum de um composto organico,
haja vista a solubiliza¢io do éster.

Aplicando ao conjunto de equagdes diferenciais (3-5) o critério de Routh ¢ Hurwitz,
obter-se-a o requisito de estabilidade do estado estaciondrio. Para evitar a apari¢ao de
expressoes grandes, introduzimos as novas varidveis, de modo que o determinante de
Jacobiano se descreve como:

s (20)

Abrindo os parénteses e resolvendo a inequagio Det /<0, obter-se-4 a condicao de esta-

bilidade sob a forma:
(=K =E)(AT—-AIT+ QI - Q&)+ E(AY —£Q—-AB)<0 (21)

A condigio (21) satisfar-se-4 com certeza, se as variaveis A, Y tiverem valor negativo e
0 e IT, valor positivo, o que acontece, quando os parimetros 4, p ¢ ¢ tém valores nega-
tivos, ou nulos o que descreve a repulsao de particulas adsorvidas e a fraqueza das influ-
éncias do processo eletroquimico na DEL, o que, diga-se a verdade, ja foi observado na
maioria dos sistemas analogos [23-35]. Satisfeita a condi¢ao (21), tratar-se-4 de um
sistema, cujo comportamento se definird por difusao do nitrocomposto.

Quando as influéncias estabilizadoras sao iguais s estabilizadoras, a inequagio (21)
transforma-se em equagao e se realiza a instabilidade monoténica, que define a margem
entre os estados estaciondrios estdveis e instéveis. Tal instabilidade se revela na aparicao
de um trecho N-formado no voltamperograma.

Em tal ponto, coexistem vérios estados estacionarios, cada um instavel. Eles se des-
troem, quando as condi¢oes do comportamento do sistema se alteram.

No caso de 0 dnodo ser ativo na reagao com 4cidos, alterar-se-4 o comportamento do sis-
tema e adicionar-se-lhe-4 mais um fator do comportamento oscilatério, que é ainteracao
das particulas durante a saliniza¢ao do dcido. Outrossim, como esta reagao corre mais
rapido que a esterificacdo, a estabilidade de estado estaciondrio perderd a sua eficiéncia
para a eletrossintese do firmaco, o que justifica a escolha de um 4nodo inerte (platina).
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Unmn sistema, andlogo a este, pode se observar durante a eletrossintese de polimeros con-
dutores em seguintes condigdes:

- cletrossintese de polimeros condutores dcidos em meio neutro sobre metais ativos
(salinificagdo é responsével pela dissolugao);

- eletrossintese de polimeros condutores autodopados (que se solubilizam);

- eletrossintese de polimeros condutores, modificados por grupos dos éteres de coroa,
na presenga dos compostos de metais de transicio (em cuja presenca se formard
um complexo).

CONCLUSOES (SEGAO I)

Da andlise da etapa anddica da eletrossintese do farmaco, pode-se concluir que:

- nela, trata-se de um sistema de eletrooxidagio de um composto orginico, cujo pro-
duto ¢, posteriormente, modificado por uma reagao quimica;

- sendo satisfeitas as condigdes principais do estado estaciondrio (repulsio de particulas
adsorvidas e fraqueza das influéncias da reacio eletroquimica na DCE), o processo
reger-se-4 pela difusio do nitrocomposto;

- 0 comportamento oscilatério, como num sistema comum de eletrooxidagio de um
composto organico, ¢ possivel por causa da atragio de particulas adsorvidas, bem
como por conta das influéncias da reacio eletroquimica na DCE. Sem embargo, a
atragao de particulas pode acontecer, além do processo de adsor¢ao e dessor¢ao, tam-
bém durante a esterificagio.

SECAO I1. DO ESTER AO FARMACO. ANALOGO
ELETROQUIMICO DA REAGAO DE ZININ. O SISTEMA E O
MODELO

A famosa redugio de nitrobenzeno em anilina foi descoberta em 1842, pelo quimico
russo N.N. Zinin [36]. Posteriormente se realizou o andlogo eletroquimico desta rea-

¢ao [37].
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A segunda etapa da eletrossintese do firmaco anestesina é catddica e se dd no cétodo de
cobre (que impede a “evolucio” de hidrogénio), conforme a equacio:

ZN—Q— C(0)OC,Hs + 6H* + 6e —> H,N —@— C(O)OC,Hs + 2H,0 (22)

A cletrorredugao mais profunda (até o dlcool p-aminobenzilico ¢ etanol) se dd em
potenciais catédicos mais baixos ¢ em solu¢oes mais dcidas.

Para fazer uma andlise de estabilidade durante a transformacio do éster em farmaco,
introduzimos as trés varidveis:

¢ — a concentragao do éster na camada pré-superficial;
1 — o grau de recobrimento da superficie do cdtodo pelo éster inicial;

H - a concentragio dos prétons na camada pré-superficial, supondo o
suposto acima.

Assim, o sistema com a eletrossintese descrever-se-4 com um conjunto de trés equagoes
diferenciais, apresentado como:

[ de A ]

ZZg[g(eo—f)er_l—PlJ

dy 1

=gln—r.—p) (23).
dH  2(d

o a[a(H —H)- p]

em que as velocidades dos respectivos processos obterio os valores de:

6F
p = ke exp(bn) s p,=k_ 1 exp(—=bn), p, = k,nH° exp(—bn) cxp[—R—;'.iO] (24-26)

Trata-se, neste caso, de mais um sistema que tem analogos — a eletropolimerizagio
catddica direta de um composto orginico [38], a eletrodeposicao catddica de polimero
condutor, apds a iz situ geragio de particulas oxidantes no cdtodo [39], e processos ele-
troquimicos que se empregam na determinagao da concentragao de nitrito [40-42]. Os
detalhes comuns e diferentes deste processo com os mencionados discutir-se-ao abaixo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO (SECAO II)

Analisamos o conjunto de equagoes diferenciais (23) mediante a teoria de estabilidade
linear. A matriz funcional de Jacobi, cujos elementos sao calculados para o estado esta-
ciondrio, ver-se-4 como:

ESTE ST ST
821 820 & 27),
&31 832 £33
em que:
2( A
gu :5[_5_’%1 CXP<_b77)] ;
2
81 =5 (keyexp (=) = bk_mexp(~bn)~ bheexp (b))
2;=0;

1
gu = E(_k—l CXP(_bn» ;

—k_, exp(—bn)+bk_, exp(—bn) + bk, eexp(bn)— k,H* exp(—bn)
gn= $ exp[— 611;?0 ] + bkanG exp(—bn) exp[— 611;?0 ] + jkané exp(—bn) ;
_6Fyp, ]
exp[ =T
&= % —6k,nH’ CXP(—bn)CXP[— 6]?0 ]] ;
g3, =03

5 —k,H* exp(—bn)exp[— 6]1:?0 ] + bk,n H ® exp(—bn)exp[—%

~——

8n =7
0 +jk217H6 exp(—bn)exp[— 6]};;60 ]
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2( d 6F
& =7 —g—ékanS cxp(—bn)cxp[— Rﬁo] (28-36)

Como se pode ver, neste caso o comportamento oscilatério pode acontecer e, ainda por
cima, ele ¢ mais provével neste sistema que nos processos catédicos analogos [38—42],
haja vista a interacdo atrativa das particulas durante a solubiliza¢io do fArmaco (amina)
na solugio 4cida. E porque, além dos elementos positivos, relativos 2 interagio das par-
ticulas adsorvidas durante a adsor¢io ¢ dessor¢ao, bem como dos relativos as influéncias

6F
da eletrorredugao na DCE, existe mais um elemento 6k nH ¢ exp—(bn)exp| — Pol,

RT

relativo 4 interagio de particulas adsorvidas durante a solubilizagio do firmaco.

A anilise de estabilidade do estado estaciondrio, feita conforme foi descrito na secio I,
pode mostrar que o processo se regerd por difusao: tanto do éster, como dos prétons.
O decrescimento do pH, como nos casos dos processos [38—42], favorecerd a estabili-
dade do estado estaciondrio, contrariamente aos sistemas com a eletrooxidagao anddica

[23-35].

No caso da evolugio de hidrogénio, a eletrorreducio de prétons terd a sua propria influ-
éncia (negativa) no processo da eletrorreducio do éster. Como a difusio dos prétons é
mais rapida que a do éster, ocupar-se-ao os sitios ativos de adsorcio do éster, o que pre-
judicard a eficiéncia da eletrossintese, pois entao a eletrorreducao ird ao segundo plano.
Destarte, o uso do citodo de cobre ¢ justificado.

CONCLUSOES (SECAO 1)

A anilise de modelo da eletrorreducio do éster, rendendo o firmaco anestesina mostra
que:

- neste caso, 0 comportamento oscilatério ¢ mais provavel que nos processos catddi-
cos andlogos, haja vista a solubilizagio do firmaco em solugées dcidas;

- odecrescimento do pH ¢ favoravel a eletrossintese de firmaco, pois os prétons par-
ticipam da reagao;

- no caso da evolugao de hidrogénio, prejudicar-se-a a eletrossintese, haja vista a ocu-
pagao dos sitios ativos da reagao.
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REsuUMO

O desempenho de poli-2-mercaptobenzimidazol na detecgio eletroquimica de
colesterol foi avaliado fenomenoldgica e matematicamente. O modelo matematico
correspondente foi desenvolvido ¢ analisado por meio de teoria de estabilidade lineal
e andlise de bifurcagoes. Os dados tedricos foram comparados com os experimentais

e com os tedricos para os sistemas anélogos.

Palavras-chave: colesterol, polimeros condutores, sensores eletroquimicos, poli-2-

mercaptobenzimidazol, estado estaciondrio estdvel
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SUMMARY

The mechanism of electroanalytical function of
2-mercaptobenzimidazole in cholesterol electrochemical
detection and its mathematical and chemical evaluations

The electroanalytical function of poly-2-mercaptobenzimidazole in cholesterol elec-
trochemical detection was evaluated phenomenologically and mathematically. The
corresponding mathematical model was developed and analyzed by linear stability
theory and bifurcation analysis. The theoretical data were compared with the experi-

mental data and with theoretical data for analogous systems.

Keywords: cholesterol, conducting polymers, electrochemical sensors, poly-2-mer-

captobenzimidazole, stable steady-state

INTRODUCAO

Colesterol [1] ¢ um 4lcool policiclico, derivado de ciclopentanperidrofenantreno, con-
siderado um esteréide do grupo de esterdis. E precursor de horménios sexuais [2] de
animais vertebrados (inclusive o homem), bem como de horménio de mudanca de cor
dos insetos. Toma parte ativa do metabolismo.

No entanto, haja vista a sua insolubilidade em meio aquoso, o seu excesso pode pro-
vocar o bloqueio de corrente sanguinea [3], bem como problemas renais e de figado.
Destarte, a procura de um método eficiente da sua detecgio ¢ uma tarefa atual [4-8].

A utilizagao de elétrodos quimicamente modificados ¢ um dos métodos modernos,
utilizados na quimica eletroanalitica contemporanea [9-12]. Neste caso, um modifi-
cador usado (como polimero condutor, complexo, corante, ou outra) é escolhido haja
vista a sua compatibilidade com o analito (segundo o principio de chave e fechadura).
No entanto, ha dificuldades no seu uso com o colesterol, haja vista os problemas da
previsao de mecanismo mais provavel do desempenho de um sensor hipotético, bem
como o existirem instabilidades eletroquimicas durante a eletrooxidagao de compostos
organicos (inclusive a eletrossintese de polimeros condutores) [13-21], o que pode
prejudicar a interpretagao do sinal analitico.

Os dois problemas, bem como o da comparag¢ao com os sistemas anédlogos, empregando
outros analitos e outros materiais [22-25] sem ensaios experimentais, resolvem-se
pelo desenvolvimento de um modelo matemitico, capaz de descrever adequadamente
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o desempenho do sistema eletroanalitico, o que se fard neste trabalho para colesterol
como analito e poli(2-mercaptobenzimidazol) como substincia modificadora [12].

O SISTEMA E O SEU MODELO

No sensor, descrito em [12], foi descrita a eletropolimerizacio de 2-mercaptobenzimi-
dazol na presenca de colesterol, que se acompanhava pelo entrapment das suas molécu-
las. Nao foi, de fato, um processo quimico — as moléculas do horménio ficaram presas
entre as moléculas do polimero condutor sem poder sair da sua “matriz”. Este processo
sera controlado pela difusdo de mercaptobenzimidazol ¢ do horménio e dar-se-4, em
termos gerais, em conformidade com os modelos matemdticos, expostos em [26-28],
levemente modificados (por conta do acréscimo de um adendo que descreve a saida do
analito da matriz polimérica).

No caso da auséncia de analito, o comportamento durante a eletropolimerizagio obe-
decerd a um dos modelos, descritos em [26-28] (dependendo das condi¢oes da sin-
tese), sendo o 2-mercaptobenzimidazol o monémero.

Para descrever a eletrodeteccio de colesterol, por meio da sua imobilizagio por dopa-
gem da matriz polimérica, introduzir-se-ao as trés varidveis:

¢ — a concentragao de colesterol na camada pré-superficial;
o — o grau de dopagem da matriz polimérica pelo colesterol;

0 - o grau de revestimento da parte do polimero, quimicamente modificada pelo
analito.

E possivel provar que, haja vista as suposi¢des, feitas, por exemplo, em [26-28], o con-
junto de equagdes diferenciais que descreve este sistema se expde como:

(de  2(A |
d—i:gg<co—6>+d_l—dl
do 1
PREAa

do 1

e

(1)

Em que A ¢ coeficiente de difusio, O ¢ espessura da camada pré-superficial, 4, e d_, a
velocidade de dopagem-desdopagem da matriz pelo analito, X' ¢ o nimero méximo de
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sitios de dopagem, fornecidos pela matriz do polimero condutor revestido, G ¢ a con-
centragao mixima do polimero condutor, 7, € 7, s30 as rea¢des de modifica¢oes quimica
e eletroquimica do polimero condutor.

As velocidades das respectivas reagoes podem calcular-se como:
dy =k, c(1=0)exp(a,0)

d_, =k, 0exp(—a,0)
rn=K,o(1-0) (2-5)

r = Kﬁexp[ng;’io ]

em que os pardmetros £ sio constantes de respectivas reagoes, ¢, ¢ @, descrevem as inte-
ragdes entre o dopante e a matriz, n é o numero de elétrons transferidos, £ ¢ o nimero
de Faraday, ¢, ¢ o salto do potencial na dupla camada elétrica (DCE), relacionado ao
da carga zero, R ¢ a constante universal de gases e 7, a temperatura absoluta do vaso.

A principal diferenca deste sistema dos relacionados [22-25] ¢ a presenca de uma etapa
preliminar de dopagem-dedopagem do analito pelo polimero condutor, anterior a sua
reagio especifica. Isto da impacto significante ao comportamento do sistema.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para analisar o comportamento do sistema da eletrodeteccao de colesterol por meio
da sua imobiliza¢do na matriz de 2-mercaptobenzimidazol, analisamos o conjunto de
equagdes diferenciais (1), haja vista as relagoes algébricas (2-5) por meio da teoria de
estabilidade linear. A matriz funcional de Jacobi, cujos elementos sao calculados para o
estado estaciondrio, vé-se como:

a4y Ay
Ay Ay Ay (6),
a3 A3 Ay

cm qllC:

2( A
“w =5 —g—kdl (1=0)exp(a,0)
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2
a, = S(kd_l exp(—a,0)— a,k,_oexp(—a,0)+k, exp(a,0)—ak, (1 —O)f:xp(al()))

a,;,=0
<kd1 (1- U)exp(al(]))

1[—%4,, exp(—aza) + azkd_laexp(—a20'> —k,, exp(alo)

a4y =

| =

273 vk, (1-0)exp(a,0)—k, (1-6)

1
dyy = E = (K10>
a, =0
1
a3y = E(Kl (1 - 0))
a, =—|—K,0—K, c:xp[M —UICZQCXP[”I};?O ]] (7—15)

A instabilidade oscilatdria neste caso ¢ possivel. Outrossim, ¢ mais provavel que nos
sistemas tipicos do desempenho eletroanalitico de polimeros condutores e materiais
afins [22-25]. O porqué disso expor-se-4 abaixo.

Para a bifurcagao de Hopf se realizar, a diagonal principal da matriz de Jacobi deve ter
elementos positivos, responsaveis pela positiva conexio de retorno.

Vé-se que, além doadendo —Uk,0 exp[ ”g;’io

], cuja positividade descreve asinfluéncias

na DCE, causa comum do comportamento oscilatério nestes sistemas, outro elemento
capazmente positivo é a,k, 0exp(—a,0)+exp(a,0)+a .k, (1—0)exp(a,0)>0,
cuja positividade descreve a atragao entre o analito-dopante, que ¢ colesterol, e a matriz
polimérica.

Confirma-se, destarte, a presenca de estruturas dissipativas temporais, cuja existéncia
se mantém pela difusao de colesterol (entrada de energia) e pela formagao do polimero
condutor na sua forma final (saida de energia).

Para analisar a estabilidade de estado estaciondrio, utilizamos o critério de Routh-
Hurwitz, do qual se obtém o requisito geral Det J < 0. Para evitar a andlise de expres-
soes grandes, introduzimos as novas varidveis para o determinante da matriz aparecer
como:
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— X-= -1I 16
02G (16)

Abrindo os parénteses, obter-se-d a condicio de estabilidade do estado estaciondrio
como:

—IkX +YxX —TkE—-YAE<0 (17)

Obteve-se uma expressao, tipica para sistemas, em que a reagao ¢ regulada pela difusao,
o que acontece, quando a dopagem ¢ mais rapida, em grandes concentragoes do analito.
No entanto, sendo as concentragdes do analito pequenas, a difusio passa a ser mais
rapida que a dopagem e a reacdo reger-se-a pela dopagem.

Vé-se que a negatividade do parimetro da dopagem-dedopagem X, descrevendo a fra-
queza ou auséncia de atragdo entre a matriz ¢ o dopante ¢ a positividade de 7" promo-
vem a estabilidade do estado estaciondrio, porque deslocam a expressao a esquerda de
(17) para valores mais negativos.

No caso da igualdade das influéncias desestabilizadoras as estabilizadoras, obtém-se a
instabilidade monotonica, que aparece em:

—IIkX +YkX —TkE—YAE=0 (18)

Reagao lateral efetiva entre o analito e o polimero, paralela 2 dopagem, acrescentara
mais um adendo as equagées (1) ¢ (3). Tal reagio dd seu impacto na estabilidade do
estado estaciondrio, diminuindo a influéncia de dopagem.

Autocatdlise para este polimero e analito nao ¢ possivel, mas se houver com outro caso
andlogo, aparecerd como mais uma causa do comportamento oscilatdrio [22-25].

CONCLUSOES

1. A presenca da etapa preliminar de dopagem do analito pela matriz do polimero
condutor faz o comportamento do sistema mais complicado, haja vista a presenca,
nele, dos nuances da dopagem.

2. O processo eletroanalitico ¢ regulado pela difusdo, o que acontece, quando a dopa-
gem ¢ mais rdpida, em grandes concentra¢oes do analito. No entanto, sendo as con-
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centragoes do analito pequenas, a difusdo passa a ser mais répida que a dopagem ¢ a
reagao reger-se-4 pela dopagem.

A instabilidade oscilatéria, além das influéncias na CDE, pode ser causada, neste
sistema, pela atragao entre o analito-dopante e a matriz polimérica que o “hospeda”

Confirma-se a presenca de estruturas dissipativas temporais, cuja existéncia se man-
tém pela difusio de colesterol (entrada de energia) ¢ pela formagio do polimero
condutor na sua forma final (saida de energia).
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SUMMARY

Drug Information Centers (DIC) have an important place in the health care process
since they provide independent and updated information. A search was developed
in Medline, Science Direct, Academic Search Complete, LILACS and Academic
Google in order to know the state of the art of DIC around the world. Regarding to
a timeline, the first European DIC was created in 1960 and studies that described
local situation were identified in 1996 and 2001. Thereafter, in the United States
the first DIC was created in 1962 and 3 studies that describe DIC characteristics
and changes trough time were identified between 2003 and 2008. Moreover, DICs
were created in Singapore in 1980 and in Venezuela in 1981. In India was created
a DIC in 1997. Subsequently, the WHO performed workshops in 2006 in order
to create new centers in this country. In Asia was conducted a study in 1996 that
identified 4 DIC. Concerning Latin America were found studies that describe local
DIC from Brazil (2001) and Costa Rica (2003). Also, the network of Latin Amer-
ican and Caribbean DICs (REDCIMLAC) was created in 2011. In all consulted
studies the DICs features were described including type of questions, professionals
and infrastructure among others. Some of these studies included a comparison with
the WHO technical document.

Keywords: Drug Information Center, rational drug utilization.
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RESUMEN

Centros de informacién de medicamentos. Una visién global del
concepto

Los Centros de Informacién de Medicamentos (CIM) ocupan un lugar importante
en el proceso de atencidn en salud al proporcionar informacién independiente
y actualizada. Con el fin de conocer el estado del arte de los CIMs alrededor del
mundo, se desarrolld una bisqueda en las bases de datos Medline, Science Direct,
Academic Search Complete, LILACS y en Google Académico. Revisando cronolé-
gicamente la creacién de CIMs, se encontrd que el primero fue fundado en Europa
en 1960. Posteriormente, se crearon en Estados Unidos en 1962, Singapur, 1980 y
Venezuela, 1981. En India se fundé un CIM en 1997, posteriormente la OMS dictd
talleres en ese pais para fortalecer la creacion de nuevos CIMs en 2006. En Asia se
realizé un estudio en 1996 que identificé cuatro CIMs. En cuanto a Latinoamérica,
se encontraron estudios de Brasil (2001) y Costa Rica (2003) que describen los
CIMs locales. Adicionalmente, en 2011, se cred la red de CIMs de Latinoamérica y
el Caribe (REDCIMLAC). En todos los estudios consultados se identificaron carac-
teristicas de funcionamiento de los CIMs, como infraestructura, tipo de consultas,
personal, entre otras. Algunos de estos estudios incluyeron una comparacién con el

documento técnico de la OMS.

Palabras clave: Centro de Informacién de Medicamentos, uso racional de medica-

mentos

INTRODUCTION

More than 50 years after the development of the concept of Drug Information Center,
they occupy an irreplaceable position in the health care process, to be the ideal sources
of scientific information for the user through the available database, to receive appro-
priate information to solve their problem or special need [1].

The Pan American Health Organization (PAHO) defines Drug Information Cent-
ers (DIC) as operational units that provide technical and scientific information about
drugs in an objective and timely manner. Also states that they constitute an optimal
strategy to meet particular needs of information. To do this, the DIC have databases
and sources of drug information and trained professionals that generate independent
information relevant to the requests that are made or any need identified [2]. Other
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authors define a DIC as “an institution dedicated to provide objective, independent
and current information on drugs and their use, and communicate to the different
categories of users for better understanding and benefit of patients” [1]. On the other
hand, PAHO defines Drug Information Services (DIS) as part of the activities of phar-
maceutical services of a health institution with essential presence of the pharmaceutical
professional who provides drug information services supported by scientific sources,
updated and independent [1]. Therefore, DIS belongs to an institution and provides
information services only within it. The overall objective of the DIC is to promote
rational drug use through technical-scientific, objective, current, timely and relevant
duly processed and evaluated information [2].

It is generally accepted that the DIC have two basic functions: the development of pas-
sive information addressed to solve or contribute to the solution of problems related to
drug use in individual cases, and the development of Active Information, represented
by education activities, dissemination of information and research in the field of drugs
[1]. Within a DIC can specify the following functions: attention to drug information
questions, information dissemination, research and education [1-2].

PAHO has raised some basic requirements to run a DIC, which contemplates a physi-
cal area used exclusively for the DIC and with sufhicient capacity for normal operation
(with an area for the reception of requests for information, for the library and work
area or to read and assess the information); general office equipment (computer with
printer and Internet access, microfiche reader, copier and external hotline and fax serv-
ices); information resources including primary sources (journals); secondary (indexes,
abstracts, databases) and tertiary (books, abstracts, forms), human resource consists of
a center director (preferably a pharmacist or a doctor) with expertise in information,
clinical pharmacology and therapeutics.

Attendees can be internal, students or interns and secretary, and funding sources that
could be agreements between public and private institutions as long as it is never forgot-
ten the preservation of the independence of the information supplied by the center or
the collection of services provided by the DIC preferably with differential scales [1- 2].

The first Drug Information Centre in Europe was created in 1960 in the UK. Since
then they have been developing formal DICs worldwide in order to provide accurate
and timely information in response to specific questions on drugs [3].

The above guidelines PAHO Drug Information Centers, which were raised in 1995
and 1997 [1-2] define the fundamental aspects of a DIC operation. However, some of
these requirements may be obsolete or need an update.
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METHODOLOGY

In order to identify whether the concept of DIC varied in different countries or
whether there were differences in their functioning, a narrative review by mean search
in Medline, Science Direct and Academic Search Complete, available on the platform
SINAB (Universidad Nacional de Colombia Library) was performed, as well as in the
LILACS database. Descriptors were used as search terms “drug information center”,
“druginformation service” and “rational use of medicines drugs utilization”. In the case
of databases searched through SINAB platform, only articles with full text available
were included.

Additionally a search in Google Academic and the Virtual Health Library, NLM were
performed in order to complement the information on the state of the art of DIC in
Latin America.

RESULTS AND DISCUSSION

The search strategy found 445 articles. After removing duplicate papers and those
papers that do not contain the term “Drug Information Center” in the title, it was
proceeded to review the abstracts to identify those papers related to definition and
functioning of DIC. Finally, 11 papers were available for review. Figure 1 shows the
flow diagram.

Total papers in search =445 NOTINCLUDED

Duplicate N=6

Y

Available for pre-selection

N=439

Title N=388

Y

Pre selection by Title N=51

Y

Abstract N=38
Full text N=2

A

Available for review N=11

Figure 1. Flow diagram of articles included in the review.
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This search allowed finding previous overviews about DIC. However, the scope of the
found papers was national or about a specific region. This review sought to provide a

description worldwide of DIC.

The first European DIC was created in United Kingdom in 1960. Since then, it had
been developing formal DIC around the world [3].

In 1996 Miillerové and Vlcek implemented a survey of activities of 129 drug informa-
tion centers in 18 European countries. The response rate was 71.3% (n=92) and the
information from 84 DICs that met the inclusion criteria was analyzed. The results
of the study show that DIC:s are affiliated mainly with European hospitals (68%), and
rarely to pharmacy (6%) or medical schools (8.3%).

The activities of the DICs included service response questions (98%), publishing
newsletters (68%), participation in committees of Pharmacy and Therapeutics (F & T)
(63%), tutorials (61%) and use evaluation drug (52%). The most frequently employees
of DICs are the pharmacists, usually 1 or 2 full time or part time. By analyzing the
query resolution service it was found that 56% of the DICs offer their services only
to health professionals and 43% to both these professionals and the general public.
The questions were mainly related to adverse effects, indication / therapeutic use and
dosage of drugs. Most DICs (91%) frequently recorded their activities in a compu-
ter database. Quality assurance activities were developed in 75% of centers, usually by
means of reviews (58%) or feedback questionnaires (32%). The most frequently used
information sources were Martindale-The Extrapharmacopeia, journals such as Lancet
and databases such as Medline and Micromedex. The DICs are generally funded by
the organizations they are afliliated with. The 9.5% of DICs charged fees for special

activities [4].

In 2001 Scala ez al. published a study of Italian Information Centers. The results resem-
bled European and American trends [3]. It was found that the number of DICs in Italy
grew rapidly since 1985, but then stalled in the 90s. According to the authors, this
behavior is due to the availability of computerized drug information designed to be
user friendly, many of them online, which could facilitate to satisfy the users informa-
tion needs without consulting a formal DIC. Comparing the results with those found
in a survey conducted in Italy in 1997, a greater number of DICs acquired direct Inter-
net access (60%), allowing pharmacists to use online resources. Another finding was an
increase in the number of DICs produced newspapers and newsletters (48% in 1997
vs. 90% in 1999), reflecting the increased interest in active information [3].

In the United States the first DrugInformation Center was created in 1962 at the Univer-
sity of Kentucky and since then some studies have been published which review various
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aspects of U.S. DICs. Rosenberg ez 4/. have studied the national scene DICs using sur-
veys since 1974, in 2003 it was conducted a study that aimed to make a diagnosis of
the current state of the centers and compare the results with those of similar surveys
applied in the past 30 years. 151 DICs were contacted, and 119 of them responded to
the survey (79%); 81 met the inclusion criteria.

The U.S. centers were located in 33 states, the District of Columbia and Puerto Rico.
The results showed that most DICs are affiliated with hospitals or medical centers
(72%) and pharmacy schools (61%). The staff was composed mainly of pharmacists,
students, interns, residents, secretaries and administrative staff. Only 12% of the DICs
reported not having at least one full-time pharmacist, 71% of pharmacists were doc-
tors of pharmacy (PharmD) and 24% had bachelor’s degree, plus 9% had a master’s
degree in science, master’s degree in business administration, master of public health,
or doctoral (Ph.D.), 94% of reported DICs had within its staff at least 1 pharmacist
PharmD title.

The services offered by DICs, from the U.S, in addition to answering questions about
medications, included the preparation of newsletters (80%), participation in activi-
ties of the pharmacy and therapeutics committees (79%), training or education (79%),
development of administrative tasks not directly related to the DIC (66%), literature
search queries not related to daily living (65%), reporting of adverse reactions (65%),
and development of medicines use reviews (63%). The main consultants were phar-
macists (40.6%), doctors (24.4%) and nurses (15%). The questions were related more
often with therapeutic issues (17%), adverse reactions (16.2%), identification of U.S. or
foreign products (14.3%) and dosage (10.1%). For the system used to access, store and
retrieve the questions and answers, 38% of the DICs used a computerized database,
32% use a paper system and 30% used both. A formal program of quality assurance
had been implemented in 51% of the DICs and in 18% it was being developed, the
consultation service drug information is most commonly evaluated using criteria such
as accuracy, that the answer is complete, documentation references used, timeliness,
clarity, objectivity and impact on patient care.

In the US. centers, the most common method for judging was an internal review by
a person (70%), followed by feedback from the applicant (36%), and internal review
by a committee (21%). The most commonly reported source acknowledged as use-
ful was Micromedex Healthcare Series, followed by Medline and AHFS Drug Infor-
mation. The DICs funding came primarily from U.S. hospitals and medical centers
(73%) and schools and universities (37%), other sources including charging fees for
certain activities (19%), federal and state aid (5%), pharmaceutical companies (4%)
and non-governmental organizations and foundations (1%). When comparing these
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results of 2003 with those of similar surveys applied in the past 30 years, it was found
that the number of DICs decreased in the last decade and the number of pharmacists
and other staff was the lowest in the last 30 years. Pharmacists were better trained then
than in the past and a large percentage had high educational qualifications. The serv-
ices remained consistent with previous findings, except for the increased participation
in training and education of pharmacy students and residents. The percentage of DICs
system with formal quality assurance did not change significantly in the past decade
and funding resources and service fees remained the same [5].

In 2008, Rosenberg e al. conducted a study that surveyed 89 U.S. DICs previously
identified in 2003 to determine if they still existed and if they had experienced changes.
We found that 75 (84%) of the 89 DICs remained active. The most notable change
in the activities was the increase in the time spent on education to students in the
area of health (53%), in supporting the pharmacovigilance program of the institution
(44%), and to provide system support information (36%). No changes in the number
of employees were observed. With respect to the number of questions received, 29%
of the DICs reported an increase, 42% a decrease and 29% no change, 70% reported
having had an increase in the number of complex questions, while 53% reported an
increase the time required to answer each question [6].

In the United States, FDA sponsored two DICs, one located in the (Center for Bio-
logics Evaluation and Research [CBER]) and another in the Center for Drug Evalua-
tion and Research (CDER). Each DIC provided product information and regulatory
guidance. Representing the regulatory agency, these DICs provided services to a wider
range of applicants than those DICs belonging to hospitals, universities and the phar-
maceutical industry. In essence, served as a liaison between the public and FDA [7].

The CBER had divided his work into two branches DIC: the first was in charge of
consumer-related issues and the second to assist manufacturers and technical training,
the first was the one who answered questions on issues related to eligibility criteria for
blood and tissues donor, approval of products, and tips for finding clinical trials in a
specific search. The human resource CBER DIC is comprised of individuals who had
received a course of at least 30 hours of education in science, public affairs specialists
and education. Each branch had about 6 people with a wide range of professions, such
as nursing, social work, animal science, journalism and molecular genetics. About 600
questions were answered per month and the response time of most queries was approx-
imately 1 to 3 days. On the CDER, Division of Drug Information (DDI) was responsi-
ble for answering questions from the public about products for human use. The topics
of the queries were related to clinical aspects of particular molecule or a group of drugs
and drug regulation either new, as generic or OTC. In the DDI 12 pharmacists and
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one nurse worked and they received about 1,000 phone calls and 900 emails per week.
The answers were usually given by phone the next day and the mails were responded
within two days [7]. The main difference of these DICs of the FDA with those DICs
of hospitals and universities was that the former does not provide medical advice to
abstain from prescribing information approved by the FDA; therefore, these DICs did
not necessarily perform an extensive literature search that took into account other uses
other than those approved by the FDA. The DDI had great confidence in the informa-
tion posted on the FDA Web site but also used traditional information resources of
a DIC. An additional reference used was the internal databases that allow to review
previously resolved questions. The two DICs answered questions that might require
the use of multiple sources in their respective divisions, including offices of pro- duct
review, quality, medical policies, etc. [7].

Reviewing the situation in other parts of the world, a study was found in 2006 in
Bangalore, India, where the World Health Organization (WHO) conducted a train-
ing workshop which included an introduction to information activities of drugs and
rational use thereof. The course was part of a program to spread the influence of drug
information centers and training programs in clinical pharmacy that had been devel-
oped in southern India during the previous 10 years. This program was coordinated
by the Board of Pharmacy of the state of Karnataka (KSPC) and sponsored by the
WHO office in India [8]. The KSPC founded a DIC in 1997 but the project included
the creation of five independent DICs across the country [9]. The projected centers
might provide information to health personnel and the general public, and also meet
the reporting of suspected adverse reactions [8]. These centers would act as state DICs
able to respond to the level of detail requested [9]. The WHO planned to grant lim-
ited financial resources to purchase information resources but in the long term would
require financial support from the state [8]. As part of the financing it would receive
an initial amount to purchase reference books and extra money monthly for 6 months
for recurrent expenditure [9].

Very little was known about the DICs of eastern Asia. In 1996 a drug information
pharmacist handed a formal setting and it was a relatively new concept in this part of
the world. It was not until 1980 that the first organized DIC was created in Singapore.
Then in 1996, Lim and Chui conducted a study conducted by pharmaceutical DICs
there. At the time of the study there were 3 DICs located in hospitals and 1 in the Phar-
maceutical Department of the Ministry of Health. Hospitals were in charge for the
funding for the first 3, while the latter were funded by the government and no fees were
charged in cases for services or external applicants. All centers were well equipped with
cabinets, telephone, fax, photocopier, computers, and Internet access (with the excep-
tion of one DIC). The most used bibliographic resource was Micromedex, followed
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by Martindale, AHFS Drugand compendia as Index of Malaysia & Singapore and Brit-
ish National Formulary. Less than 4% of the consultations needed secondary sources
of literature, but Medline was the resource of choice in such cases. All DICs had access
to a medical library.

Of the four DICs of Singapore surveyed, three had one on staff full-time pharmacist.
None had any formal training in drug information as graduate training; one of them
had a master’s degree in Clinical Pharmacy, while another was studying for the same
title. There were no quality assurance programs except for a center that was sending
feedback forms to users once a year, but all DICs had developed operational policies
and procedures manuals.

The four centers of Singapore recorded manually each question received; these records
contained the date, the applicant’s name, a contact number, the question asked, the
answer given, the response time, references used and the signature of the pharmacist
who gave the information. The average monthly consultation was between 92 and 259.
Most queries were answered in five minutes, only less than 10% required more than
1 hour to be resolved. In approximately 80% of the consultations was used only one
reference. The most frequent consultants were physicians (51%), pharmacists (32%)
and nurses (10%).

In hospital’s DICs, the most common questions were dosing, availability of a drug and
identification; others were choosing a therapy, administration, adverse effects and drug
safety. In the DIC located in the Ministry of Health request printed literature con-
sultation drug was the most common, followed by questions about adverse reactions,
product availability, formulation and identification [10].

LATIN AMERICAN SITUATION

In 2003, Costa Rica performed a study diagnosis of DICs belonging to national public
institutions, in order to determine the degree of fit to the requirements of the PAHO.
The results showed that there were 7 public units drug information: 4 DICs and 3
Drug Information Services (DIS), of which 6 were located in a hospital and one at a
university. The primary sources of information suggested by PAHO were not avail-
able in 5 of the centers. Of the 36 recommended tertiary sources, 15 were not avail-
able at any of the centers. The most frequent activities were resolving queries of the
community hospital or outpatient users, implementation of education programs for
patients and risk groups and programs for student training rotation. The authors con-
clude that the activities of different DIC in Costa Rica were similar to each other, not
just respond to the guidelines of the PAHO, but have similarities with the activities

251



Moénica Alexandra Nova Manosalva, José Julidn Lopez Gutiérrez, Martin Canas

and operations of other DIC worldwide, also showed that the bibliographical support
must be strengthened [11].

Moreover, Brazil had established a nationwide network of DIC, which was organized
on a decentralized, non-hierarchical manner and operates on cooperation protocols.
The network was called The Brazilian Drug Information System (SISMED) and was
the result of inter-agency effort to support multidisciplinary health team, optimizing
the resources available in this area and promoting rational drug use. Also it could sup-
port the development of the pharmaco-epidemiological studies in the country, with
emphasis on pharmacovigilance as one of the activities the DIC could do. Among the
strategies to implement SISMED were specialized professionals and frequent meetings
of the coordinators of the DICs to share experiences. Training courses had been given,
and national meetings of professional from the DICs had been made, activities that
have helped the development of the national network and the strengthening Brazilian
DIC of drug information system in Brazil [12].

In 1992 the Federal Council of Pharmacy of Brazil (CFF), together with the Pan
American Health Organization, created the Brazilian Center for Drug Information
(CEBRIM-Centro Brasileiro de Informagio sobre Medicamentos). Silva et al. con-
ducted a cross-sectional descriptive study between November 2000 and October 2001
in order to analyze the results of CEBRIM and the opinion of its users [13].

The results were that CEBRIM answered 970 questions in the study period, with a
monthly average of 81 questions, showing that this DIC answered more questions
than many others Brazilian DICs at a rate of 30%. The percentage of patients who con-
sulted the center was very low (34.5%). In 44% of cases the answer was delivered in 24
hours. Of the users surveyed, 89.5% reported receiving response time, 88% thought it
was clear, objective and 85% that the information was complete. The 99.2% of patients
declared its intention to use the DIC service. The authors conclude that the CEBRIM
served its purpose of providing drug information in an objective, timely and updated
manner. It could be considered that the center plays an important role in promoting
rational druguse and is a useful tool for health professionals in the care of patients [13].

Since 2011 the Latin America and the Caribbean DIC Network (REDCIMLAC
for its acronym in Spanish) has been formed, as an initiative of the Drug Utilization
Research Group-LA and with support from PAHO/WHO to link the DIC in Latin
America and the Caribbean, respecting their autonomy (web page: http://web2.red-
cimlac.org/) [14]. This network consists of 19 countries and 29 information centers.
These centers were created and in some cases supported by PAHO / WHO so they all

retain the basic guidelines of this organization white paper [14].
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In figure 2 the creation of the DICs included in this review is summarized by year.

1960 # 1962 # 1980 - 1981

e Ist DICin e Ist DICin e Ist DIC in e Ist DIC in
United the USA Singapore Venezuela
Kingdom

- 1992 - 1997 - 2011

e Brazilian e 1st DIC in ¢ REDCIMLAC
Center for India was created
Drug
information

was created

Figure 2. DIC creation timeline.

Although it was not possible to compare the same variables for all DIC it could be
observed that they did not limit solely to answer consultations but they also participate
in different activities, in some cases in education-related activities, in other cases in the
productions of bulletins, participation in pharmacy and therapeutics committees, and
other activities. It was also observed that most belong to hospitals or pharmacy schools.

With respect to financing, it was found that the economic resources come from inde-
pendent sources like hospitals, government, universities, and the charging of fees for
consultation; only one DIC study in the US reported that 4% of DIC receives eco-
nomic resources from the pharmaceutical industry.

It is concluded that the concept and functions of the DIC are constant over time and

across countries. As expected, an increase in the number of countries with an estab-
lished CIM is evident worldwide.
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SUMMARY

The thermodynamic properties of the 3-chloro-N-phenyl-phthalimide in acetone
+ methanol cosolvent mixtures were obtained from solubility data report in litera-
ture. The solubility was higher in near acetone and lower in pure methanol at all
temperatures studied. A non-linear plot of A, H° vs. A,;,G° shows a negative slope
from pure acetone up to x; = 0.691. Beyond this composition, a variable positive
slope is obtained with the exception of mixtures with x; = 0.121, x, = 0.272 and
x; = 0.356 which is a not common trend in these systems. The preferential solvation
of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide by the components of the solvents was estimated
by means of the inverse Kirkwood—Buff integral method, showing the 3-chloro-N-
phenyl-phthalimide is preferential solvated by methanol in more polar mixtures and

by acetone in less polar ones.

Keywords: 3-Chloro-N-phenylphthalimide, solubility, solution thermodynamics,

activity coefhicients, preferential solvation.
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RESUMEN

Termodindmica de soluciones y solvatacion preferencial de
3-cloro-N-fenil-ftalimida en mezclas acetona + metanol

Las propiedades termodindmicas de 3-cloro-N-fenil-ftalimida en mezclas cosol-
ventes acetona + metanol fueron obtenidas a partir de los datos de solubilidad
reportados en la literatura. La mayor solubilidad se presentd en acetona y la menor
en metanol puro en todas las temperaturas estudiadas. La grafica A, ;,H° vs. A1, G°
presenta una tendencia no lineal, con una pendiente negativa desde la acetona
pura hasta x, = 0,691 a partir de esta composicion hasta el metanol puro se obtiene
una pendiente positiva variable con la excepcion de las mezclas con x, = 0,121, x,
= 0,272 y x; = 0,356, la cual es una tendencia poco comun en estos sistemas. La
solvatacién preferencial de 3-cloro-N-fenil-fralimida por cada uno de los solventes
de la mezcla se estimd por medio del método de las integrales inversas de Kirkwood-
Buff mostrando que la 3-cloro-N-fenil-fralimida se solvata preferencialmente por

metanol en las mezclas mds polares y por acetona en las menos polares.

Palabras clave: 3-cloro-N-fenil-fralimida, solubilidad, termodinimica de soluciones,

coeficiente de actividad, solvatacién preferencial.

INTRODUCTION

Cl o
J

{

Figure 1. Molecular structure of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide.

3-chloro-N-phenyl-phthalimide (Fig. 1) (Synonyms: 4-chloro-2-phenyl-isoindoline-
1,3-dione; 4-Chloro-2 phenyl-isoindolin-1,3-dion; 3-Chloro-N-phenyl-phthalimid;
4-chloro-2-phenyl-isoindole-1,3-dione; 3-chloro-N-phenyl-phthalimide) is an inter-
esting compound because of its use in the synthesis of 3,3 '-bis(N-phenylphthalimide)
and 2,2°,3,3 "-diphenylthioether dianhydride, which are monomers for the prepara-
tion of polyimide, and those synthetic routes require a high purity 3-chloro-N-phenyl-
phthalimide [1].
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Knowledge of thermodynamic properties and preferential solvation is important in
order to optimize synthesis processes like aforementioned [2]. For this reason, the pur-
pose of this study is to evaluate the effect of the co-solvent composition on solubility,
solution thermodynamics and preferential solvation of 3-chloro-N-phenyl-phthalim-
ide in binary mixtures of acetone and methanol. The temperature dependence of the
solubility allows a thermodynamic analysis that permits insight into the molecular
mechanisms involved in the solution processes. The other hand, the estimate of the
preferential solvation of the solute by the components of the solvent mixture, it is per-

formed by the application of the inverse Kirkwood-Buff integral (IKBI) method [3-5].

THEORETICAL
Ideal solubility
The ideal solubility as a function of temperature can be calculated by using the follow-
ing equation:
a_ AJHT, -T) [AC (T, -T
lnx;d — fus ( fus ) p ( fus ) + ln l (1)’
RT;HST R T qu

here xi' is the ideal solubility of the solute as mole fraction, Ay, H is the molar enthalpy
of fusion of the pure solute (at the melting point), T}, is the absolute melting point, 77
is the absolute solution temperature, R is the gas constant (8.314J mol ' K'!), and AC,
is the difference between the molar heat capacity of the crystalline form and the molar
heat capacity of the hypothetical super-cooled liquid form, both at the solution tem-
perature [6]. Since AC, cannot be easy experimentally determined it is usual assuming
that it may be approximated to the entropy of fusion, A, S [7].

Activity coeflicients

The activity coefficients 9;, were calculated as x5'/x; where x; is the experimental solu-
bility. From 7; values a rough estimate of solute-solvent intermolecular interactions can
be made by considering the following expression [8]:

Vo,
3!
o7 (3)

an3 = (e, +ey _2313)

where ¢, €53 and ¢;; represent the solvent-solvent, solute-solute and solvent-solute
interaction energies, respectively, the first two terms are unfavorable for solubility and
the third term favors the solution process; /5 is the molar volume of the super-cooled
liquid solute and ¢, is the volume fraction of the solvent. As reported in the literature,
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for relatively low solubilities x3, the term 75¢,%/RT may be considered constant; thus,
y; depends mainly on ¢, e3; and e;; [9]. The contribution of the e;; term could be con-
sidered as constant in all mixtures [10].

Thermodynamic functions of solution
Apparent standard enthalpy change of solution is obtained from the Eq. (4) by using
the mean harmonic temperature (7),,) [calculated as: 7, =7/ Z(l /T) ], where n is

i=1

the number of temperatures studied [4].

A H°
—_ soln 4
— (4)

dlnx,
1/T—1/T,,)

P

The apparent standard Gibbs energy change for the solution process (A,,G°), consid-
ering the approach proposed by Krug ez a/. [11], is calculated at 7},, by means of:

A, G°=—RxT,, Xintercept (5),
where the intercept is obtained from the treatment of In x; as a function of 1/7 -
1/ T, Finally, the standard apparent entropy change for solution process (A,,,S°) is
obtained from the respective A, H° and A,,,G° values at 7, by using:

SO — (AsolnHo - AsolnGo)

soln
1,

(6),

the relative contributions by enthalpy () and entropy ({;5) toward the solution proc-
ess are given by equations 7 and 8 [12-13].

I .
T A HHITA,,S

C = |TAsolnSO| (8)
. |AsolnHO| + TAsolnSO|
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Preferential solvation

The KBIs are given by the following expressions:
Gy = j;m(gl,s —1)dmr’dr (9),

here g, ; is the pair correlation function for molecules of solvent 1 in the 1 + 2 mixtures
around the solute 3, r is the distance between the centers of molecules 3 and 1, and 7,
is a correlation distance for which g;(» > 7,,)=1. Thus, for all distances » > 7,,, up to
infinite, the value of the integral is essentially zero. So, the results are expressed in terms
of the preferential solvation parameter, 8x, 3, for the solute 3 by the component solvents

land 2[5, 14].
6x1,3 = le,3 —Xx = _6x2,3 (10)

Where x, is the mole fraction of 1 in the bulk solvent mixture and x| ; is the differ-
ence between the local mole fraction of 1 in the near environment of the solute. If
dx,3> 0 then 3 is preferentially solvated by 1, else by 2, within the correlation volume
Vo = (41/3)r.,>, and the bulk mole fraction of 1, x,. Values of dx;, ; are obtainable from
those of G 3, and these, in turn from thermodynamic data for the solvent mixture with
the solute in it as shown below [6, 15].

Algebraic manipulation of expressions presented by Newman [16] leads to expressions
for the Kirkwood-Buff integrals (in cm® mol") for the individual solvent components
1 and 2 in terms of thermodynamic quantities [3, 6-7]:

x,V,D

G,,=RTK, —V,+ (11)

V.D
G,y = RT¥, ~V, +xl7‘ (12)

Where k; is the isothermal compressibility of the solvent mixtures 142 (in GPa),
V', and V, are the partial molar solvent volumes in the mixture, and Vj is the standard
partial molar volume of solute in this mixture (in cm® mol”). The function D is the
derivative of the standard molar transfer Gibbs energies of 3 with respect to the solvent
composition and the function Q involves the second derivative of the excess molar
Gibbs energy of mixing of the two solvents, G*, ,, with respect to the solvent composi-

tion (in kJ mol™}, asis RT)[17]:
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D= aAtrG(03,24>1+2)

; (13)
X
2 ~E
Q =RT +xx, 1;2 (14)
2 T,p

Because of the dependence of k. 0n composition this term is not known for all the
systems investigated. Moreover, due to the small contribution of R k. to the IKBI,
the dependence of %1 on composition will be approximated by [18-19]:

_ 0 13
Ky =xKp, +%,K7, (15),
where x; is the volume fraction of component 7 in solution and &, is the isothermal
compressibility of the pure component 7.

Ben-Naim [20] showed that the preferential solvation parameter can be calculated
from the Kirkwood-Buff integrals as follows:

X%, <G1,3 - Gz,3 )
x1G1,3 +x,G,,+7,

cor

(16)

Ox, 5 =

The correlation volume, V7, is obtained by means of the following expression pro-
posed by Marcus [21]:

V., =25225

cor

3
r +0.1363(xL 1, + x4 1) —o.oss} (17)

Where 7, is the radius of the solute (in nm), calculated as

10*'7,
73:33X—3 (18)
47N ,

However, the correlation volume requires iteration, because it depends on the local
mole fractions [14].
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RESULTS AND DISCUSSION

The solubility of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide (3) in acetone (1) + methanol (2)

mixtures (Fig. 2) was taken from the literature [1].

120 1
#
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L g 2 o °
o L <
22 40 [ : A : o
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o L o = A 0
{:‘) 20 N
0 ) —
19 21 23 25 27 29

0, (MPa*)
Figure 2. Experimental molar solubility of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide in ace-
tone + methanol mixtures at different temperatures; (m = 288.15 K; 0 = 293.15 K;
A =298.15 K; A =303.15 K; ¢ = 308.15; ¢ = 313.15 K; @ = 318.15 K; and
o =323.15 K). Data taken from Xie ez al. [1].

The solubility increases with temperature in all cases indicating that the dissolution
process is endothermic. The highest solubility of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide
expressed as a mole fraction were obtained in near acetone at 7' = 323.15 K, whereas
the lowest values were found in pure methanol (2) at 288.15 K (Fig. 2).

Table 1 shows the ideal solubilities expressed as a mole fraction of the solutes (x;“) cal-
culated by using Eq. (1) with the temperature and heat of fusion of 3-chloro-N-phenyl-
phthalimide taken from literature, i.e. 7, =466.05 K and A, - = 29.14 k] mol™' [22].

On the other hand, Fig. 2 shows the solubility profiles as a function of the polarity of
the mixtures, expressed by their solubility parameters (3,,;,). For a binary mixture 8,
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is calculated from the solubility parameters of the pure solvents (3, = 19.6 MPa'?>and
3, = 29.78 MPa'"2 [23]).

The solubility parameter of solute, estimated according to the groups contribution
method proposed by Fedors [24], is d; = 27.08 MPa"/? (Table 2), which is higher than
the experimental value obtained (J; < 27.08 MPa'’?). This indicates that the actual
polarity of solute is lower than the expected from the additive contribution of its
groups, which is lower than the experimental value [25].

Table 1. 3-chloro-N-phenyl-phthalimide activity coeflicients as natural logarithms (In y;) in ethanol

(1) + water (2) cosolvent mixtures at several temperatures.

Temperatures (K)

mix

288.15 | 293.15 | 298.15 | 303.15 | 308.15 | 313.15 | 318.15 | 323.15

29.70 0.601 0.458 0.333 0.247 0.156 0.051 | -0.040 | -0.157

29.12 0.143 0.024 | -0.066 | —-0.121 | -0.174 | -0.249 | -0.329 | -0.388

28.49 -0.396 | -0.466 | -0.520 | -0.543 | -0.579 | -0.642 | -0.719 | -0.802

27.77 -0.731 | -0.847 | -0.926 | -0.982 | -1.017 | -1.067 | -1.117 | -1.183

26.98 -1.116 | -1.188 | -1.272 | -1.342 | -1.383 | -1.430 | -1.472 | -1.541

26.12 -1555 | -1.609 | -1.644 | -1.673 | -1.700 | -1.724 | -1.747 | -1.832

25.15 -1.800 | -1.847 | -1.900 | -1.910 | -1.943 | -1.979 | -2.035 | -2.100

24.05 -2.002 | -2.048 | -2.089 | -2.103 | -2.130 | -2.156 | -2.179 | -2.234

22.79 -2.172 | -2.221 | -2.256 | -2.274 | -2.279 | -2.293 | -2.329 | -2.365

21.36 -2257 | -2.334 | -2.396 | -2.437 | -2.452 | -2.465 | -2.500 | -2.555

19.70 -2.405 | -2.460 | -2.513 | -2.550 | -2.595 | -2.659 | -2.709 | -2.749

Ideal 2.69 3.06 3.48 3.94 4.45 5.03 5.66 6.37
solubility | x10* | x10* | x10™% | x10™ | x10™ | x10™* | x10™* x10~
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The activity coefficients of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide expressed as natural loga-
rithms are also shown in Table 1. These values were calculated from experimental solu-
bility was taken from Xie ez a/. (2016) [1]) and ideal solubility data (table 1). In the
vast majority of cases, 5 values were lower than unit (negative logarithmic values) due
to the experimental solubilities are greater than the ideal ones in those cosolvent sys-
tems (acetone-rich mixtures).

As a qualitative approach, the following analysis could be made based on the energetic
quantities and magnitudes described in the Eq. (2): The term el1 is highest in neat
methanol and methanol-rich mixtures having larger y; values (0.855-1.825) which
implies higher ¢, and lower e,; values. On the other hand, in intermediate composi-
tion mixtures and acetone-rich mixtures (having y; values <1), the ¢;, values are rel-
atively low but the e;; values could not to be so high. Accordingly, the solvation of
3-chloro-N-phenyl-phthalimide could be just a little higher in acetone-rich mixtures.

Table 2. Application of the Fedors’ method to estimate internal energy, molar volume, and Hilde-

brand solubility parameter of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide (3).

Group Group number V (cm® mol™!) U (kJ mol™)
>N- 1 1x-9.0 1x42
>C=0 2 2x10.8 2x 174
-Cl 1 1 x24.0 1 x11.55
Phenyl 1 1x71.4 1x31.9
Phenyl (trisubtitute) 1 1x334 1x31.9
Ring closure 1 1 x 16.00 1 x1.05
Total 157.4 115.4
Solubility parameter | (115400/157.4)"> 27.08 MPa'?

Thermodynamic functions of solution

From the solubility data, the thermodynamic functions in solution are calculated
(Table 3). Over the range of temperatures studied (288.15 to 323.15 K) the heat capac-
ity change of solution may be assumed to be constant, hence A, H° should be valid for
the mean harmonic temperature, 7),, = 305.27 K.
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Table 3. Apparent thermodynamic functions relative to solution process of 3-chloro-N-phenyl-

phthalimide in acetone + methanol cosolvent mixtures at 305.27 K.

x° A G° AgiH® AcornS® TA WS Cu Crs
(kJ mol™) (kJ mol™) (J mol ' K1) (kJ mol™)
0.000 20.3 34.9 48.0 14.6 0.704 0.296
0.058 19.4 30.1 35.1 10.7 0.738 0.262
0.121 18.3 27.1 29.0 8.8 0.754 0.246
0.193 17.2 28.0 35.2 10.7 0.723 0.277
0.272 16.3 28.0 38.2 11.6 0.706 0.294
0.358 15.5 24.2 28.5 8.7 0.735 0.265
0.455 14.8 25.0 33.4 10.2 0.711 0.289
0.565 14.4 23.4 29.7 9.1 0.721 0.279
0.691 14.0 22.6 28.4 8.7 0.723 0.277
0.834 13.6 24.6 36.1 11.0 0.691 0.309
1.000 13.2 26.7 44.2 13.5 0.664 0.336

a . . . .
X1 is the molar fraction of acetone in the cosolvent mixture free of solute.

The standard Gibbs free energy of solution is positive in all cases as is the enthalpy of
solution; therefore the process is always endothermic. Figure 3 shows the change of
enthalpy versus the mole fraction of acetone. The decreasing enthalpy between pure
methanol up to the mixture with x; = 0.121 indicates that solubility is favored for
enthalpy in these mixtures. Besides, from the mixture with x, = 0.121 up to the mixture
with x; = 0.565 the enthalpy of solution tends to increase and then decrease, for this
reason it is not possible to identify the thermodynamics properties driving the solution
process. Finally, between the mixture x, = 0.691 and the pure acetone, the enthalpy
increases.

The main contributor to the (positive) standard molar Gibbs energy of solution of
3-chloro-N-phenyl-phthalimide, in all cases, is the (positive) enthalpy ({y > 0.754).
The experimental data of thermodynamic functions of solution are collected in Fig.
4. The regions where (A H° > TA,S° > 0) = sector I; corresponds to enthalpy deter-
mined processes [4, 26-27], which is proposed by the equations 7 and 8.
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Figure 3. Enthalpy of solution of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide in acetone (1) + methanol (2)
mixtures at 305.27 K. The dotted lines not consider the mixture with 0.193, 0.272 and 0.455 mole
factions.

5 10 15
25 .
Il 7
23 lentropy determined 7
21
L 1 20
19 :
T 17
E L . L
= 15 . //, - _~*Methanol
%) _~Acetonee L7 e
= ’ T e0272 L
~ 11 f P 00.834 {
,/’/ 0.565 (9’(5455 .019%/.’0,058
o 706910 ~€0358 °0.121"
5 L~ i o ) .,"/ . enthalpy determined |
15 20 25 30 35 40
A, H(kJ/mol)

Figure 4. Relationship between the enthalpic and entropic terms of solution of 3-chloro-N-phenyl-
phthalimide in acetone (1) + methanol (2) mixtures at 305.27 K. The isoenergetic curves of A, G°
function are marked by dotted lines.
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Thermodynamic functions of transfer

In order to verify the effect of co-solvent composition on the thermodynamic function
driving the solution process, Fig. 5 collects the thermodynamic functions of transfer
of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide (3) from the more polar solvents to the less polar
ones. These new functions were calculated as the differences between the thermody-
namic quantities of solution obtained in the less polar mixtures and the more polar
ones, by means of:
o __ o o

AtrF - Asoln EESS POlar - Asﬂln Fmore Polﬂr (19)
Where A,,,F*° represents the thermodynamic functions (A,,G% A, H° or A,S°).

This procedure is the same followed previously in other studies reported by Holguin ez
al. and Delgado ez al. [28-29].
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Figure 5. Relationship between the enthalpy and entropic terms of transfer functions of 3-chloro-
N-phenyl-phthalimide from more polar solvents to less polar solvents at 305.27 K. The isoenergetic

curves of A,G° function are marked by dotted lines.

Theregionswhere(A H°> TA,S°>0) =sector [; (A H° <0; T, AS°>0; | A H° | >| T,AS°|)
= sector IV and (A H° < 0; TAS° < 05 |AH°| > |TA,S°|) = sector V corresponds to
enthalpy determined processes. The regions of the diagram where (7A,8° > A H° > 0)
= sector II correspond to entropy determined processes [4, 26-27]. A schematic
depiction of these relationships is given in figure 5.
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So, the process of transfer in acetone-rich mixtures may indicate that the 3-chloro-N-
phenyl-phthalimide molecule interacts more strongly with the acetone, however in all
cases, the behavior is very random.

Enthalpy-entropy compensation of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide

There are several reports in the literature that have demonstrated enthalpy-entropy
compensation effects for the solubility of drugs in aqueous co-solvent mixtures. This
analysis has been used in order to identify the mechanism of the co-solvent action.
Weighted graphs of A, /4° as a function of A, G° at the mean temperature allow such
an analysis [30-31].

Figure 6 shows that 3-chloro-N-phenyl-phthalimide (3) in the acetone (1) + methanol
(2) solvent system presents a non-linear behavior of A, H° vs. A,,,G° with a variable
negative slope from pure acetone up to x, = 0.691. Beyond this composition a variable
positive slope is obtained with exception of mixtures with x; = 0.12, x; = 0.272 and
x; = 0.36, showing a non-common trend in these systems. Accordingly, the driving
mechanism for solubility is the entropy in the former case, whereas in the latter case the
driving mechanism is the enthalpy, probably due to better solvation of the 3-chloro-N-
phenyl-phthalimide by acetone molecules.
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= 30|
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Figure 6. A, H° vs. A, G° enthalpy-entropy compensation plot for solubility of 3-chloro-N-phe-
nyl-phthalimide in acetone + methanol cosolvent mixtures at 305.27 K. The dotted lines represent

abehavior without considering the mixtures with 0.193, 0.272 and 0.455 mole fractions of acetone.
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Preferential solvation

Standard molar Gibbs energy of transfer of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide from neat
methanol to acetone + methanol mixtures is calculated and correlated to a third grade
polynomial from the drug solubility data by using equation (13). Figure 7 shows the
Gibbs energy of transfer behavior at 323.15 K.

A,Gry 1 =RTIn h]=0.217—19,3o7x1+2o.778xf—8.6271x3 (20)
x3,1+2
0 4
SE
2 0r -
= 4 )
< O )
iy AR RS ACTN
-_---. --------
7ok -
-8

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 09 1.0

Xy

Figure 7. Gibbs energy of transfer of 3-chloro-N-phenyl-phthalimide from neat methanol to ac-

etone + methanol co-solvent mixtures at 323.15 K.

Thus, D values are calculated from the first derivative of polynomial models (Eq. 20)
solved according to the co-solvent mixtures composition. This procedure was done
varying by 0.05 in mole fraction of methanol but in the following tables the respective
values are reported varying only by 0.10.

oA G
%] = —19.307 +41.556x, —25.881x] (21)
x2 T

In order to calculate the Q values the excess molar Gibbs energies of mixing GIE;[ at

323.15 Kwere used as is reported by Marcus [18], the isothermal compressibility (k) is
given,asagoodapproximation, by thelinearexpression:x, K tXK,, (k,;,=1,324GPa’l;
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(k,,=1.248 GPa™) [21] and the partial molar volumes can be replaced by the molar
volumes of the pure substances [32-34].

Gl =xx,(1725—37(1—2x,)) (22)

The application of the IKBI method with the gyration radius » = 0.397 nm leads to
the preferential solvation parameter, dx,; for acetone around 3-chloro-N-phenyl-
phthalimide which is shown in Fig. 8 at 323.15 K. The values of dx, ; vary non-linearly
with the proportion of acetone in the alcoholic mixtures (figure 8). The addition of
acetone to methanol causes a negative change in dx, ; from pure methanol up to the
0.35 in molar fraction of acetone reaching minimum values near to — 0.018 at 0.15 in
molar fraction of acetone at 323.15 K. In this composition, methanol is preferred over

acetone around the 3-chloro-N-phenyl-phthalimide.

The local mole fractions of methanol are greater than those of acetone from pure meth-
anol up to 0.35 mole fractions of acetone and minors beyond this up to pure acetone.
From the preferential solvation results, it may be conjectured that, in intermediate
compositions and in acetone-rich mixtures, 3-chloro-N-phenyl-phthalimide is acting
as a Lewis base with acetone molecules because it is more acid than methanol (the
Kamlet-Taft hydrogen bond acceptor parameters are § = 0.66 for methanol and 0.507
for acetone [35]).
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Figure 8. dx, ; values 3-chloro-N-phenyl-phthalimide in acetone + methanol co-solvent mixtures at
323.15K.
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CONCLUSIONS

From this work it can be concluded that the solution process of 3-chloro-N-phenyl-
phthalimide (3) in acetone (1) + methanol (2) mixtures is endothermic. A nonlinear
enthalpy—entropy compensation was found for this solute in this solvent system. In
this context, entropy-driving was found for the solution process in rich-acetone mix-
tures, whereas, for mixtures methanol-rich enthalpy-driving was found. On the other
hand, 3-chloro-N-phenyl-phthalimide is preferentially solvated for methanol in mix-
tures more polar and preferentially solvated for acetone in minus polar ones.
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RESUMEN

El interés por los productos naturales como fuente de agentes antimicrobianos ha
ido en aumento. Estudios previos han demostrado que extractos de plantas pueden
inhibir la proliferacién bacteriana en la cavidad oral. El objetivo de este estudio fue
determinar la susceptibilidad 7 vitro de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
frente al aceite esencial de Rosmarinus officinalis. Para la evaluacion de la actividad
antimicrobiana del aceite esencial se utilizé el método cuantitativo de dilucién en
agar, descrito por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para bacterias
anaerobias. El aceite esencial de R. officinalis demostrd una concentracion minima
inhibitoria (CMI) contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 de 1000 pg/ml.
Estos resultados sugieren que el aceite esencial podria ser util como un agente anti-

bacteriano en preparaciones de uso oral.

Palabras clave: Rosmarinus officinalis, aceite esencial, Porphyromonas gingivalis.
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SUMMARY

Effect of essential oil of Rosmarinus officinalis on Porphyromonas
gingivalis cultivated in vitro

The interest in natural products as a source of antimicrobial agents has been
increasing. Previous studies have shown that plant extract may inhibit bacterial
growth in the oral cavity. The aim of this study was to determine the in vitro suscep-
tibility of Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 against the essential oil of Rosma-
rinus officinalis. To evaluate the antimicrobial activity of the essential oil, quantitative
agar dilution method described by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) for anacrobic bacteria was used. The essential oil of R. officinalis showed a
minimum inhibitory concentration (MIC) of 1000 pg/ml against Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277. These results suggest that essential oil of R. officinalis may

be useful as an antibacterial agent in oral preparations.

Keywords: Rosmarinus officinalis, essential oil, Porphyromonas gingivalis.

INTRODUCCION

La enfermedad periodontal comprende un grupo de patologias causadas por la acumu-
lacién de bacterias, que pueden llegar a comprometer los tejidos que rodean el diente.
Existen factores de riesgo que incrementan la enfermedad periodontal como: diabetes
mellitus, enfermedades cardiovasculares, embarazo, poca higiene oral y el estrés [1].

Se estima que la diversidad microbiana de la cavidad oral comprende cerca de 500
especies [2]. Los microorganismos mds frecuentemente identificados como agentes
patdgenos periodontales incluyen siete especies anaerébicas: Porphyromonas gingiva-
lis, Bacteroides forsythus, Treponema denticola, Prevotella intermedia, Fusobacterium
nucleatum, Eubacterium, y espiroquetas, y tres especies microaerofilicas: Actinobacillus
ctinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, y Eikenella corrodens [3). Se han identifi-
cado tres microorganismos: 1. forsythia, P. gingivalisy T. denticola, como los patdgenos
més fuertemente asociados con la enfermedad periodontal severa, por causar sangrado
y dafo en tejidos [4]. Ademas de la enfermedad periodontal, P. gingivalis ha demos-
trado estar relacionada con otras patologias de alta prevalencia como la artritis reuma-
toidea [5-6] y la aterosclerosis [7].

ratamiento de la enfermedad periodontal puede ser de tipo quirtrgico o no quirtr-
El trat to de la enfermedad dontal puede ser de tipo quirurg q
gico, conforme a la severidad de la patologia. En el segundo caso se opta por un plan de
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limpieza, tratamiento farmacoldgicoconantibidticos (doxiciclina, metronidazol,amoxi-
cilina—clavulanato de potasio, ciprofloxacina, tetraciclinas o azitromicina) [8] y el uso
de enjuagues bucales antisépticos. Los agentes antibacterianos més utilizados en formu-
laciones antisépticas incluyen: triclosan, peréxido de hidrégeno y aceites esenciales [9].

En la actualidad se ha incrementado el interés por los productos naturales como fuente
de agentes antimicrobianos. Estudios anteriores han demostrado el efecto antibacte-
riano de extractos de plantas y aceites esenciales contra bacterias orales, entre los mis
utilizados se encuentra el aceite esencial del ¢ verde (Melaleuca alternifolia), el cual
ha demostrado actividad antibacteriana contra Streptococcus mutans y Porphyromonas
gingivalis, asi como el aceite esencial de Artemisia lavandulaefolia que inhibe especial-
mente, microorganismos anaerobios orales [10]. Una de las plantas mas utilizadas de
forma empirica es el romero (Rosmarinus officinalis), el cual se usa en el tratamiento de
inflamaciones de la boca en forma tdpica y como enjuague bucal para la higiene oral;
este se utiliza en forma de infusion partiendo de las partes aéreas de la planta.

Varios estudios realizados con el aceite esencial del romero han comprobado su efecto
contra microorganismos Gram-negativos, Gram-positivos y microorganismos resisten-
tes. Jiang y colaboradores demostraron la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de R. officinalis sobre tres bacterias Gram-positivas: Staphylococcus epidermidis, Sta-
phylococcus aureus y Bacillus subtilis; tres bacterias Gram-negativas: Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli'y dos hongos: Candida albicans y Aspergillus
niger [11]. Bernardes y colaboradores [12] también demostraron la actividad antibac-
teriana del aceite contra Streptococcus mutans, S. salivarius, S. sobrinus, S. mitis, S. san-
guinis, y Enterococcus faecalis, microorganismos presentes en la cavidad oral.

A pesar de la amplia disponibilidad de antibiéticos de uso clinico, atn es indispen-
sable continuar con la busqueda de nuevos agentes antimicrobianos que permitan el
tratamiento contra microorganismos patégenos resistentes. Ardila y colaboradores
observaron resistencias a amoxicilina, clindamicina y metronidazol de cepas aisladas
de P, gingivalis en pacientes con enfermedad periodontal [13] y Jacinto, al estudiar la
sensibilidad de algunos microorganismos anaerébicos orales encontré que Prevotella
intermedia/nigrescens es resistente a la Penicilina G [14]; ambas especies son de impor-
tancia en la enfermedad periodontal.

En este estudio se analiza la susceptibilidad iz vitro de Porphyromonas gingivalis ATCC
33277 frente al aceite esencial de Rosmarinus officinalis empleando el método cuanti-
tativo de dilucién en agar descrito por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) para bacterias anaerobias.
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METODOLOGIA

Extraccion del aceite

El material vegetal fue recolectado de los cultivos existentes en la Facultad de Agrono-
mia de la Universidad Nacional de Colombia para el proyecto Plantas aromiticas. La
extraccién del aceite esencial de Rosmarinus officinalis se realizé mediante el método de
destilacion por arrastre con vapor a partir de las hojas de la planta.

Caracterizacion fisicoquimica

La determinacién del indice de refraccion se realizé por medio del refractometro de
Abbe AusJENA, la densidad del aceite esencial se obtuvo utilizando un picnémetro
de 5 mlyla determinacién de la rotacién dptica a través de un polarimetro de Laurent.
Todas las mediciones fueron realizadas a 22 °C.

Perfil cromatogrifico

Se realizé el perfil cromatografico del aceite esencial de R. officinalis utilizando cro-
matograffa en capa delgada (CCD) con el fin de identificar qué tipo de compuestos se
encuentran en el aceite. Las placas fueron preparadas usando Silicagel 60 (Merck) como
fase estacionaria. Se utilizaron dos tipos de fase mévil, tolueno-acetato de etilo 93:7
y cloruro de metileno. La muestra se aplic6 a 0,5 cm del solvente en varios puntos de
origen y se utilizaron dos tipos de reveladores: vainillina-dcido sulfurico y anisalde-
hido-4cido sulfurico. Para las placas reveladas con vainillina-dcido sulfurico, se asperjo
sobre la placa vainillina al 1% en etanol (solucién I) seguida inmediatamente de 4cido
sulftirico al 10% en etanol (solucién II). Después de calentar a 110 °C por 5 minutos se
calculd el factor de retencién (Rf) de las manchas reveladas.

El reactivo anisaldehido-4cido sulftrico fue preparado con 0,5 ml de anisaldehido mez-
clado con 10 ml de 4cido acético glacial, seguido por 85 ml de metanol y 5 ml de 4cido
sulftrico concentrado, en ese orden. Las placas que se revelaron con este reactivo fueron
calentadasa 100°C por S minutosdespués de esparcir el reactivosobrelaplaca[15]. Final-
mente, se calculd el factor de retencién (Rf) paralas manchas de las sustancias separadas.

Actividad antimicrobiana
Cepa bacteriana y condiciones de cultivo

La cepa bacteriana usada fue Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, partiendo de un
cultivo en fase exponencial de crecimiento. Se utilizé una concentracién de microor-
ganismos de 10* UFC/ml que corresponde al tubo N.° 0,5 de la escala de Mc. Farland,

adicionando 100 pl del in6culo sin esparcir en el agar Brucella enriquecido. Después de
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10 minutos las cajas se incubaron en un medio anaerébico durante 7 dias a una tempe-
ratura de 36 °C empleando una campana hermética y sobres de AnaeroGen (Oxoid”).

Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La susceptibilidad de Porphyromonas gingivalis se determiné por el método de dilu-
cién en agar descrito por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para
bacterias anaerobias [16]. Se realizaron diluciones de aceite esencial de R. officinalis y
de metronidazol en etanol 96%, en concentraciones de 12,5 pg /ml a 12000 pg/ml de
aceite esencial y de 0,015 pg/ml a 256 pg/ml de metronidazol.

Las diluciones obtenidas fueron inoculadas por triplicado en agar Brucella enriquecido
con 5% de sangre, 0,0005 % de Hemina y 0,00005% de Menadiona. Para la determi-
nacién de la CMI se tuvo en cuenta la dilucién causada por el medio tras agregar el
indculo. Se emplearon controles negativos para descartar posible contaminacién del
medio y se evalud el diluyente como blanco.

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La concentracién minima inhibitoria (CMI) fue determinada después del séptimo dia
de incubacion. Para ello se evalud la concentracidn de aceite esencial y de metronidazol
a la cual no hubo crecimiento aparente del microorganismo en el agar. Una vez deter-
minada la CMI, se realiz6 una resiembra en medio agar Brucella enriquecido tomando
dos concentraciones; una por encimay otra por debajo de la CMI para evaluar el efecto
bacteriostatico o bactericida del aceite esencial de R. officinalis y del metronidazol sobre

P, gingivalis.

Las concentraciones utilizadas para hallar la CMI del metronidazol fueron tomadas de
acuerdo al método para la evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana de bacterias

anaerobias del CLSI [16].
Analisis estadistico

Se utilizé el método de la t-Student para determinar diferencias significativas entre los
promedios extremos de las concentraciones de aceite esencial de romero y metronidazol.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la extraccion del aceite esencial de Rosmarinus officinalis se obtuvo un rendimiento
de 0,67% que se encuentra dentro del rango 0,48 y 1,75% reportado en la literatura
para esta especie por Angioni y colaboradores quienes utilizaron el mismo método de
extraccién [17].
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Tabla 1. Propiedades fisicas del aceite esencial de Rosmarinus officinalis.

Propiedad Valor
Densidad 0,9116 g/ml
Rotacién dptica (+) 10,5°
Indice de refraccién 1,4708

Los resultados de la caracterizacion se encuentran en la tabla 1, donde se observan pro-
piedades fisicoquimicas utiles en la identificacién del aceite esencial de R. officinalis.
Con el fin de detectar que tipo de compuestos se encuentran en el aceite esencial, se rea-
lizé un perfil cromatogréfico utilizando cromatografia en capa delgada (CCD). En la
figura 1 se observan las manchas obtenidas utilizando vainillina-4cido sulfarico como
revelador universal para la deteccién de flavonoides, terpenoides y esteroles [18]; y en
la figura 2 se observan las manchas obtenidas utilizando anisaldehido-4cido sulfurico
como revelador, también util para la deteccién de terpenoides [19].

Figura 1. Perfil cromatogréfico del aceite esencial de R. officinalis.

- Frente solvente
0,95

Inicio

Figura 1. Perfil cromatografico del aceite esencial de R. officinalis. Fase estacionaria:
silicegel 60, fase mévil: tolueno: acetato de etilo (93:7) y revelador: vainillina-4cido
sulfirico. Mancha violeta rosado (Rf = 0,34); mancha rosado (Rf = 0,57); mancha
violeta (Rf = 0,68); mancha violeta intensa (Rf = 0,95).
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Las placas cromatogréficas reveladas muestran manchas violetas relacionadas con la
presencia de terpenoides en el extracto, los cuales se han reportado en la literatura como
los principales componentes del aceite esencial, en especial del tipo monoterpenos. W.
Wang y colaboradores evaluaron la composicién del aceite esencial de R. officinalis
encontrando que entre los 19 compuestos identificados, los principales corresponden
los moterpenos 1,8-cineol, alcanfor, canfeno, @-pineno y S-pineno [20].

En otro estudio realizado por S. Santoyo y colaboradores se identificaron 33 compues-
tos del aceite esencial extraido con fluidos supercriticos de los cuales el 80% del aceite
lo constituian los monoterpenos a-pineno, 1,8-cineol, alcanfor, verbenona y borneol
[21]. Los resultados de las placas cromatogréficas muestran la presencia de terpenoides
alos cuales se le atribuye las manchas violetas indicando la predominancia de este tipo
de compuestos en el aceite esencial [15].

Figura 2. Perfil cromatogréfico del aceite esencial de R. officinalis.

Frente solvente

0,82

0,64

2

0,44

2

0,20

2

Inicio

Figura 2. Perfil cromatografico del aceite esencial de R. officinalis. Fase estacionaria:
silicegel 60, fase mévil cloruro de metileno y revelador anisaldehido-acido sulfurico.
Manchaazul verde (Rf=0,20); manchaazul violeta (Rf = 0,44); manchalila (Rf = 0,64);
mancha violeta intensa (Rf = 0,82).

Adicionalmente, se ha reportado en la literatura la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de R. officinalis del cual gran parte de su actividad se ha atribuido a la presencia
de monoterpenos en su composicion. S. Santoyo y colaboradores evaluaron la actividad

281



Diego M. Bonilla e al.

antimicrobiana del aceite esencial y de estdndares de estos compuestos, encontrando
que todos presentaron actividad antimicrobiana sobre Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Aspergillus nigery Candida albicans,
de los cuales borneol, verbenona y alcanfor presentaron la mayor actividad antimicro-
biana sobre las cepas estudiadas [21].

En el presente estudio se evalta la actividad antimicrobiana del aceite esencial de R.
officinalis sobre Porphyromonas gingivalis, bacteria anaerobia altamente relacionada
con la enfermedad periodontal. Para el desarrollo del estudio se utilizé metronidazol
como control teniendo en cuenta la metodologia para el anélisis de la actividad antimi-
crobiana sobre bacterias anaerobias del CLSI [16]. El metronidazol es un antibiético
nitroimidazol cuya actividad antimicrobiana se debe a que se difunde de manera pasiva
dentro del citoplasma de las bacterias anaerobias donde proteinas de transporte le trans-
fieren electrones al grupo nitro, de esa forma se genera un radical libre nitroso que inte-
ractiia con el ADN de manera irreversible resultando en la inhibicion de la sintesis de
ADN y finalmente, en la muerte de la bacteria [22]. Los resultados de la evaluacién de
la actividad antimicrobiana sobre Porphyromonas gingivalis frente al aceite esencial de
R. officinalis y el metronidazol se muestran en las tablas 2 y 3, respectivamente; donde
se observa que la CMI obtenida para metronidazol y el aceite esencial fue de 0,071
ug/ml y 1000 pg/ml, respectivamente; con un coeficiente de variaciéon de 7% y un
p < 0,0001 que rechaza la hipdtesis nula de que todos los tratamientos eran semejantes.
Los resultados indican que aunque el aceite esencial presenta actividad antimicrobiana,
la CMI es inferior al control. La diferencia entre los resultados se debe a que se estan
evaluando compuestos con posible actividad antimicrobiana, a concentraciones desco-
nocidas y embebidas en la matriz compleja del aceite esencial, frente a un firmaco con
un mecanismo de accién conocido y actividad antimicrobiana ampliamente estudiada.

Aun asi, se han reportado estudios donde se demuestra la actividad antimicrobiana del
aceite esencial de R. officinalis contra microorganismos aerobios y anaerobios [23-25].
Entre los microorganismos estudiados se encuentran Streptococcus mutans, Streptococ-
cus pyogenes [26), Actinobacillus actinomyceetemcomitans, Fusobacterium nucleatum,
Streprococcus sobrinus [27], los cuales también se ha relacionado con la enfermedad
periodontal. Adicionalmente, Takarada y colaboradores en 2004 [27], evaluaron la
actividad del aceite esencial de R. officinalis sobre P. gingivalis utilizando el método de
dilucién en medio liquido para diferentes cepas y encontraron que para P gingivalis, la
CMI del aceite es del 1%.
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Las diferencias en los resultados pueden verse influenciadas por las diferencias en el
disefio experimental, las diferencias propias de las cepas y el perfil quimico del aceite el
cual varfa con la época del afio en la que se recolecta el material vegetal, los fertilizan-
tes utilizados, la posicion geogréfica, el genotipo, el método de extraccién, entre otros
factores que influyen en la expresion de metabolitos secundarios [28]. Finalmente, se
evalud el efecto inhibitorio del diluyente del aceite esencial, alcohol al 96%, tablas 2 y
3 comprobandose que este no tiene ningln efecto inhibitorio sobre P, gingivalis. Los
resultados obtenidos en la evaluacién de la actividad antimicrobiana del aceite esencial
sobre Porphyromonas gingivalis sugieren su utilidad en el tratamiento de la patologia
periodontal en preparaciones orales.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos contribuyen a la caracterizacién quimica y al conocimiento
de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Rosmarinus officinalis contra Por-
phyromonas gingivalis. El perfil cromatogréfico indica la predominancia de compuestos
terpénicos en el aceite esencial. La CMI que se encontré para el extracto frente a Por-
phyromonas gingivalis ATCC 33277 fue de 1000 pg/ml con un efecto bacteriostatico
a la concentracién de 1000 pg/ml y un efecto bactericida a la concentracién de 1200
ug/ml. Para el metronidazol empleado como control se obtuvo una CMI de 0,071 pg/
ml. Al ser éste el primer estudio en Colombia que evaltia la actividad del aceite esencial
de Rosmarinus officinalis sobre Porphyromonas gingivalis se considera que es un aporte
importante en la busqueda de nuevos principios activos que lleven a posteriores estu-
dios en los cuales se evalué la efectividad del aceite esencial sobre la patologia periodon-
total como una alternativa en el tratamiento de la enfermedad asociada a P gingivalis.
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RESUMEN

Objetivos: investigar los biotipos de S. 7utans aislados de ninos con y sin caries dental
y determinar su susceptibilidad antimicrobiana. Mézodos: este estudio observacional
descriptivo incluy6 206 nifos entre los 3 y 5 afios de dos preescolares en Bogot, D.
C., Colombia. Después de su aislamiento en agar Mitis Salivarius Bacitracina, las
cepas S. mutans se identificaron por pruebas bioquimicas y se biotipificaron por el
sistema api-ZYM. En todos los aislamientos se determiné por el método de dilu-
cién en agar la concentracién inhibitoria minima (CIM) de Penicilina, Amoxicilina,
Cefazolina, Eritromicina, Clindamicina, Imipenem, Vancomicina y Teicoplanina.
Resultados: Se encontrd S. mutans en 30 de los 79 nifios sin caries dental (38%) y en
S6delos 127 ninos con caries (44,1%). Los nifnos con caries presentaron un recuento
superior de S. mutans en comparacién con los nifos sin caries (p < 0,05). En total
se identificaron 121 cepas de S. mutans en los 86 nifios: 43 cepas en los 30 nifios sin
caries dental y 78 en los 56 nifios con caries dental. Las 121 cepas fueron agrupadas
en 38 biotipos: 24 en el grupo de caries y 14 en el grupo sin caries. En el grupo de
caries los biotipos mas frecuentes fueron el XV, XI, XII y XVII, respectivamente,
con 26, 12, 11 y 4 cepas y en el grupo sin caries los biotipos més frecuentes fueron

el XXVI, XX y XXXVI, respectivamente, con 14, 8 y 7 cepas. Todos los biotipos

288



Biotipos y susceptibilidad antimicrobiana de S. 72uzans en ninos

fueron altamente sensibles a los antimicrobianos evaluados; el 50 y 90% de las cepas
S. mutans fueron inhibidas, respectivamente, por concentraciones menores a 0,12y
1 pug/ml para todos los antimicrobianos estudiados. Para la penicilina, eritromicina
¢ imipenem se obtuvieron los valores promedios mds bajos de CIMs. Conclusiones:
en la poblacién objeto de estudio se encontré una gran diversidad biotipica, los aisla-
mientos fueron altamente susceptibles a los antimicrobianos evaluados y en cada
grupo de pacientes se identificaron patrones tnicos que podrian indicar una colo-

nizacién especifica.

Palabras clave: Caries dental, Streptococcus mutans, perfil biotipico, susceptibilidad

antimicrobiana.

SUMMARY

Biotypes and antimicrobial susceptibility of S. mutans in children
with and without dental caries

Objectives: The main objective was to investigate the biotypes of S. mutans isolated
from children with and without dental caries and determine its antimicrobial
susceptibility. Methods: this descriptive observational study included 206 children
aged 3 to 5 years of two preschool institutions in Bogota-Colombia. After isolation
on agar Mitis Salivarius Bacitracin, S. zutans strains were identified by biochemical
tests and biotyped by the api-ZYM system. The minimal inhibitory concentrations
(MIGCs) of the S. mutans isolates were evaluated against penicillin, amoxicillin,
cefazolin, erythromycin, clindamycin, imipenem, vancomycin and teicoplanin by an
agar dilution method. Results: S. mutans was found in 30 of the 79 children without
dental caries (38%) and in 56 of the 127 children with caries (44.1%). Children
with cavities had a higher count of S. mutans compared to children without caries
(p < 0.05). A total of 121 strains of S. mutans were identified in 86 children: 43
strains in 30 children with dental caries and 78 in the 56 children with dental caries.
The 121 strains were grouped into 38 biotypes: 24 in the group caries and 14 in the
group without caries. In the group caries the most common biotypes were the XV,
XI, XIT and XVII, respectively, with 26, 12, 11 and 4 strains and the group caries the
most common biotypes were the XX VI, XX and XXXV, respectively, with 14, 8
and 7 strains. All biotypes were highly sensitive to all antimicrobials tested; 50 and
90% of S. mutans strains were inhibited by using concentrations lower than 0.12
and 1 pg/ml, respectively, for all antibiotics studied. The lowest MICs average values
were obtained for penicillin, erythromycin and imipenem. Conclusions: In the study

population a wide variety of biotypes was found, isolates were highly sensitive to
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antimicrobials evaluated and in each clinical group were identified unique patters

that could indicate a specific colonization.

Keywords: Dental caries, Streptococcus mutans, biotypic profile, antimicrobial suscep-
tibility.

INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad infecciosa multifactorial, crénica, localizada,
poseruptiva y transmisible que conlleva a la destruccion del tejido dental duro [1-3].
Streptococcus mutans, un microorganismo acidogénico y acidtrico que normalmente
se encuentra colonizando la cavidad oral, es considerado el principal microorganismo
asociado al desarrollo de caries dental [1-4].

Diferentes hallazgos han mostrado una fuerte correlacién entre el nimero de unidades
formadoras de colonias de S. mutans en la cavidad oral y la prevalencia e incidencia
de caries dental [1, 3-4]. Por otro lado, este microorganismo como resultado de trata-
mientos dentales puede producir bacteriemias, infecciones sistémicas y endocarditis

subagudas [5].

El hecho de reconocer a S. mutans como el microorganismo cariogénico mas impor-
tante en caries dental, ha conducido al disenio de medidas preventivas y de control ten-
dientes a eliminar o reducir su presencia en la cavidad oral [1, 3, 6-8].

La tipificacion de cepas bacterianas permite la identificacion de clones especificos viru-
lentos dentro de una especie bacteriana y el estudio de los clones bacterianos implica-
dos en un evento epidemiolédgico. La tipificacion con el sistema api-ZYM, basado en
la accién enzimdtica de los microorganismos sobre diferentes sustratos, ha sido de gran
valor para tipificar y relacionar cepas S. mutans de diferentes origenes [9-10].

El presente estudio tuvo como objetivo fundamental determinar la diversidad biotipica
de S. mutans en nifios con y sin caries dental y evaluar la susceptibilidad antimicrobiana
mediante la concentracién inhibitoria minima en los aislamientos clinicos.

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo contiene informacién de dos proyectos de investigacion, realiza-
dos en la Universidad Javeriana y que contaron con la aprobacién del Comité de Etica
e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad Javeriana. Los dos
proyectos son: 1). Identificacién de cepas de S. mutans con efectos antagdnicos sobre
S. mutans. ID propuesta 0650, y 2). Descripcién del microcosmos bacteriano ligado a
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placa dental en ninos con y sin caries dental: seguimiento a 3 y 6 meses después de un
proceso de educacién. ID propuesta 5536.

Aislamiento de S. mutans, recuento e identificacién

Poblacion de estudio

Con previo consentimiento informado, firmado por padres o tutores y cumpliendo
con las exigencias bioéticas de toma y manejo de muestras, se incluyeron en el estudio
206 nifios con edades entre los 3 y 5 afos, pertenecientes a dos instituciones educativas
de Bogota de estratos socioecondémicos 2y 3. El diagnéstico clinico y experiencia de
caries, en cada uno de los ninos, se determiné mediante revisién clinica por un solo
investigador, previamente calibrado, quién establecié el indice ceod (dientes cariados,
extraidos y obturados) de acuerdo a los criterios dados por la Organizacién Mundial

dela Salud [11].

En ninguno de los ninos se tomo radiografias. De los 206 nifos, 79 no presentaron
caries dental y los 127 restantes presentaron caries con un indice ceod promedio de
3,1 (rango 2-5). Los 206 nifnos del estudio no presentaron enfermedades infecciosas
sistémicas y no estuvieron en tratamiento antimicrobiano por lo menos en los tltimos
7 dias previos a la toma de la muestra. Las muestras de saliva se tomaron entre las 8 y
10 de la manana, con el previo compromiso de los nifos de no comer en la manana y
de no cepillarse los dientes antes de la toma de muestras. Mediante suave succién con
una pipeta plastica, en cada nifio se tomé una muestra de saliva (0,2-1,0 ml) de forma
espontinea [12], que fue mantenida en hielo hasta ser transportada al laboratorio de
bacteriologia. La recoleccion de todas las muestras de saliva estuvo bajo la supervisiéon y
responsabilidad del mismo investigador que determind la experiencia de caries.

Procesamiento de las muestras

Las muestras de saliva fueron agitadas en vortex durante 15 segundos y serialmente
diluidas (1/10, 1/100 y 1/1000) con tampén fosfato 0,05 M. Con el fin de realizar el
aislamiento selectivo y recuento de S. mutans, 50 pl de las diluciones seriadas se ino-
cularon por duplicado en agar Mitis Salivarius Bacitracina (MSB; Difco Laboratories,
Detroit, MI) y en agar sangre de cordero.

El agar MSB contiene caseina pancredtica digerida, peptona proteosa N. ° 3, peptona
proteosa, dextrosa, sacarosa 20%, fosfato dipotasico, azul tripan, cristal azul, agar, telu-
rito de Chapman y bacitracina 0,2 U/ml. Las cajas de petri con agar MSB y agar sangre
de cordero fueron incubadas anaerébicamente (H,:CO,:N, 10:10:80) durante 2 dfas a
37 °C. Después del crecimiento bacteriano en el agar MSB, colonias con caracteristicas
morfoldgicas de S. mutans fueron contadas y expresadas como unidades formadoras de
colonia (UFC) por ml de saliva no estimulada [13].
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Cinco colonias por muestra con caracteristicas de S. mutans fueron examinadas por
la tincién de Gram, prueba de catalasa y sometidas a las siguientes pruebas bioquimi-
cas: fermentacidn de rafinosa, manitol, melobiosa, trehalosa e inulina; hidrélisis de la
esculina en presencia y ausencia de bilis; ureasa; hidrélisis de la arginina; y resistencia a
la bacitracina. El perfil bioquimico de S. mutans es fermentacion positiva de rafinosa,
manitol, melobiosa, trehalosa e inulina; hidrélisis negativa de la esculina en la presencia
de bilis e hidrolisis positiva de la esculina en ausencia de bilis; ureasa negativa; hidré-
lisis negativa de la arginina; y resistencia a 2 U de bacitracina. En la identificacién de
las cepas también se utilizé el sistema comercial Api 20S (bioMerieux, Marcy-létoile,
France). La prueba Chi cuadrado se utilizd para establecer diferencias en el recuento de
S. mutans en los grupos con y sin caries.

Biotipificacion de las cepas

Latipificacién de todaslas cepas de S. mutans aisladas se realizé utilizando el sistema api-
ZYM (bioMérieux, Marcy- létoile, France) de acuerdo a las instrucciones de los fabri-
cantes. El sistema api-Zym es un micro-método semicuantitativo de investigacién que
permite detectar rapiday simultdéneamente 19 actividades enzimaticas a partir de peque-
fascantidadesdeindculo delabacteria. El sistema constade unatira con 20 micropozos o
ctipulas (1 controly 19 pruebas), cuya base contiene los sustratos enzimaticos y el buffer.

La base permite el contacto entre la enzima del microorganismo y el sustrato general-
mente insoluble. Los sustratos son inoculados con una suspension densa de bacterias
(turbidez 5-6 de McFarland) que rehidrata y ejerce accién enzimatica sobre los sustra-
tos contenidos. Los productos finales generados, durante un periodo de incubacién
de 4 horas, son detectados a través de reacciones coloreadas producidas después de la
adicién de reactivos. La biotipificacion se realizé por duplicado y los biotipos se asig-
naron de acuerdo a la accién ¢jercida por las cepas de S. mutans sobre los 19 sustratos
del sistema [14]. Después de la identificacién y biotipificacion las cepas se preservaron
a —85°C en caldo tripticasa soya con 3% de glicerol hasta el momento de realizar las
técnicas moleculares.

Susceptibilidad antimicrobiana

Enlascepasaisladasprovenientesdeninosconysincariesdentalsedeterminélaconcentra-
cién inhibitoria minima (CIM) frente a Penicilina, Amoxicilina, Cefazolina, Eritromi-
cina, Clindamicina, Imipenem, Vancomicinay Teicoplanina, por el método de dilucién
en agar, en concentraciones entre 0,007 y 32 ug/ ml [9, 15-16]. Los antimicrobianos
Penicilina, Amoxicilina, Cefazolina, Eritromicina, Clindamicina, Vancomicina y Tei-
coplanina fueron obtenidos de Sigma Chemical (St Louis, MO, USA), ¢ imipenem de

Merk (Germany). Con el uso de un replicador se sembraron en el agar Wilkins-Chalgren
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suspensiones de 10° UFC/ml de las cepas a evaluar. Después de 48 horas de incuba-
cién a 37 °C en atmdsfera anaerdbica (H,:CO,:N, 10:10:80), la CIM se determind
como la concentraciéon de antimicrobiano mds baja que inhibe el crecimiento del
organismo evaluado.

REsSULTADOS

Aislamiento e identificacion de S. mutans.

La experiencia de caries dental en los nifios fue de 61,6% (127/206) y S. mutans se
encontré en 30 de los 79 nifios sin caries dental (frecuencia de 38 %) y en 56 de los 127
nifios con caries dental (frecuencia de 44,1 %) (ver tabla 1). En total se identificaron
121 cepas de S. mutans en los 86 ninos (teniendo en cuenta que en algunos ninos se
identificaron més de 1 cepa): 43 cepas en los 30 nifos sin caries dental y 78 cepas en
los 56 nifios con caries dental. El recuento de S. 7mutans en la poblacién en general fue
variado y estuvo desde 10° hasta por arriba de 107 UFC/ml. Los ninos con caries pre-
sentaron un recuento superior de S. 7utans en comparacion con los nifos sin caries y
las diferencias en el recuento fueron estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla 1. Presencia de S. mutans en nifios con y sin caries dental

Numero de nifios
Presencia de S. mutans Total (%)
Con caries Sin caries
Positiva 56 30 86 (42)
Negativa 71 49 120 (58)
Total 127 79 206 (100)

Biotipos de S. mutans.

Los biotipos se asignaron de acuerdo a una previa estandarizacion y teniendo en cuenta
la accién enzimdtica de las cepas sobre los 19 sustratos del sistema Api-ZYM [10]. En
las tablas 2y 3 se presentan los biotipos encontrados en las 121 cepas de S. mutans aisla-
das de nifios con y sin caries. El rango de actividad de estos microorganismos estd refle-
jado en los 38 biotipos encontrados: 24 en el grupo de caries y 14 en el grupo sin caries.
Los dos grupos presentaron en comun los biotipos VIII, XX y XXIV (ver tablas 2 y 3).
En el grupo de caries los biotipos mds frecuentes fueron el XV, XI, XII y XVII,
respectivamente, con 26, 12, 11 y 4 cepas. En el grupo sin caries los biotipos mas
frecuentes fueron el XX VI, XX y XXXVI, respectivamente, con 14, 8 y 7 cepas; los

demis biotipos se presentaron con una frecuencia de 1 cepa.
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Tabla 2. Presencia de los diferentes biotipos caracterizados por el sistema api-ZYM y encontrados en

las 78 cepas S. mutans aisladas en nifios con caries dental.

Identificacion de la cepa* Biotipo*™ Frec(t:/e)n ca
(\]
11C, 15C, 30C1, 136C, 143C1,145C1, 150C, 154C2, 160C,
161C, 163C1, 168C, 175C1, 176C, 183C, 186C, 187C, 192C, XV N=26(33,3%)
194C1, 197C1,200C, 205C, 206C1, 207C, 208C, 220C

10C, 30C, 85C, 154C3, 180C, 182C1, 193C,195C1, 196C, B 0
201C,209C, 214C, Al N=12(154%)

14C, 131C, 161Cl1, 163C, 174C, 175C, 178C, 183Cl1, 193C1, _ o
206C, 209C1 XII N=11(14,1%)
171C I N=1(1,28%)
173C I =1(1,28%)
152C1 11 =1(1,28%)
185C v N=1 (1,28%)
197C2 \% =1(1,28%)
218C1 VI =1(1,28%)
217C1,217C2 VII | N= 2(2 56%)
152C2 VIII =1(1,28%)
140C X =1(1,28%)
190C2 X N=1 (1,28%)
189C XIII =1(1,28%)
101C2,171C1,216C X1V N= 3(3 85%)
154C1,219C XVI N=2 (2,56%)
100C1, 145C, 195C2 XVII N=3(3,85%)
147C1, 147C2, 147C3 XVIII N=3(3,85%)
143C2 XIX | N=I(1,28%)
148C XX =1(1,28%)
101C1 XXI =1(1,28%)
167C XXII =1(1,28%)
190C1 XXIII =1(1,28%)
194C XXIV | N=1(1,28%)

*La designacion de la cepa se hizo de acuerdo al niimero dado al paciente.

**El biotipo se asigné de acuerdo al comportamiento enzimético de la bacteria.
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Tabla 3. Presencia de los diferentes biotipos caracterizados por el sistema api-ZYM y encontrados en

las 43 cepas S. mutans aisladas en ninos sin caries dental.

Identificacién de la cepa* Biotipo** | Frecuencia (%)
B sc st esc ersc esc.sose | V| Nl (200
58C2,58Cl1, 6SC3, 27SC, 43SC, 48SC, 63SC1,, 54SC1, XX N=8 (18,6 %)
11SC1, 30SC1, 365C, 40SC, 41SC1, 49SC, 73SC XXXVI N=7(16,3%)

8SC VIII N=1(2,3%)

65C1 XXIV | N=1(2,3%)

115C2 XXV N=1(2,3%)

258C1 XXVII N=1(2,3%)

235C1 XXVII | N=I(2,3%)

65C2 XXIX | N=1(2,3%)

308C2 XXX N=1(2,3%)

30SC XXXI | N=1(23%)

265C2 XXXII | N=1(2,3%)

34SC XXXII | N=1(2,3%)

165C XXXIV | N=1(2,3%)

158C XXXV | N=1(2,3%)

235C2 XXXVIL | N=1(2,3%)

185C XXXVII | N=1 (2,3%)

*La designacién de la cepa se hizo de acuerdo al niimero dado al paciente.

**El biotipo se asigné de acuerdo al comportamiento enzimdtico de la bacteria.

Diferencias intra-individuo de biotipos en nifios con caries y sin caries

En nifios con caries dental, las cepas aisladas de los pacientes 30 (30C y 30C1), 101
(101C1 y 101C2), 143 (143C1 y 143C2), 145 (145C y 145C1), 152 (152C1 y
152C2), 154 (154C1, 154C2 y 154C3) 161 (161C y 161C1), 163 (163C y 163C1),
171 (171C y 171C1), 175 (175C y 175C1), 183 (183C y 183Cl1), 190 (190C1 y
190C2), 193 (193C y 193C1), 194 (194C y 194C1), 195 (195C1 y 195 C2), 197
(197C1y 197C2),206 (206Cy206C1)y 209 (209C y 209C1) se agruparon en bioti-

pos diferentes lo que permitié obtener diferencias intra-individuo (ver tabla 2).

Sin embargo, las cepas aisladas de los pacientes 147 (147C1, 147C2 y 147C3) y 217
(217C1y 217C2) presentaron los mismos biotipos intra-individuo y en consecuencia
no permitieron establecer diferencias. Por otro lado en nifos sin caries dental, las cepas
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aisladas delos pacientes 6 (6SC,6SC1,65SC2y6SC3),11 (11SC1y11SC2),23 (23SC1
v235C2), 26 (265C1 y 265C2), 30 (30SC, 30SC1, 30SC2), 41 (41SC y 41SC1), 48
(48SCy 48 SC1) y 54 (54SCy 54SC1) se agruparon en biotipos diferentes, sefialando
de igual manera diferencias de clones intra-individuo (ver tabla 3). Sin embargo, las
dos cepas aisladas del paciente 5 (5SC1 y 5SC2) se tipificaron en el mismo biotipo.

Susceptibilidad antimicrobiana

En la tabla 4 se presenta la CIM;,, CIMy,y valores promedios de la CIM para los
121 aislamientos. Todos los 121 aislamientos fueron altamente sensibles a Penicilina,
Amoxicilina, Cefazolina, Eritromicina, Clindamicina, Imipenem, Vancomicina y Tei-
coplanina. E1 50 y 90% de las cepas S. mutans fueron respectivamente, inhibidas, con
todos los antibidticos, por concentraciones menores a 0,12 y 1,0 ug/ml. Los valores
promedios mas bajos de CIMs se obtuvieron para la penicilina, eritromicina e imipe-
nem. En general no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los
biotipos en cuanto a susceptibilidad antimicrobiana.

Tabla 4. Susceptibilidad antimicrobiana (ug/ml) in vitro de 121 aislamientos clinicos de S. mutans

a 8 agentes antimicrobianos

Antibidticos Rango Media CIM50 CIM90
Penicilina 0,015-0,03 0,020 0,030 0,030

Amoxicilina 0,015-0,25 0,11 0,12 0,25
Cefazolina 0,03-1,0 0,15 0,12 0,25

Eritromicina 0,007-0,25 0,15 0,12 0,25

Clindamicina 0,015-0,25 0,16 0,12 0,25
Imipenem 0,007-0,25 0,10 0,12 0,25

Vancomicina 0,015-1,0 0,24 0,25 1,0

Teicoplanina 0,12-1,0 0,35 0,25 1,0

DiscusiON

El establecimiento y posterior multiplicacién de S. mutans en la cavidad oral estd
influenciado por varios factores [5]. La capacidad metabdlica de este microorganismo
para sintetizar glucanos insolubles a partir de la sacarosa presente en la dieta, y producir
acidos que descienden el pH y conducen a la desmineralizacién del diente, tiene gran
importancia en el proceso de iniciacion y desarrollo de la caries dental [5]. El claro reco-
nocimiento de este microorganismo como la principal especie bacteriana implicada
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en la caries dental, ha conducido a la implementacién de medidas de prevencién y con-
trol dirigidas hacia la eliminacién o disminucién de este en la cavidad oral [8].

En diferentes investigaciones se ha mostrado la relacién directa que existe, entre la can-
tidad de S. mutans en cavidad oral con la incidencia y prevalencia de la caries dental
(1,4, 17]. En el presente estudio, ademds de que la frecuencia de S. mutans en los nifios
con caries dental fue superior a la presentada en nifios sin caries dental (44,1% vs 38%),
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) en el recuento en
las dos poblaciones, que sefialan la alta tasa de colonizacién con S. mutans que tienen
los nifios con caries dental.

En el presente estudio no se pudo tener acceso a informacion sobre los diferentes hébi-
tos de higiene que llevaban a cabo los ninos incluidos en el estudio. Existié mucha
dificultad para recoger esta informacién que por otro lado puede ser muy variable e
impedir hacer una correlacién correcta con los biotipos encontrados en los dos gru-
pos clinicos. La indicacién de no cepillarse los dientes y evitar la ingesta de alimentos
antes de la toma de muestra, tuvo como fin normalizar todas las muestras y recuperar
S. mutans en un momento muy oportuno sin alteraciones.

De acuerdo a lo que manifiesta Krzysciak y colaboradores [ 18] muy seguramente tener
informacién y control de los habitos higiénicos que llevan los nifios, permitira enten-
der mejor el papel de los biotipos de S. mutans y su relacién en la patogenicidad en
nifios con y sin caries dental.

La prueba api-ZYM (bioMérieux Marcy-létoile, France) no es la prueba de “oro” para
la caracterizacion biotipica de S. mutans. Existe otra prueba, Sistema STREPTOtest
(Lachema, Pliva) [18] que también se ha utilizado con este fin. La idea de utilizar estos
sistemas es poder determinar algunas diferencias que presenta esta bacteria en su sis-
tema enzimdtico. El sistema api-ZYM [9-10, 19-20] ha permitido obtener diferencias
en el perfil enzimético que conduce a obtener diferentes biotipos que se pueden relacio-
nar con presencia o ausencia de caries.

En cuanto a sensibilidad esta prueba requiere de una concentracién bacteriana > 10.000
UFC/ml, por lo cual es necesario tener esta bacteria aislada en forma abundante en
agar sangre o agar BHI. En cuanto a especificidad, para caracterizar esta bacteria por
el sistema api-ZYM, es necesario que la bacteria S. mutans esté previay correctamente
identificada por pruebas bioquimicas o moleculares. Si no se tiene esta claridad, otras
bacterias podrian tener un perfil biotipico muy parecido a S. mutans que conduciria
a interpretaciones erréneas [9-10]. Es muy importante resaltar en este estudio que el
mayor numero de reacciones enzimaticas positivas dadas en el sistema Api-Zym se pre-
sentaron en un pH 4cido (pH = 5,4), situacion que puede estar relacionada con algunas
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de las caracteristicas especificas de S. mutans, capacidad de producir constantemente
acidos en un pH bajo o 4cido (acidogenicidad) y de tolerar y sobrevivir en medios 4ci-

dos (aciduricidad) [1].

En nifios menores de 6 afos se han identificados los siguientes factores que predispo-
nen el desarrollo de caries dental en la infancia temprana: un alto numero de S. mutans,
presencia de placa dental, inadecuadas practicas de alimentacién, bajo estatus socioeco-
némico y cultural, bajo nivel de educacion de los padres y no disponibilidad de los ser-
vicios de salud [21]. La muestra del presente estudio estuvo conformada por 206 nifios
con edades entre 3 y 5 afios de los estratos socioeconémicos 2y 3.

En los nifios, el estrato socioecondmico 3 prevalecié en un 58%, el grado de escolaridad
de secundaria incompleta en el padre fue de 46% y la unidn libre se present6 en un 52%.
Por otro lado en un 55% los ingresos familiares fueron de hasta un salario minimo y
el 70% de las familias estaban afiliadas al sistema de salud. Estos resultados contrastan
con los informados por Diaz y colaboradores [22] en un estudio realizado en nifios
escolares en Cartagena, en el que se report6 la prevalencia del estrato socioecondémico
2 con un 47%, el grado de escolaridad de secundaria incompleta en el padre de 38%, la
presencia de unidn libre en un 46%, ingresos familiares en un 47% de hasta un salario
minimo vy afiliacién de las familias al sistema de salud en un 66%.

En el estudio de Gémez-Osorno y colaboradores [23] realizado en una poblacién entre
3 a5 afos en una institucion educativa de Medellin, se evidenciaron de igual manera
situaciones sociodemograficas, econdmicas y culturales de inequidad que conducen al
desarrollo de caries dental.

Por otro lado en el presente estudio prevalecieron las lesiones cariosas no cavitadas
y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05) entre los
estados de caries dental y la presencia de biotipos de S. mutans, es decir los biotipos
mds frecuentes de S. mutans en nifios con caries dental (XV, XTI, XIL, XIV, XVIIl y
XVIII) se distribuyeron de igual manera entre los nifios con lesiones no cavitadas y
con indices de caries muy similares.

Enesteestudiosobresaleelaltonimerodebiotiposobtenidos: 24 enelgrupodecariesy 14
enelgruposincaries. Estosperfilesbiotipicos,queindicanunavariadaactividadenzimatica
de S. mutans, permitieron establecer diferencias inter e intra-individuo (ver tablas 2y 3).
En ninos sin caries, las cepas aisladas de los pacientes 6, 11, 23, 26, 30, 41, 48 y 54 al
ubicarse en diferentes grupos permitieron establecer diferencias intra-individuo. Sin
embargo, las dos cepas del paciente 5 se agruparon en el mismo biotipo y no lograron
determinar diferencias intra-individuo.
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En nifios con caries, las cepas aisladas de los pacientes 30, 101, 143, 145, 152, 154, 161,
163,171,175,183,190,193,194,195,197,206y 209 se tipificaron en diferentes grupos
lo que en consecuencia permiti6 establecer diferencias intra-individuo. Sin embargo,
las cepas aisladas de los pacientes 147 y 217 se agruparon en los mismos biotipos y no
permitieron obtener diferencias intra-individuo. Estos hallazgos sefialan la capacidad
discriminatoria del método de tipificacidn, que puede ser de gran valor en estudios
epidemioldgicos de transmisién intra-familiar y en estrategias de prevencién [24].

En otros estudios se han utilizado diferentes métodos de tipificacion para demostrar
la heterogeneidad y variabilidad genética de cepas S. mutans presentes en la cavidad
oral [5, 10, 25-31]. Est4 claramente establecido que se encuentran diferentes tipos de
S. mutans en nifos con caries dental con relacién a los nifios sin caries [25, 26, 32-34].

En este estudio llama la atencién la diferencia encontrada en los biotipos mds frecuen-
tes en los nifios con y sin caries dental. En el grupo de caries los biotipos mds frecuentes
fueron el XV, XIy XII, respectivamente, con 26, 12y 11 cepasy en el grupo sin caries
los biotipos més frecuentes fueron el XXVI, XX y XXXVTI, respectivamente, con 14, 8
y 7 cepas. Muy seguramente la presencia de perfiles inicos encontrados en los nifios con
caries dental respecto alos nifios sin caries dental pueda sugerir una mayor capacidad de
virulencia de las cepas S. mutans. En este sentido en el estudio de Napigoma y colabo-
radores [34] se evalud la relacion entre la diversidad clonal y algunos factores de viru-
lencia de S. mutans aislados de individuos con caries y sin caries dental; los resultados
mostraron 44 diferentes perfiles, con un nimero maximo de 8 perfiles en un individuo.

También hallaron un gran nimero de genotipos de S. mutans con mayor habilidad
para sintetizar glucanos insolubles, uno de los puntos importantes de contribucién
para la génesis y desarrollo de la caries dental. Por otro lado en el estudio de Krzysciak
y colaboradores [18] se habla de la utilidad de la biotipificacién en el reconocimiento
de determinantes patogénicos en S. mutans. También demostraron que la enzima des-
hidrogenasa prefenato del Biotipo I (tipificado con el sistema STREPTOtest) presente
en la mayoria de cepas S. mutans de nifios con caries dental tenia mayor actividad que
la presentada en S. mutans aislados de ninos sin caries dental. Por todo lo anterior y por
la utilidad de la biotipificacién en la discrimacion de cepas S. mutans en nifos con y sin
caries dental, se deben continuar las investigaciones para demostrar las implicaciones y
relaciones de los biotipos con la patogenicidad de S. mutans y su papel en la génesis y
desarrollo de la caries dental.
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La bacteriemia originada desde cavidad oral es comun y en algunas ocasiones produce
endocarditis. S. mutans, por su alta frecuencia en nifios con y sin caries dental y como
resultado de tratamientos dentales puede producir bacteriemia, infecciones sistémicas
y endocarditis subaguda [35]. El adecuado tratamiento de estas infecciones hace nece-
sario conocer la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de S. mutans aisladas de
cavidad oral. Las 121 cepas de S. mutans aisladas en este estudio, sin encontrarse dife-
rencias estadisticamente significativas entre los dos grupos de pacientes, mostraron
alta sensibilidad a los antimicrobianos evaluados, no presentaron resistencia antimi-
crobiana y los patrones obtenidos estin muy de acuerdo con los observados por otros

autores [9, 15-16, 36].

Aunque el tratamiento de caries dental no se hace con antimicrobianos, ya que pueden
llevar a la destruccién inespecifica de muchos microorganismos de la cavidad oral que
conduce a una reinfeccién con S. mutans con posibilidad de regresar a los niveles de
pretratamiento, es importante dejar claro que las cepas S. mutans de origen colom-
biano aisladas en este estudio siguen siendo sensibles y que en el caso de presentarse
infecciones sistémicas o endocarditis producidas por S. mutans se dispone de un buen
numero de antimicrobianos que van a tener alta efectividad sobre este microrganismo.

En conclusién, se encontré lo siguiente: a) en la poblacién de estudio se encontré una
gran diversidad biotipica, b) los aislamientos fueron altamente susceptibles a los anti-
microbianos evaluados, y ¢) en cada grupo de pacientes se identificaron biotipos parti-
culares que podrian indicar una colonizacién especifica.
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RESUMEN

Los cosméticos son productos de venta libre y de uso diario para los consumidores,
quicenes restan importancia a las implicaciones de salud que pueden experimentar
a causa de los mismos. Es necesario monitorear la postcomercializacién de estos
productos, ya que en los afios recientes se han visto asociados a reacciones adversas;
de esta manera nace el concepto de cosmetovigilancia y la necesidad de implementar
sistemnas para llevarla a cabo. Esta revisién sistemdtica encontré un limitado nimero
de publicaciones que informen del estado actual y de las tendencias de la cosmeto-
vigilancia, aunque fue posible definir el concepto e identificar los paises que lo han
desarrollado ¢ implementado, siendo la Unién Europea quien lidera estos aspectos,
contando con la participacién de distribuidores, industrias, profesionales de la salud
y consumidores. La cosmetovigilancia es un campo de la vigilancia sanitaria que se
encuentra aun en desarrollo y por lo tanto, es importante continuar con la indaga-
cién al respecto, hasta lograr un mecanismo de vigilancia eficiente y util tanto para
los paises miembros de la Unién Europea, como para aquellos que atin se encuentran

en vias de desarrollo, como Colombia.

Palabras claves: Cosmetovigilancia, legislacién de cosméticos, seguridad de cosmé-

ticos, sistema de notificacidn.
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SUMMARY

Cosmetovigilance: a scoping study

Cosmetics are free sale products that are used daily by consumers who usually not
concerned about the possible health implications by the use of these products. It
is necessary to perform a post-sale monitoring for these products, since in recent
years they have been associated with adverse reactions. For this reason was built
the cosmetovigilance concept as well as the need to implement a system to perform
this task. This systematic review found a limited number of publications about the
current cosmetovigilance status and tendencies at world level. Nevertheless, it was
possible to define the concept and identify the countries that have developed and
implemented this system. European Union is the leader in this topic, with investiga-
tions, regulations, development and implementation of an harmonized cosmetovi-
gilance system. These activities include the participation of distributors, manufac-
turing industries, health professionals and consumers. Cosmetovigilance is a sanitary
vigilance area that is still under development and therefore it is important to keep on
investigating about this topic until achieve an efficient and useful system, for both

European Union members and developing countries such as Colombia.

Keywords: cosmetovigilance, legislation cosmetics, safety cosmetics, notification

system.

INTRODUCCION

Los productos cosméticos han sido utilizados por el ser humano desde hace muchos
afios, convirtiéndose en una necesidad para su desarrollo social y cultural puesto que
condiciona su imagen ante la sociedad proporcionando caracteristicas de belleza,
higiene, proteccién y limpieza. Dentro de los productos que hacen parte de la rutina
diaria de los individuos, se encuentran por ejemplo, cremas para la piel, jabones, des-
odorantes, etc., que inicialmente fueron elaborados a base de plantas y minerales, pero
el avance de la tecnologia ha contribuido a incorporar en la formulacién de estos pro-
ductos ingredientes de origen sintético. Actualmente, se ha encontrado un aumento
significativo en la poblacién que utiliza productos cosméticos para diferentes propdsi-
tos, especialmente aquellos relacionados con la higiene personal [1].

Es por esto que laindustria cosméticaesunadelas que posee mayor demandaen ventasya
que personas de todas las edades, razas, génerosy clases social hacen uso de sus productos,
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por lo que es importante hacer seguimiento a la seguridad en su uso, ya que el enfoque
global de control est sobre la calidad del producto y no sobre el uso que se les llega a dar.

La vigilancia y control de productos cosméticos ha sido ampliamente divulgada en
muchos paises, de acuerdo con normas para la produccién o fabricacién, venta, alma-
cenamiento, etiquetado, envasado y registros sanitarios. Para estos existen por ejemplo,
las BPMC (Buenas Practicas de Manufactura de Cosméticos), que brindan directri-
ces para garantizar la calidad en su produccién. Hasta ahora, el nimero de reacciones
adversas conocidas con relacién a los cosméticos es muy bajo, probablemente a causa
de la imposibilidad para hacer un diagndstico debido a factores como la no consulta
médica, la prictica difundida de la automedicacién o incluso la subestimacién de
dichas reacciones adversas por parte de los profesionales de la salud [2-10].

Teniendo en cuenta que los productos cosméticos son de uso frecuente, tienen cardcter
deventalibre y su publicidad se da libremente en medios de comunicacidn, es necesario
ampliar la informacién acerca de posibles reacciones adversas que se pueden presentar
asociadas a su uso. En especial porque cada vez son mayores los relatos relacionados con
la aparicién de efectos no deseados asociados al uso de productos cosméticos a pesar de
haber sido fabricados con altos estdndares de calidad [11-14]. Por esta razén, este estu-
dio tiene como objetivo determinar cémo se encuentra el avance de la reglamentacién
y cudles son las tendencias de la cosmetovigilancia a nivel mundial.

METODOLOGIA

Para responder al objetivo del estudio se llevé a cabo una revision sistemadtica de toda
literatura existente hasta el mes septiembre del 2015. Para esto se elaboré un listado
de palabras o asociacion de palabras relacionadas, teniendo en cuenta variaciones de
idioma y sinénimos. Se utilizaron términos Mesh (medical subject headings, National
Library of Medicine’s USA), y operadores booleanos especificos a cada base de datos
consultada. Con el listado establecido se agrego el banco de términos en idioma inglés,
espanol, francés y portugués, de tal manera que las palabras clave fueron: cosmetovi-
gilancia, ley, normativa, legislacion, regulacién, revisién, guia, manual, decreto, resolu-
cidn, control y combinaciones de las mismas, en estos cuatro idiomas. Para la busqueda,
se consultaron bases de datos como Google, ScienceDirect, PubMed, Google Scholar,
Medline, Embase, metabuscador SINAB.

Se realizaron busquedas individuales para cada una de las palabras clave y asociacio-
nes de palabras clave, con ayuda del formato de la herramienta PICO (P: poblacién,
I: intervencién, C: comparacién, O: desenlace), para lo cual se tuvieron en cuenta los
siguientes criterios de inclusion: articulos cientificos, normativas y reglamentaciones,
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manuales y gufas basados en normatividad (resolucién, decreto, ley, reglamento), tesis,
trabajos de grado, notas informativas y documentos en idioma: inglés, espanol, francés
o portugués. Se excluyeron documentos en forma de presentacién (ppt), folletos, notas
informativas que no sean publicadas por una agencia regulatoria, noticias y articulos
cientificos que no se encontraran en revistas indexadas.

Para la seleccion de la literatura se consideré el titulo de cada documento, al leerlo se
detallé su relacién con el objetivo del estudio, si el titulo estaba relacionado, se conti-
nué leyendo el resumen, si estaba relacionado se ley6 en su totalidad el documento. Si
cada una de estas etapas fue aprobada, se establecié que si era pertinente su uso para
desarrollar el estudio.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para llevar a cabo el estudio se seleccionaron 83 documentos, todos ellos con informa-
cién acerca de la cosmetovigilancia en el mundo. La clasificacién de esa documentacién
dependié de la informacién que brindaba. La mayor cantidad de publicaciones (43%)
realizadas alusivas a cosmetovigilancia se encontraron en forma de articulos cientifi-
cos. Por otra parte, se hallaron publicaciones con base a normatividad a nivel mundial
(29%); guias o manuales sobre cosmetovigilancia (8%), fichas de notificacién de efec-

tos no descados (7%), trabajos de grado (8%) y otros (5%).

Uno de los aspectos revisados en las 83 publicaciones fue la identificacién de las defi-
niciones de “cosmético’, “cosmetovigilancia’, “efecto no deseado” y “efecto grave no
deseado” y sus variaciones segun cada pais y su reglamentacién. Cada pais cuenta con
definiciones e interpretaciones referentes a los productos cosméticos en sus respectivas
normativas. En este caso se encontraron las establecidas segtin la Unién Europea, Esta-
dos Unidos de América, Mercosur y CAN (Comunidad Andina de Naciones) de la

cual hace parte Colombia.

Definiciones
Definicion de cosmético

En la tabla 1 se presentan las definiciones de cosmético segun la normatividad vigente
en diferentes paises. Esto con el fin de determinar las diferencias que existen entre las
mismas, a nivel de composicién, funcién que cumple y via de administracién. Para esto,
se realiz6 la comparacién entre las establecidas en la Unidn Europea, Mercosur, Estados

Unidos de Américay CAN.

308



Cosmetovigilancia: un estudio de alcance

De las anteriores definiciones se puede resaltar que no se encuentran las palabras sanar,
tratar, curar o prevenir ningun tipo de enfermedad y por lo cual no se les puede atri-
buir ningtin efecto terapéutico. En cuanto a la via de administracién, se infiere que los
productos destinados a ser ingeridos, inyectados o implantados en el cuerpo humano
no entran en la definicién de cosmética al igual que los productos que contengan ingre-
dientes que ejerzan una accidén farmacoldgica, inmunolédgica o metabdlica [8].

En cada una de las definiciones presentadas en la tabla 1 se encuentra establecido pun-
tualmente cudl es la funcién de los cosméticos, siendo la Unién Europea quien hace
mayor ¢énfasis en cada posible uso: “limpiar, perfumar, modificar aspecto, proteger,
mantener en buen estado o corregir los olores corporales” [15-18]. A pesar de que en
Mercosur y en la CAN se establece practicamente la misma definicion, es en Europa
donde se da originalmente a través de la Directiva de Productos Cosméticos (76/768/

EEC)en 1976 (1, 3,4, 9].

Segun el Reglamento (CE) N.° 1223/2009 del Parlamento Europeo y del Consejo,
para clasificar un producto como cosmético, el producto debe cumplir con la defini-
cién de acuerdo con la funcidn, la presentacién, modo de aplicacion y la composicion.
Con la excepcién de la composicion, los demds criterios son evaluados de acuerdo con
las afirmaciones hechas en la etiqueta. Para ser un cosmético, el fabricante no puede
referirse a tratar, prevenir o aliviar una enfermedad. Un producto que se desvia de la
definicion para cualquiera de estos criterios puede ser considerado “cosmético no com-
patible” y puede ser asignado a otra categoria (por ejemplo, dispositivos médicos, aro-
matizantes o producto de consumo general) cubierto por otros tipos de reglamentos.
Los productos que no se ajusten a una categoria alternativa se convierten en “no clasifi-
cado” o “productos fronterizos” [3, 10, 19]. Es importante enfatizar que para todas las
propuestas de definicién de cosmético, se indica qué tipo de productos deben ser de
uso seguro [7, 20-22].

La definicion de cosmético y también la importancia de su seguridad, en el caso de
la Unién Europea, se establece de acuerdo con la Directiva de Productos Cosméticos
(76/768/EEC) que se ha modificado ya que se han adicionado conceptos complemen-
tarios importantes, por ejemplo, la seguridad del uso y la influencia sobre los consumi-
dores (efectos no deseados), las condiciones de fabricacién y la persona responsable;
esto con el fin de enfatizar en la importancia de la regulacién de la industria cosmé-
tica. Esta directiva (76/768/EEC) fue reemplazada por el Reglamento N.° 1223/2009
desde julio del 2013 [7, 20-22].
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Tabla 1. Definiciones establecidas para el término “Cosmético” segun la Unién Europea, Mercosur,
Estados Unidos de América y Colombia (CAN)

COSMETICO

Unién Europea | Toda sustancia o mezcla destinada a ser puesta en contacto con las partes
superficiales del cuerpo humano (epidermis, sistema piloso y capilar, ufias,
labios y 6rganos genitales externos) o con los dientes y las mucosas bucales,
con el fin exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, modificar su
aspecto, protegerlos, mantenerlos en buen estado o corregir los olores
corporales [15].

Estados Unidos | Articulo pensado para ser frotado, para corregir, rociar, introducir o aplicar
de otra manera en el cuerpo o cualquier parte para limpiar, embellecer,
promover el atractivo o alterar la apariencia, y el articulo destinado a ser
utilizado como un componente de cualquiera de estos articulos, excepto
que dicho término no incluya jabén [16].

Mercosur Preparaciones constituidas de sustancias naturales o sintéticas, de uso
externo en diversas partes del cuerpo humano, piel, sistema capilar, ufas,
labios, érganos genitales externos, dientes y membranas de la cavidad oral,
con ¢l objetivo exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, alterar su
apariencia y/o corregir los olores corporales y/o protegerlos o mantenerlos
en buen estado [17].

Colombia/ CAN | Toda sustancia o mezcla destinada a ser puesta en contacto con las partes
superficiales del cuerpo humano (epidermis, sistema piloso y capilar, ufias,
labios y 6rganos genitales externos) o con los dientes y las mucosas bucales,
con el fin exclusivo o principal de limpiarlos, perfumarlos, modificar su
aspecto, protegerlos, mantenerlos en buen estado o corregir los olores
corporales [18].

También es importante mencionar que ciertos productos considerados en la Unién
Europea como cosméticos han sido clasificados en Estados Unidos, a través de la Food
and Drug Administration (FDA), como medicamentos de venta sin receta médica
(OTC, Over The Counter), que “son medicamentos comercializados para su uso por
el consumidor sin la intervencién de un profesional de la salud con el fin de obtener el
producto” [9]. Un producto se considera un cosmético u OTC en funcién de su uso
previsto y se basa en la percepcién del consumidor. Ejemplos de OTC son tratamientos
topicos para el acné, anticaries y pastas de dientes antiplaca, productos anticaspa, anti-
transpirantes, aclaradores de la piel, productos para la proteccién de la piel agrietada
o las membranas mucosas, los filtros solares (incluyendo todos los productos que ase-
guran un factor de proteccion solar, incluso si este no es su propésito principal). Para
todos estos productos, la FDA ha publicado monografias OTC, que son instrumentos
de regulacion para cada categoria especifica de productos de venta sin receta médica

(4,9,23].
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Definicion de cosmetovigilancia

La definicién de cosmetovigilancia solamente se encontré establecida en la Unién
Europea, como “la actividad de salud publica destinada a la identificacién, cuantifi-
cacién, evaluacién y prevencion de los riesgos asociados a los productos cosméticos,
permitiendo el seguimiento de los posibles efectos no deseados de los cosméticos,
evitar su repeticién o reducir sus consecuencias”. Esto es segtn las directrices para la
comunicacién de efectos graves no deseados (SUE Reporting Guidelines), que fue-
ron demarcadas por la Comisién Europea mediante la cual los estados miembros y la
industria establecieron un sistema de comunicacién armonizada de los efectos graves

no deseados [24-26].

Debido a que los cosméticos deben ser seguros, la industria cosmética debe incluir un
seguimiento posterior a la comercializacién y en el 2005 la Asociacién de Cosmética
Europea (COLIPA) emitié los lineamientos sobre el manejo de los reportes de efectos
no descados (SUE Reporting Guidelines). Esta gufa incluye una recomendacién para
el uso de un método de evaluacion de causalidad especificamente adaptado para los
cosméticos 3, 19, 24-27].

Respecto al CAN, Estados Unidos y Mercosur, en esta revisién no se encontraron
documentos normativos que aportaran a una definicién exacta y establecida de cosme-
tovigilancia.

Definicion de sistema de cosmetovigilancia

Sistema de cosmetovigilancia fue descrito por la Mercosur en el articulo 2 de la Reso-
lucién 19/2005, como un sistema que tiene como objetivo “garantizar la seguridad y
eficacia de los productos de higiene personal, cosméticos y perfumes, facilitar el reporte
por parte del usuario sobre problemas de uso, defectos de calidad o efectos indesea-
bles y asegurar el acceso del consumidor a la informacién” [28, 29]. Con base en esta
resolucién, los paises miembros establecieron normatividades internas sobre cémo
establecer el sistema de cosmetovigilancia. En Brasil, por ejemplo, la Resoluciéon RDC
N.° 332 de Anvisa detalla que cada empresa fabricante o importadora de Productos de
Higiene Personal, Cosméticos y Perfumes, debe mantener el registro y la evaluacién de
los reportes realizados por los usuarios y que cuando la evaluciéon de dichos reportes
sugiera alteaciones a la salud del usuario, la empresa debe notificarlo a Anvisa [30].

Definicion de efecto no deseado y efecto grave no deseado

En la Unién Europea, el establecimiento de exigencias para la implementacién de un
sistema de cosmetovigilancia en el Reglamento N.° 1223/2009, dio lugar a la definicién
de efecto no deseado y efecto grave no deseado por el uso de productos cosméticos.

311



Paola Natalia Cdceres Guevara, Karen Luise Lang, Marcela Aragén Novoa

De esta manera se entiende por efecto no deseado “una reaccién adversa para la salud
humana atribuible a la utilizacién normal o razonablemente previsible de un producto
cosmético’, mientras que un efecto grave no deseado es “un efecto no deseado que pro-
duce una incapacidad funcional temporal o permanente, una discapacidad, una hos-
pitalizacién, anomalias congénitas, riesgo inmediato para la vida o la muerte” [20, 24,
25]. Es importante entender la diferencia, ya que son los ultimos los que producen un
gran impacto sobre la calidad de vida del consumidor y es de vital importancia mencio-
nar el tipo de efecto a la hora de notificarlo al sistema de cosmetovigilancia.

En el caso de efecto grave no deseado, es necesario establecer el significado del término
“grave”, el cual se utiliza para describir el resultado o la actuacién de un suceso en un
paciente. En consecuencia, antes de la notificacién o de la transmision de un efecto
grave no deseado, las personas responsables, los distribuidores y las autoridades com-
petentes deben asegurarse de que cumple este criterio [20, 24, 25, 31]. Es importante
resaltar que el alcance del término “grave no deseado” sigue en discusion y que incluso
ha llevado a la realizacién de talleres como el Summary EC Cosmetovigilance Workshop
(Bélgica, 2012), el cual se centré en lo que puede considerarse como un efecto no
deseado o como un efecto grave no deseado [32-34].

En el caso de Estados Unidos no se encontraron publicaciones que soporten la existen-
cia de un sistema de cosmetovigilancia. Sin embargo, la FDA ha desarrollado el Pro-
grama voluntario de registro de cosméticos (VCRP), que funciona como un sistema
de informes poscomercializacién a disposicion de los fabricantes de cosméticos, enva-
sadores y distribuidores. Estd diseniado para apoyar la aplicacion de la Ley de FD&C,
facilitando la informacién relativa a la fabricacién y composicion de los productos cos-
méticos, asi como los datos relacionados con las reacciones adversas de los consumido-
res. Sin embargo, este programa no es de obligatorio cumplimiento y no hay un sistema
de reporte o notificacién de efectos graves no deseados que conecte profesionales de la
salud, consumidor, industria, distribuidores y autoridades competentes.

Descripcion de la documentacién encontrada

Los documentos que se seleccionaron para el estudio fueron clasificados segtin el tipo de
informacién que contenfan como: “normatividad’, “articulo cientifico’, “fichas de noti-
ficacion”, “gufas o manuales’, “trabajos de grado” y otra categoria que inclufa “varios’, en
donde se encuentran por ejemplo, relatorias y simposios acerca de normatividad.

La mayor cantidad de publicaciones estdn en la categoria de articulos cientificos, repre-
sentando el 43 % de los documentos que fueron base del estudio. Esto se debe a que la
cosmetovigilancia es un término relativamente nuevo y atin se encuentra en etapas de
investigacion, especialmente de aplicacién de la normatividad. Muchos de los articulos
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cientificos encontrados son alusivos a la normatividad existente en Europa sobre cos-
méticos, desde la Directiva de Productos Cosméticos (76/768/CEE) y los principios
de regulacion de este tipo de industria, hasta este Reglamento N.° 1223/2009 que
establece la exigencia de la implementacién de un sistema de cosmetovigilancia en los
paises miembros.

Paises con publicaciones en temas de cosmetovigilancia

En la figura 1, se muestran las publicaciones sobre temas de cosmetovigilancia clasifi-
cadas por paises de origen. En este analisis se incluy6 la Unién Europea el cual a pesar
de no ser un pais propiamente dicho, es una organizacién que emite publicaciones que
cobijan a todos los paises miembros. La Unién Europea estd compuesta por 28 paises
y para el caso de esta revisién se puede observar que 8 de ellos (Suecia, Portugal, Italia,
Irlanda, Holanda, Francia, Espafa y Bélgica) estdn llevando a cabo publicacionesy ade-
lantos sobre cosmetovigilancia [2-10, 19, 22, 27, 33, 35-46]. Parte de las publicaciones
realizadas por estos paises incluyen manuales o guias (8 % de las publicaciones) que
proponen estrategias para la implementacién del Reglamento N. ° 1223/2009 de la
Uni6n Europea [47-54].

Francia
Brasil
UE
Espana

Uruguay
Italia
Holanda

Suecia

Bélgica
Argentina
Portugal
Peru
Colombia
Chile
Irlanda
India

0 5 10 15 10 25
E Varios E Ficha de reporte M Guia/Manual B Trabajo de grado B Normatividad £2 Articulo cientifico

Figura 1. Paises con publicaciones sobre temas de cosmetovigilancia. n = 83 publicaciones
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El Comité de Expertos del Consejo de Europa sobre cosméticos (Unién Europea) ha
publicado articulos cientificos sobre la realizacion de estudios piloto de un sistema de
cosmetovigilancia con el objetivo de monitorear el riesgo de ocurrencia de efectos gra-
ves no deseados atribuibles a cosméticos, incluyendo la presentacion de informes y el
registro sistematico de esos efectos, seguido por el analisis y la evaluacién de los datos
[7,55-58]. Estos estudios demuestran que a pesar que las regulaciones afirman que los
productos cosméticos deben ser seguros, estos productos pueden causar efectos graves
no deseados y ademds, que sélo un pequenio porcentaje de los consumidores que pre-
sentan un efecto grave no deseado, informan a un profesional de la salud [32, 55, 56].

Por otra parte, la mayor parte de los articulos cientificos publicados por autores italia-
nos corresponden a la Universidad de Napoles quienes han hecho alusién a la seguri-
dad del uso de cosméticos para los consumidores mediante la cosmetovigilancia. Uno
de estos estudios, que empled un cuestionario suministrado por los farmacéuticos
comunitarios a los clientes, mostré que el problema de la seguridad de los cosméticos es
real ya que la mayoria de los consumidores suele utilizar cosméticos y un 24 % de ellos
informa eventos adversos [2, 59].

Respecto a los paises que componen el Mercosur (Uruguay, Brasil, Argentina y Para-
guay), solamente Paraguay no presenta publicaciones en estos temas. Respecto a la
CAN, constituida por Bolivia, Colombia, Ecuador y Perti, inicamente se encontraron
publicaciones realizadas por Colombia y Peru [6, 9].

Realizando un andlisis por paises, la mayor parte de las publicaciones son realizadas por
paises europeos como Francia (29 %) y la Unién Europea (12 %) mientras que Brasil es
el pais sudamericano que presenta la mayor cantidad de publicaciones en cada una de
las categorias establecidas (17 % del total).

La publicaciones europeas partieron de la Resolucién ResAp(2006) [55, 56], en la cual
se establecieron las bases para un sistema de cosmetovigilancia apoyado en las notifi-
caciones de casos. En esta resolucion, el Consejo Europeo recomendé que cada uno de
sus Estados miembros aplicara un sistema para registrar los efectos indeseables de los
productos cosméticos con el fin de proteger la salud humana. A raiz de esta resolucion
fueron creados los sistemas cosmetovigilancia en Bélgica, Noruega, Suecia, Dinamarca,

Alemania e Italia [55, 56, 59].

En Sudamérica se encontraron publicaciones de paises como Argentina, Brasil y
Uruguay, que en su mayoria aluden a la Resolucién 19/2005 del Grupo de Mercado
Comun que reglamenta la exigencia de un sistema de cosmetovigilancia [12, 28, 29,
60-64]. De estos, el pafs que tiene mayor cantidad de normativas publicadas es Brasil
[12, 30, 60-67] quien a través de Anvisa (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) y
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por medio de la Resolucién 332/2005 ha reglamentado la cosmetovigilancia en este

pais [31].

Anvisa presenta varios manuales en donde se explica cémo aplicar la Resolucién RDC
332/2005 de Anvisa en Brasil y hace hincapié¢ en el uso de Notivisa, un sistema de noti-
ficacién de efectos no deseados que fue creado por Anvisa para facilitar el reporte de
los mismos [28-30, 60-69]. Por Notivisa pueden suscribirse profesionales de la salud o
instituciones/entidades mientras que los ciudadanos pueden notificar eventos adversos
o quejas a través de formas técnicas de notificacion [5].

En Brasil se emplea el término cosmetovigilancia con el fin de que todos los produc-
tos, con efectos adversos manifestados en la poblacion sean rastreados y reportados
a Anvisa. Entre los requisitos legales para poder llevar a cabo la comercializacién de
productos, el fabricante debe demostrar mediante prucbas con animales (iz vivo) y
otros fisicos quimicos, microbiolégicos (i7 vitro) que el producto es seguro para el con-

sumidor [30, 61, 66-68].

A nivel de Sudamérica, también se encuentran trabajos de grado que responden a la
necesidad de investigacion sobre la importancia de implementacién de un sistema de
cosmetovigilancia en paises que atin no cuentan con uno y que no disponen de norma-

tividad que exija su aplicacién [1, 9, 63, 70-77].

Adicionalmente, algunas industrias productoras de cosméticos en Brasil y Francia han
publicado fichas de notificacién, adaptando su propio formato de reporte paralos con-
sumidores que hacen parte de sus ventas [68, 78, 79]; estos documentos se encuentran
clasificados como varios.

En relacién a Colombia, tnicamente en el documento consolidado de preguntas y res-
puestas de la audiencia publica de rendicién de cuentas del INVIMA realizada el 22 de
noviembre de 2011, se menciona que en el afio 2011 se inici6 una prueba piloto para
el programa de cosmetovigilancia enfocada a analisis microbioldgicos de cosméticos de
mayor riesgo. Sin embargo, durante la presente revisiéon no se encontré ningun docu-
mento adicional que detalle las caracteristicas o resultados de dicha prueba piloto [80].

Sistemas de notificacién de reacciones adversas a cosméticos

Algunos paises miembros de la Unién Europea tienen establecido un sistema de notifi-
cacion voluntaria de efectos no deseados, incluso desde antes del Reglamento N.° 1223
del afio 2009. Algunos de estos son Noruega, Suecia, Bélgica, Dinamarca, Alemania,
Francia e Italia, donde ya se contaba con un sistema operativo de cosmetovigilancia. Por
otra parte, entre los afios 2012 y 2013 se llevé a cabo un proyecto piloto en Holanda,
proporcionando informacién preliminar acerca de la cosmetovigilancia en este pais.
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Sin embargo, la cosmetovigilancia en estos paises era variable de acuerdo con el método
de registro (voluntaria o requisito legal), el tipo de participantes (dermatélogos, far-
macéuticos, odontélogos y consumidores) y los organismos responsables del sistema
de cosmetovigilancia (agencias gubernamentales de salud publica, y la organizacién de

consumidores o industrias) [14, 49, 50, 57, 61, 81-84].

Debido a que la mayor cantidad de efectos graves no deseados por el uso de cosméticos,
son de tipo dermatol6gico; son los profesionales en temas de dermatologia y alergologia
los primeros en observar y diagnosticar con precision los casos de alergia. La vigilancia
de estos efectos adversos se garantiza por varias redes profesionales, con un propdsito
médico: la mejora de la gestién de los pacientes en el tratamiento de dichos efectos,
mediante el aumento de velocidad en el movimiento de la informacién de profesional
a profesional, que supera la lentitud que proporcionan las publicaciones [35-36, 55].

Con base en esto, en Francia se cred una red de vigilancia en dermatologia desde 1996,
llamada Revidal-GERDA, cuyo fin principal es la comunicacién de efectos no desea-
dos, con un minimo de sesgo, para asi contar con la informacién correcta en el lugar
correcto y en el momento adecuado para mejorar la gestion de los pacientes [13, 35,
37-40], en especial porque varios estudios han demostrado que los problemas con el
uso de productos cosméticos se pueden vincular a reacciones/efectos adversos [9, 21,
23,42, 43]. Episodios mds graves se han reportado en la literatura y directamente rela-
cionados con clases particulares de cosméticos tales como perfumes o fragancias, tintes
para el cabello y cosméticos para las axilas (antitranspirantes, blanqueadores) [23, 32,
37,42-45]. A pesar de que se necesita mds investigacién para su confirmacion, recien-
temente se ha sugerido que el uso de los cosméticos para axilas podria estar asociado
a la aparicién del cdncer de mama [2] asi como se ha informado que los tintes para el
cabello pueden inducir la aparicién de cdncer de vejiga y el linfoma no Hodgkin [2, 27,

37,46,47].

Ademds de Revidal, algunas publicaciones que reportan la existencia de VigiDec (Vigi-
lancia de dermatologfa estética y correctiva) creado por el Grupo de Dermatologia
Estética y Correctiva en Francia. VigiDec funciona mediante la centralizacién de la
coleccién de los casos de efectos secundarios reportados por los miembros del grupo en
su préctica o mediante un “registro de senales” [36, 37, 39-41].

Distribucién temporal de las publicaciones sobre cosmetovigilancia

Las publicaciones encontradas en este estudio, han aumentado con el paso de los afios
a medida que ha ido cambiando la reglamentacién sobre cosméticos. Existen muchos
documentos derivados de diferentes normativas, como manuales o guias que las expli-
can y aportan a su entendimiento y aplicacién. La mayoria de estos documentos, aun-
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que estdn avalados por agencias regulatorias, no identifican un afio de publicacion, sino
que resaltan el afo en el cual fue publicada la normativa a la que hacen alusién. Por
otro lado, se encontré que desde 1997 hasta 2015 es el periodo de tiempo donde se
ha venido desarrollando el concepto de cosmetovigilancia y la implementaciéon de un
sistemna para tal prop6sito. La distribucién de publicaciones por afio de este periodo se
presenta en la figura 2.

12 r

10

Numero de Publicaciones
N

1997 2002 2001 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 N/A
H Varios M Ficha de reporte B Guia/Manual & Trabajo de grado B Normatividad 8 Articulo cientifico

Figura 2. Evolucién temporal de publicaciones realizadas sobre temas de cosmetovigilancia en el

periodo 1997-2015.

Las publicaciones inician en 1997 cuando se publica en Espana el Real Decreto
1599/1997, que establece que los productos cosméticos que se comercialicen no debe-
ran perjudicar la salud humana cuando se apliquen en las condiciones normales o razo-
nablemente previsibles de su uso [14, 26, 48, 84]. Hacia el afio 2002, dentro de los
documentos seleccionados para esta revision, solo uno de ellos es alusivo a Colombia,
mds exactamente a la Comunidad Andina de Naciones (CAN). Este documento es la
Decision 512 del 2002, donde se encuentra la definicion de producto cosmético y en la
que se establece que estos productos deben ser seguros cuando se les dé el uso normal o
razonablemente previsible. Més alld de esta informacidn, no existen reportes que sugie-
ran investigacion, implementacioén o desarrollo de un sistema de cosmetovigilancia, ni
tampoco reglamentacién que soporte bases para ello o exigencias del mismo.

En el afno 2007 se publicaron diversos estudios donde se evaluaba la influencia de la
implementacién de la cosmetovigilancia en la Unién Europea, verificando los paises
que tienen un sistema en el cual se notifica voluntariamente y los que lo hacen con
cardcter reglamentario; encontrando que son mds aquellos que realizan notificacion
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voluntaria, lo cual dificulta determinar la proporcién de las personas que notifican,
avances en el tema y los productos especificos que se ven mds frecuentemente relacio-
nados. Es por esto que se hace necesaria una reglamentacién para la armonizacion de
un sistema de cosmetovigilancia en la Unién Europea [44, 60, 65, 85], siendo el Regla-
mento N. ° 1223, publicado en 2009, el cual obliga a la implementacién de un sistema
de cosmetovigilancia en cada pais miembro de la Unién Europea.

Es en el ano 2012 cuando se realizd la mayor cantidad de publicaciones referentes a
cosmetovigilancia, ligadas a la implementacioén de las diferentes exigencias del regla-
mento del 2009 que entré en vigencia en el afio 2013. En los afios siguientes, ademas
de la importante investigacién en la Unién Europea al respecto, se publicaron trabajos
de grado en Perti y Brasil. Asi mismo, sale al publico la Resolucién- RDC N.* 48 de
Brasil del 25 de octubre del 2013, donde se aprueba el Reglamento Técnico de Buenas
Pricticas de Fabricacion para Articulos de Higiene Personal, Cosméticos y Perfumes, y de
otras medidas, con énfasis en la seguridad del uso de los productos cosméticos [8, 57,

62-64, 68,79, 80, 86].

Un inconveniente observado tras la implementacién del sistema, es debido al hecho
de que a partir de marzo de 2013 fue totalmente prohibido llevar a cabo todo tipo de
pruebas en animales en la Unién Europea, lo que significé para algunos el no poder
llevar a cabo una completa vigilancia de posibles efectos adversos por el uso de produc-
tos cosméticos durante la fase investigacién. Sin embargo, para los productos cosméti-
cos en el mercado y cuya evaluacién de seguridad ya existe, y han incluido las pruebas
con animales, los resultados deben ser incluidos de igual manera pero se debe tener en
cuenta que actualmente existen métodos alternativos a la experimentacién con anima-
les (Reglamento (CE) N. ° 440/2008, por el que se establecen métodos de ensayo de
acuerdo con el Reglamento REACH (CE) N.° 1907/2006) y que implica la evaluaciéon
in vitro (irritacion de la piel/corrosién, fototoxicidad, la absorcién cutdnea, mutagéne-
sis, entre otros). Incluso se estdn llevando a cabo esfuerzos para validar otros métodos
alternativos ya que segtin esta reglamentacién, no se aceptara la importacién o venta
en los estados miembros de productos terminados que hayan sido involucrados con la
experimentacién con animales.

De acuerdo con el Proyecto de Real Decreto del 2015 por el que se regulan los pro-
ductos cosméticos, el concepto de cosmetovigilancia se encuentra en primera instancia
acufado a nivel europeo y abarca tanto los efectos graves no deseados, como los no gra-
ves, siendo estos tltimos esenciales para detectar sefiales de forma temprana y adoptar
medidas de proteccién cuanto antes. Por ello, los profesionales sanitarios deben noti-
ficar efectos no deseados sin la precision “graves’, ya que el término es subjetivo y por
ende se puede perder informaciéon importante sobre la seguridad de estos productos,
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si no se reportan aquellos efectos adversos que bajo la opinidn del profesional no sean

“graves” [23, 45, 87].

Propuestas para la evaluacién de los efectos graves no deseados producidos por

cosméticos

Otro factor importante para la investigacién y asi mismo la publicacién de articulos
cientificos, es el método a utilizado para analizar los efectos graves no deseados. Existe
la propuesta hecha por COLIPA (Asociacién Europea de Cosméticos, Articulos de
Tocador y Perfumeria) que proporciona las directrices para la evaluacion de causalidad
de estos efectos (Figura 3). Este método facilitala clasificacién de estos efectos adversos
segtin la gravedad mediante la informacién existente del evento como investigaciones
médicas especificas y re-exposicién al productos como tal [24, 25, 51, 52, 88]. Adicio-
nalmente, existe un método disefiado originalmente para la calificacion de causalidad,
el Monitoreo Post-lanzamiento o Post-comercializacién (PLM, Post Launch Monito-
ring) de los nuevos alimentos, pero que también ha sido empleado para evaluar la cau-
salidad de los productos cosméticos [24, 25, 51, 52, 87]. De esta manera, COLIPA se
refiere al andlisis de la relacion causal entre el uso del producto cosmético y la reaccion,
caso por caso, en un intento para determinar la probabilidad de que un producto, que
siendo bien utilizado por el consumidor, sea responsable de un real acontecimiento inde-
seable. Por tanto, la evaluacion de la causalidad es estrictamente individual y se relaciona

con el efecto sobre el consumidor individualmente (7, 19, 22, 27, 35, 51-54, 58, 88].

Sintomas

Compatibilidad cronolégica
no clara o desconocida

N

Compatibilidad cronolo’gica|

Investigaciones || Investigaciones || Investigaciones || Investigaciones || Investigaciones | Investigaciones
médicas médicas médicas médicas médicas médicas
especificas especificas especificas especificas especificas especificas
relevantes y/o || relevantesy/o || relevantesy/o || relevantesy/o | relevantesy/o | relevantes y/o
re-exposicion || re-exposicion || re-exposicion || re-exposicion || re-exposicion || re-exposicién
negativa negativa y/o positiva positiva negativa y/o negativa
resultados resultados
equivocados equivocados

| Cuestionable ” Probable ” Muy probable” Probable ” Cuestionable " No probable

Figura 3. Evaluacién de causalidad de acuerdo con el método propuesto por COLIPA. Adaptado

de [46, 83].
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CONCLUSIONES

La cosmetovigilancia es un concepto relativamente nuevo a pesar de que desde hace
dos décadas atrds se han implementado sistemas de notificacién voluntaria de efectos
graves no deseados en paises de la Unién Europea. Es un aspecto que ya se ha tornado
de obligatorio cumplimiento en paises que hacen parte de la Unién Europea con el fin
de garantizar la seguridad de los consumidores.

Los afios mds representativos para la cosmetovigilancia fueron el 2005, el 2009 y el
2013 debido a la publicacién de la Resolucion 19/05 del Grupo de Mercado Comun,
el reglamento (CE) N.° 1223/2009 para la Unién Europea que entré en vigencia a par-
tir del 2014. La Unién Europea es pionera en cuanto a reglamentaciéon de cosméticos,
seguida de Brasil, aunque es necesario seguir trabajando en ello para que pueda llevar a
un sistema armonizado para todos los paises miembros.

Dentro de esta revisién no se encontraron publicaciones de Ecuador y Bolivia sobre
reglamentacion, investigacién o implementacién de un sistema de cosmetovigilancia,
mientras que para Colombia, inicamente se encuentra un reporte que hace el INVIMA
sobre la realizacién de una prueba piloto de cosmetovigilancia del 2011.
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