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RESUMEN

Introduccidn: el envejecimiento es una preocupacién que ocupa las politicas
publicas en todos los paises del mundo. Objetivo: analizar la adherencia, el uso
de medicamentos y el estado de salud en los adultos mayores del municipio de
Acacias (Colombia). Metodologia: estudio descriptivo, muestreo no probabilistico
discrecional, n= 96 adultos mayores. Resultados: 64,6% de los adultos mayores
consumen medicamentos; el 62,9% no son adherentes al tratamiento farmacolégico,
existe una correlacién significativa a través del MEC (miniexamen cognoscitivo), el
46,2% de ellos padecen algun tipo de deterioro cognitivo. Conclusiones: existe una

correlacidn entre la no adherencia con el estado cognitivo y el apoyo familiar.

Palabras clave: Adherencia al tratamiento, adulto mayor, medicamento.
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SUMMARY

Health characteristics and pharmacotherapeutic adherence
in the elderly in the municipality of Acacias (Colombia)

Introduction: aging is a concern that occupies public policies in all countries of the
world. Objective: to analyze the adherence, use of medications and health status
in the elderly of the municipality of Acacias (Colombia). Methodology: descrip-
tive study, non-probabilistic discretionary sampling, n= 96 older adults. Results:
64.6% of older adults consume medications; 62.9% are not adherent to pharmaco-
logical treatment, there is a significant correlation through the MCC (Mini Cogni-
tive Examination), 46.2% of them suffer some type of cognitive deterioration.
Conclusions: there is a correlation between non-adherence with cognitive status

and family support.

Keywords: Adherence to treatment, older adult, medication.

REsumo

Caracteristicas de satde e adesao farmacoterapéutica em idosos
do municipio de Acacias (Colombia)

Introdugao: o envelhecimento é uma preocupagio que ocupa politicas ptiblicas em
todos os paises do mundo. Objetivo: analisar a adesdo, o uso de medicamentos ¢
o estado de satide dos idosos do municipio de Acacfas (Coldmbia). Metodologia:
estudo descritivo, amostragem ndo probabilistica discriciondria, n= 96 idosos.
Resultados: 64,6% dos idosos consomem medicamentos; 62,9% nio aderem ao
tratamento farmacoldgico, existe uma correlagio significativa através do MEC (mini
exame cognitivo), 46,2% deles sofrem de algum tipo de deterioragio cognitiva.
Conclusées: hé correlagio entre a ndo adesio com o estado cognitivo e o suporte

familiar.

Palavras-chave: Adesio ao tratamento, idoso, medicamentos.
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Salud y adherencia farmacoterapéutica en el adulto mayor

INTRODUCCION

El envejecimiento es una etapa en la que todos los seres humanos experimentan cam-
bios bioldgicos y psicoldgicos, que estin relacionados con diferentes factores de tipo
social, econémico, cultural y ecoldgico del entorno donde se desarrolla su vida [1, 2],
influyendo de manera directa en el proceso de envejecimiento desde una edad tem-
prana. Los cambios que experimenta el adulto mayor no vienen dados especificamente
por la edad, algunos septuagenarios gozan de un estado de salud excelente, mientras
que otros son fragiles y necesitan de intervenciones dentro del marco del cuidado del
adulto mayor [2].

Ademas de los cambios biol6gicos que pueden experimentar las personas mayores cabe
mencionar que el proceso de envejecer esta asociado con otras situaciones de vida [3],
como la jubilacién, viviendas apropiadas, pérdida de amigos, familiares o la pareja; por
lo tanto, la respuesta sanitaria en salud publica es un factor contribuyente a la mejora
en la calidad de vida de los adultos mayores y, por ende, podria relacionarse con la pre-
venci6n de algunos estados patoldgicos [4, 5].

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [4], la poblacién geridtrica a nivel
mundial pasard del 12% al 22% entre e 2015y 2050, la cantidad de personas entre 80y
90 anos aumentara cuatro veces mas hasta alcanzar aproximadamente los 395 millones
de adultos mayores [4]. En Latinoamérica, el envejecimiento se estd dando a un ritmo
acelerado, pero hay un insuficiente crecimiento institucional y, en efecto, se presenta
desigualdad social en salud, acceso inequitativo a medicamentos y ausencia de valora-
cién geridtrica por parte del profesional correspondiente. Este envejecimiento gradual
se estd presentando en todos los paises, pero con diferentes variables [6].

Las condiciones de salud del adulto mayor pueden ser observadas a través de la medi-
ci6n de diferentes aspectos que se relacionan con la misma, la presencia de diferentes
enfermedades o cifras de comorbilidad; segtin una investigacion elaborada por Sarro
et al.[7], el 44% de su poblacién objeto de estudio presentd indices de comorbilidad,
incluyendo la presencia de diversas enfermedades tal como lo reportaron Veldsquez
et al. [8], las enfermedades prevalentes corresponden a hipertensidn arterial, diabetes
mellitus tipo 1 y 2, cardiopatia isquémica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(Epoc), insuficiencia renal crénica, enfermedad 4dcido péptica e insuficiencia hepitica.
Por otro lado, de acuerdo con el estudio de Cardona ez 4/. [9], hay una relacién entre las
condiciones de salud del adulto mayor y su estado nutricional, los autores clasificaron
con mala nutricién a mis del 50% de la poblacién de estudio, 69% tenia hiperglucemia;
para la medicién de las actividades basicas de la vida diaria reportan que a mayor edad
hay mayor dependencia (prevalecié el género femenino). Otros de los aspectos para
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tener en cuenta para la valoracion del estado de salud del adulto mayor son los indices
depresivos y cognitivos [7, 10, 11], lo cual influye y afecta en su calidad de vida.

Por una parte, la polifarmacia en el adulto mayor es cada vez mds frecuente debido a
diferentes factores que afectan la salud de la poblacidn (presencia de diferentes enfer-
medades, edad avanzada y pérdida en diferentes actividades de la vida diaria) [12]. Los
prescriptores incomunicados dentro del ciclo de reconciliacién de medicamentos en las
personas mayores son causales del incremento en las cifras de ancianos polimedicados,
puesto que al momento de medicar, el profesional de salud facultado debe tener en
cuenta las diferentes caracteristicas de los medicamentos para minimizar el impacto
que se estd generando por la polimedicacién [13]. La adherencia terapéutica insufi-
ciente afecta principalmente a los adultos mayores, debido a la prevalencia de defi-
ciencias cognitivas, funcionales, regimenes médicos complejos ademds de multiples
comorbilidades y el manejo de estas; por otra parte, el declive de la funcién hepatica,
renal y cardiaca alteran considerablemente modificaciones farmacocinéticas y farma-
codindmicas de los medicamentos, asi los adultos mayores son vulnerables a efectos
colaterales relacionado con su medicacién [14].

En paises desarrollados, la adherencia farmacoterapéutica es apenas del 50% en pacien-
tes con enfermedades crénicas [15]. El incumplimiento con el tratamiento farmacote-
rapéutico se ha convertido en un problema de salud publica, que con el paso del tiempo
aumenta significativamente, atin mds en los paises en desarrollo como consecuencia de
inequidades a acceso de la atencién en salud y a la insuficiencia de recursos econémicos
[15]. La no adherencia es el origen principal de que no se logre obtener el beneficio
completo de los medicamentos, lo que puede repercutir directamente en la calidad
de vida de los pacientes, adicionalmente, contribuye al desabastecimiento monetario
debido al costo de nuevas intervenciones, asi como al aumento de discapacidades y
muertes; la adherencia es influenciada por diferentes causas relacionadas con aspec-
tos econdmicos, asistencia sanitaria, factores ligados con el tratamiento en conjunto al
paciente y entorno en el cual se desempefia el individuo, por tal motivo la participacién
de la familia o comunidad es sumamente importante en cuanto a la adherencia corres-
pondiente al tratamiento del adulto mayor [15].

El objetivo de la investigacion fue analizar la adherencia, el uso de medicamentos y
el estado de salud de los adultos mayores del municipio de Acacias (Colombia); esta
investigacion hace parte del macroproyecto Caracterizacion, social, demogrifica y de
salud del adulto mayor de cuatro municipios del piedemonte del departamento del Meta,
aprobado por la Direccién General de Investigaciones de la Universidad de los Llanos
y responde a la linea de salud publica de la Facultad de Ciencias de la Salud.
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METODOLOGIA

Estudio descriptivo de corte transversal con variables cuantitativas. La poblacién estuvo
comprendida por todos los adultos mayores que participaban en los programas de los
Centros Vida del Municipio de Acacias, Meta con una cobertura de 150 para 2017. El
muestreo fue no probabilistico discrecional, es decir, se seleccionaron las personas que
asistieron al programa un dia en particular, n=96, se tuvieron en cuenta los siguientes
criterios de inclusién: mayor de 60 afios, activo en el Centro Vida, tener un estado de
salud mental favorable y aceptar el consentimiento informado.

Los instrumentos utilizados fueron: miniexamen cognoscitivo (MEC), que tiene una
fiabilidad entre 0,67-1,00 [16]. Actividades bésicas de la Escala de Lawton y Brody,
con una fiabilidad de 0,85 [17]. La valoracién afectiva se realizd con el test de Yesavage
reportado con confiabilidad para poblacién latina de 0,72 [18]. Para conocer la adhe-
rencia al tratamiento se us6 la escala de Moresby-Green con un indice de confiabilidad
entre 0,64-0,83 [19, 20]. Finalmente, para valorar la comorbilidad se utilizé el indice
de Charlson. El instrumento de caracterizacién sociodemografica fue elaborado por
los autores.

La informacién fue procesada en SPSS” (Statistical Product and Service Solutions)
versién 20, Excel y Word. La investigacién aplicé pardmetros éticos contenidos en
Resolucién 008430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia, ademas incluyé
autorizaciones, aval bioético y consentimiento informado de los participantes, garan-
tizando absoluta confidencialidad de la informacién y tratamiento anénimo del
informante. Esta investigacién siguié los principios internacionales de investigacion
establecidos en la declaracion de Helsinki de 1975 de la Asociacién Médica Mundial y

contd con la aprobacién del Comité de Bioética de la Universidad de los Llanos.
RESULTADOS

La tabla N.° 1 evidencia el género predominante es el masculino con un 55%; edades
prevalentes corresponde al rango entre los 71-80 anos, respecto al nivel educativo, el
89% no cuentan con ningun tipo de estudio o cursaron primaria incompleta; el 32%
viven solos, con inquilinos o desconocidos. El 25% tenian entre mediana y alta morbi-
lidad segun el indice de comorbilidad de Charlson y el 48% tenia una autopercepcién
de salud entre término medio y mala.
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemogréficas del adulto mayor.

Variables socio-demograficas (N= 96*) N.° %
60-70 27 28
71-80 45 47
Edad (afios)

81-90 20 21

91-100 4 4
Masculino S3 S5

Género
Femenino 43 45
Sin estu.dlos o con primaria 85 89
incompleta

Primaria completa 8 8

Nivel educativo Secundaria 5 5
Técnico o tecndlogo 0 0

Universitario 1 1
Familia 65 68

Con quién vive

Solos, inquilinos o conocidos 31 32
Baja 72 75
Morbilidad sentida Mediana 10 10
Alta 14 15
Mala 13 14
Percepcion de salud Término medio 33 34
Buena S0 52

*Ntmero de adultos mayores participantes en la investigacion.

La tabla N.° 2 corresponde al analisis de las variables sociodemograficas en relacién con
la polimedicacién y la adherencia farmacoterapéutica. 62 adultos mayores manifesta-
ron estar consumiendo medicamentos. El rango de edades prevalentes para polime-
dicacién y no adherencia farmacoterapéutica corresponde de los 71-80 con un 26%.
34% de las mujeres reportaron no adherencia farmacoldgica frente a la prevalencia de
polimedicacién en los hombres con 29%. El 52% de adultos mayores no adherentes
no tenfan estudios o cursaron primaria incompleta. El1 24% viven solos, con inquilinos
o conocidos clasificados como no adherentes segtin el test de Morisky Green. El 30%
presenta comorbilidad sentida de término medio y con factor de polimedicacion.
El 46% tenia una autopercepcion de salud media y mala y el 48% no son adherentes a
su medicacion.
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Tabla 2. Analisis de las variables sociodemograficas en relacion con la polimedicacién y la adheren-

cia farmacoterapéutica.

Polimedicados Total Adherente Total
Variables socio-demograficas (N= 62*) (%) ota (%) ora
(%) (%)
Si No Si No
60-70 15 15 29 S 24 29
71-80 26 19 45 19 26 45
Edad
81-90 16 8 24 13 11 24
91-100 0 2 2 0 2 2
Masculino 29 19 48 19 29 48
Género
Femenino 27 24 52 18 34 52
Sin estudios o con 48 | 37 | 85 34 | 52 | 85
primaria incompleta
Nivel Primaria completa 6 5 11 2 10 11
educativo Secundaria 0 2 0
Técnico o tecndlogo 0 0 0
Universitario 2 0 2
Familia 34 29 63 24 39 63
Con quién Solos. i "
vive 0705 INQUIANOS 23 15 37 13 24 | 37
o conocidos
Baja 27 | 37 | 65 | 24 | 40 | 65
Morbilidad Mediana 5 | 2 | 16 | s 11| 16
sentida
Alea 15 5 19 8 11 19
Mala 11 6 18 3 15 18
Percepcitn de Término medio 31 18 48 19 29 48
salud
Buena 15 19 34 15 19 34

*Ntmero de adultos mayores que consumen medicamentos.

En la tabla N.° 3 se indica que el 29% estaban polimedicados y no eran adherentes
al tratamiento farmacoldgico, ademds padecian algun tipo de deterioro cognoscitivo
y el 19% experimentaba algin tipo de condicién depresiva y no eran adherentes a su
farmacoterapia.
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Tabla 3. Interpretacién de datos valoracién MEC y depresién (test de Yesavage) con indices de

polimedicacién y adherencia farmacoterapéutica.

Polimedicado Total Adherente Total
Instrumento (N=62*) (%) ota (%) ora
(%) (%)
Si No Si No
Valoracién Normalidad 27 19 47 13 34 47
miniexamen Al tipo de défici
cognoscitivo gun tp 0 dede a 29 24 53 24 29 53
(MEC) cognitivo
Normal 37 34 71 27 44 71
Valoracién test Probable depresion 18 6 24 8 16 24
de Yesavage
Depresion establecida 2 3 5 2 3 S

*Ntmero de adultos mayores que consumen medicamentos.

Di1SCcUSION DE RESULTADOS

La investigacion reporté mds presencia de hombres con un 55%, coherente con estu-
dios como el de Sinchez ez 4l. [21] donde se reporta un 56% de varones, sin embargo,
en estudios colombianos se reporta més presencia de mujeres que de hombres [22, 23].
Con relacién al rango edad, el 47% estaba entre los 71-80 afios, situacion similar a otros
estudios como el de Veldzquez ez al. [8], Nunez ez al. [13], quienes reportaron mds del
50% de adultos mayores entre ese rango de edades, esto lleva a pensar en el incremento
de la esperanza de vida en los paises de América Latina [23, 24]. Ahora bien, 89% de
los participantes eran analfabetas. El analfabetismo es un factor de riesgo relacionado
con el tema de la adherencia reportado por Bello, Angulo, Ariel ez l. [25-27], es decir,
hay una relacién entre analfabetismo y la no adherencia terapéutica por parte de los
adultos mayores.

La polifarmacia a nivel mundial es un problema de salud publica que afecta gran parte
la poblacién geridtrica. En la investigacion se evidenci6 que hay polimedicaciéon en 57%
de los adultos mayores; en otros estudios se reportd 66,7% [8] y 85% [13], respectiva-
mente. Las edades donde se presenta més polimedicados son 71-80 anos, sin embargo, se
observa mas adherencia en este grupo de edad; indicando que la enfermedad prevalente
es la hipertension arterial, de acuerdo con Veldsquez e 4l. que reportaron 82,7%, con
mayor consumo de medicamentos antihipertensivos en un 84,7% [8]. El indice de no
adherencia encontrado en la investigacién es del 63% asociado con un 89% de analfa-
betismo, similar a lo encontrado en algunos estudios reportados con cifras superiores
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al 50% [8, 13,25-27]. El sexo con mayor adherencia fueron los hombres, teniendo
un mayor cumplimiento farmacoterapéutico, lo que estd en la misma linea con otros
estudios [25, 28], donde las mujeres fueron menos adherentes. El estudio report6 que
el 39% de los adultos mayores vivian con algtn integrante de la familia y no son adhe-
rentes; estudios similares indican que un factor de no adherencia es estar solos [29],
lo que conllevan a olvido en el consumo del medicamento y el incumplimiento en
los horarios.

De acuerdo con la autopercepcion de salud, el 44% de los pacientes no adherentes
reportan su autopercepcion de salud como de término medio y también mala, lo cual
pone en declive lo mencionado anteriormente y, que ademds, corroborado con otros
estudios, como el de Rodriguez ez al., se encuentran cifras similares como factores
influyentes [30].

De acuerdo con las cifras de depresion geridtrica reportadas, en la literatura, se demos-
tr6 que hay incidencia de la misma en adultos mayores [7, 31-33], los factores de riesgo
que se asocian con la depresion son: el estado civil, la edad y el nivel educativo influyen
[34], datos que se corroboran en la presente investigacién donde el 29% de la poblacién
objeto de estudio refiere algun tipo de condicién depresiva y de los cuales el 19% no son
adherentes, justificando de tal modo que la condicion depresiva predispone al paciente
a no cumplir con los horarios de sus medicamentos, caso que se reporta también por
medio de la revision sistematica elaborada por Robin ez al. [35], quienes concluyeron
que en comparacién con los pacientes no deprimidos, las probabilidades de que no se
cumplan con las especificaciones de su tratamiento farmacolédgico son superiores en los
adultos mayores con algn tipo de condicién depresiva.

Por otro lado, se obtuvieron resultados del estado cognitivo en los adultos mayores,
el 53% de los pacientes que consumian medicamentos tenian algun tipo de deterioro
cognitivo. En otros estudios como el de Ferndndez ez a/. [36], quienes reportaron 37%
de adultos mayores con deterioro cognitivo. Leiton-Espinoza e al. reportaron un 6,7%
con deterioro cognitivo, incluyendo su influencia en la adherencia farmacolégica, y
presentando a su vez los indices de depresion y el comportamiento dentro de la adhe-
rencia farmacoterapéutica [37]. El estado depresivo, la comorbilidad y la polifarmacia
son factores de riesgo de la adherencia terapéutica y deben ser valorados en el adulto
mayor [38], esto hace parte de una evaluacion geridtrica completa de la cual pende la
obtencién de una perspectiva completa de la salud del adulto mayor.
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CONCLUSIONES

La adherencia farmacoterapéutica es un factor importante que contribuye de manera
directa y especifica en la mejora del estado de salud del paciente; la presente investi-
gacién mostré que hubo un alto indice de no adherencia en la poblacién objeto de
estudio y esto esté relacionado con las diversas condiciones de salud que predisponen
al adulto mayor a una vulnerabilidad en el consumo inadecuado de su tratamiento far-
macolégico. De otro lado, cabe destacar que una anamnesis completa de los factores
de riesgo y de salud en la poblacién geridtrica es fundamental para detectar de manera
temprana las diversas patologias que afectan la calidad y el estado de salud del adulto
mayor, minimizando el impacto en cifras de polimedicacién y, por ende, de la no adhe-
rencia a los medicamentos.
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RESUMEN

Introduccién: el inyectable succinilcolina 50 mg/mL se utiliza para intubaciones
traqueales rdpidas. Objetivo: desarrollar ¢ introducir el inyectable succinilcolina
50 mg/mL en el cuadro bésico de medicamentos. Tres variantes de formulacién fueron
disefiadas: dos con preservantes antimicrobianos y presentacién (bulbos 6R y 10R) y
una sin preservantes (bulbos 6R). Metodologia: se validaron los métodos empleados
para el control de calidad y estabilidad. A los lotes elaborados a escala de labora-
torio, piloto e industrial con la férmula seleccionada se les realizd estudio de esta-
bilidad acelerada y vida util. Las variantes disefiadas evidenciaron adecuada calidad,
la no preservada fue seleccionada para realizar lotes a diferentes escalas. Las técnicas
cromatogréficas empleadas para la cuantificacién de la succinilcolina cumplieron
con los criterios de validacién establecidos. Resultados: se demostr el desempefio
de las pruebas de esterilidad y ensayo de endotoxinas bacterianas. El producto en
estudio de estabilidad indicé un adecuado comportamiento fisico, quimico y micro-
biolégico durante el periodo evaluado. Se comprobé la factibilidad del desarrollo
tecnoldgico, con la férmula seleccionada para el inyectable succinilcolina 50 mg/mL.

Se introdujo el inyectable en el cuadro bisico de medicamentos nacional.

Palabras clave: Succinilcolina, inyectable, desarrollo.
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SUMMARY

Technological development and introduction of the injectable
succinylcholine 50 mg/mL in the basic table of national medicines

of Cuba

Introduction: the injectable succinylcholine 50 mg/mL is used for rapid tracheal intu-
bations. Aim: to develop and introduce the injectable succinylcholine 50 mg/mL into
the basic drug table. Three formulation variants were designed: two with antimicrobial
and presentation preservatives (6R and 10R bulbs) and one unpreserved (6R bulbs).
Methodology: the methods used for quality control and stability were validated.
Laboratory, pilot and industrial-scale batches with the selected formula were studied
for accelerated stability and service life. The designed variants showed adequate
quality, selecting the non-preserved, to make batches at different scales. Chromato-
graphic techniques used for the quantification of succinylcholine met established
validation criteria. Results: the performance of sterility tests and bacterial endotoxin
testing was demonstrated. The product under stability study indicated adequate phys-
ical and chemical behavior during the period evaluated. The feasibility of technological
development was verified, with the formula selected for the injectable succinylcholine

50 mg/mL. Injectable was introduced in the national medicines basic table.

Keywords: Succinylcholine, injectable, development.

REsumo

Desenvolvimento tecnoldgico e introdugio da succinilcolina
injetavel 50 mg/mL na mesa da medicina bésica de Cuba

Introdugao: a succinilcolina injetdvel 50 mg/mL ¢ utilizada para intuba¢ées traqueais
rdpidas. Objetivo: desenvolver e introduzir a succinilcolina injetavel 50 mg/mL na
tabela bésica de medicamentos. Trés variantes de formulagao foram projetadas: duas
com conservantes antimicrobianos e apresentagio (limpadas 6R e 10R) e uma sem
conservantes (limpadas 6R). Metodologia: foram validados os métodos utilizados
para o controle de qualidade ¢ estabilidade. Estudos acelerados de estabilidade ¢ vida
de prateleira foram realizados nos lotes produzidos em escala laboratorial, piloto e
industrial com a férmula selecionada. As variantes projetadas apresentaram qualidade
adequada, a nio preservada foi selecionada para a realizagio de lotes em diferentes
escalas. As técnicas cromatogréficas utilizadas para a quantificagio da succinilcolina

atenderam aos critérios de validagio estabelecidos. Resultados: foi demonstrado
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o desempenho dos testes de esterilidade e do ensaio de endotoxinas bacterianas.
O produto em estudo de estabilidade indicou comportamento fisico, quimico ¢ micro-
biolégico adequado durante o periodo avaliado. Foi verificada a viabilidade do desen-
volvimento tecnoldgico, com a férmula selecionada para a succinilcolina injetével

50 mg/mL. O injetédvel foi introduzido na tabela nacional de medicamentos bésicos.

Palavras-chave: Succinilcolina, injetével, desenvolvimento.

INTRODUCCION

La succinilcolina o suxametonio es un agente bloqueador neuromuscular despolari-
zante de accion ultracorta que se usa en anestesiologia para facilitar la intubacién tra-
queal y la ventilacién mecdnica [1, 2], que posibilita la reduccién de la intensidad de
las contracciones musculares producidas por medios farmacoldgicos o eléctricos [3-7].
Entre todos los bloqueadores neuromusculares, este muestra un inicio de accién de
menor tiempo y un tiempo de recuperacion rapido [8]. Se presenta como cloruro de
succinilcolina o cloruro de suxametonio, en la bibliografia aparecen reportados los pro-
ductos comerciales Anectine” y Mioflex” [9, 10].

En Cuba, la produccién del medicamento succinilcolina (de concentracién de dosis
50 mg/mL) en forma de inyeccién IM e IV se realiza en la unidad empresarial de base
(UEB) de los Laboratorios Liorad; con presentacién en bulbos de vidrio incoloro 20R,
que en su formulacién contiene alcohol bencilico como preservante [11]. Este medi-
camento tiene gran demanda por su uso en los procesos quirtrgicos [8, 11]. En visitas
de poscomercializacion realizadas a centros hospitalarios en distintas regiones del pais
(zona occidental, central y oriental), los especialistas en anestesiologia plantearon que
la presentacién actual en bulbos 20R conlleva a desechar una porcién del producto,
lo que trae como consecuencia pérdidas econdmicas [12]. Actualmente, el Departa-
mento de Investigacion y Desarrollo (I+D) trabaja en un proyecto para el redisefio de
la formulacion de este inyectable como parte de la mejora continua de calidad del pro-
ducto. Para el desarrollo del medicamento se tuvo en cuenta la formulacién, Anectine®,
(GlaxoSmithKline, S.A., Espafia) y los resultados obtenidos en la solucién inyectable
succinilcolina 100 mg para uso infantil [13], que es un producto de nueva introduccién
en el cuadro de medicamentos nacional por la UEB de Laboratorios Liorad. El objetivo
del presente trabajo fue desarrollar e introducir el inyectable succinilcolina 50 mg/mL
en el cuadro basico de medicamentos.
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MATERIAL Y METODOS

Desarrollo de la formulacién de succinilcolina 50 mg/mL

Se empled para el desarrollo de la formulacién el ingrediente farmacéutico activo
(IFA) cloruro de succinilcolina del fabricante Micro Orgo Chem, India. Se estudia-
ron diferentes variantes de formulacién con concentracién de dosis 50 mg/mL, la
primera y la segunda que contenfan el IFA, los preservantes antimicrobianos (metil-
parabeno y propilprabeno, mezclados de 85 a 95 °C y posterior disminucién de la
temperatura de la mezcla de 25 a 35 °C antes de incorporar el IFA) y agua para inyec-
cién (API) como vehiculo. Estas se envasaron en dos formatos diferentes de viales,
6Ry 10R para evaluar dos presentaciones (1y 2). Se elabord una tercera variante que
contenia el IFA, el APIy sin preservantes antimicrobianos en su formulacién, y se
envasé en formato 6R, tomando como referencia la literatura consultada (Anectine®,
GlaxoSmithKline, S.A. Espana) y los resultados obtenidos de forma previa en el
desarrollo de la succinilcolina infantil 100 mg [13], registrado y comercializado por
la UEB de Laboratorios Liorad e introducido en el cuadro bésico de medicamentos
nacional; también se estudié una formulacidn sin el uso del alcohol bencilico como
preservante antimicrobiano.

Se analizd la influencia de los componentes y el envase sobre el contenido del firmaco
durante 30 dias, para lo cual se colocaron muestras a temperaturas entre 2y 8 °C (esta-
bilidad vida estante) y de 25 + 2 °C, con humedad relativa de 60 + 5% (estudio de
estabilidad acelerado) [14].

Elaboracién de lotes a escala de laboratorio de la formulacién seleccionada

Se selecciond la variante sin preservante para realizar tres lotes a escala de laboratorio
(1,5 L cada uno), cumpliendo con las buenas practicas de fabricacién (BPF) de medi-
camentos [15, 16]. A los tres lotes recién elaborados se les realizaron los ensayos de
control de calidad segun se indica en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP, por

sus siglas en inglés), del afio 2015 [17].

Evaluacion del desempefio de las técnicas de analisis

Se definieron como técnicas de andlisis los ensayos: caracteristicas organolépticas,
identificacidon (ensayo por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) y cro-
matografia en capa delgada), determinacién de pH, particulas materiales, conteo de
particulas en solucién, determinacion de endotoxinas bacterianas y el ensayo de este-
rilidad, segin lo descrito en la USP [17]. Para analizar la valoracién del IFA en el
producto terminado se tuvo en cuenta lo que plantea el anexo N. °1 de las buenas
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précticas para laboratorio de control de medicamentos del Centro para el Control
Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos (Cecmed); con respecto a
la validacién de los métodos analiticos [18].

Esterilidad. Se realiz6 por el método de filtracién por membrana, determindndose el
volumen de lavado a emplear durante la ¢jecucion del ensayo [17]. Se verificé que los
lotes analizados no presentaron crecimiento microbiano en ninguno de los medios
ensayados (cumpliendo la condicién de estéril).

Determinacion de endotoxinas bacterianas. El método empleado fue el del lisado de
amebocitos del Zimulus (LAL) en su variante cromogénica cinética. El limite (no més
que 2,0 UE/mg) aparece reportado en la farmacopea. Se definié la maxima dilucién
valida, se realizé la caracterizacién del producto para definir la dilucién de trabajo y
validar la dilucién seleccionada [17].

Valoracion del IFA (cloruro de succinilcolina) en el producto terminado. Se realizé la
cuantificacién directa del IFA contra una sustancia de referencia. Se consideraron valo-
res adecuados en el rango de 90% a 110,0 % [17]. La evaluacién del desemperio del
método fue realizada por CLAR [18],con una columna de 4 mm x 25 cm, rellena con
material L3, con una velocidad de flujo de aproximadamente 0,75 mL/min y detector
a2l14 nm.

Estudios de estabilidad a los lotes elaborados a escala de laboratorio

Se evalud la estabilidad en vida estante y en condiciones aceleradas de succinilcolina
50 mg/mL (lotes de laboratorio). El estudio de estabilidad se realizé por hasta 150 dfas
[14].

Elaboracién de los lotes a escala piloto

Una vez culminado el estudio de estabilidad de los lotes a escala de laboratorio se pro-
cedié a realizar el escalado de tres lotes pilotos en la planta de produccién con esta
formulacion. Estos se elaboraron cumpliendo con las BPF [15, 16].

Anilisis del producto terminado

A los tres lotes pilotos recién elaborados se les realizaron los ensayos de control de cali-

dad segin la monografia de la farmacopea (USP 38).

Estudios de estabilidad

El estudio de estabilidad de los lotes pilotos se realizé en vida estante a temperaturas de
2a8°C durante 12 meses y en condiciones aceleradas de 25 + 2 °C y humedad relativa
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de 60 + 5% hasta los 6 meses. Los pardmetros evaluados en ambos estudios fueron los
mencionados con anterioridad para los lotes a escala de laboratorio [14].

Lotes industriales

Al culminar los estudios de estabilidad de los lotes pilotos se presentd la solicitud de
inscripcion de la nueva formulacién a la autoridad reguladora nacional (Cecmed),
cumpliendo con los requisitos exigidos en la Regulacién 61 del afio 2012 [19].

REsuLTADOS

En el desarrollo de la formulacién, los resultados de valoracién (contenido del IFA)
y pH de las tres variantes ensayadas durante 30 dias de estudio de estabilidad (vida
estante y acelerada), se mantuvieron dentro de los limites establecidos [17]. La variante
3 en el tiempo de estudio mostrd menos variabilidad en los resultados de pH y conte-
nido de IFA tanto en el estudio realizado en vida estante, como en el estudio acelerado.
Esto se tuvo en cuenta para la seleccion de la variante a emplear en la elaboracién de los
lotes a escala de laboratorio.

Al evaluar las caracteristicas organolépticas, el pH inicial antes del ajuste y luego del
enrase y la carga microbiana; en el control inicial de los lotes de laboratorio, cumplie-
ron con los limites que se especificaron.

En esta etapa se definieron los puntos criticos del proceso tecnoldgico y se estableci6 el
procesamiento aséptico para su elaboracién y la filtracién esterilizante [15].

En la evaluacion del desempeno de las técnicas de andlisis se determiné para realizar
el ensayo de esterilidad del producto succinilcolina 50 mg/mL, un volumen de lavado
de 400 mL de agua peptonada, a una concentracién de 1 g/L [15, 17]. En la deter-
minacién de endotoxinas bacterianas, durante el ensayo de interferencia realizado a
los tres lotes del producto a escala de laboratorio, se determind la dilucién a la cual el
producto no mostraba interferencias con el método de ensayo (dilucién 1/100) [17].
Los ensayos de validez, donde se ret6 la dilucidn de trabajo seleccionada con el reactivo
LAL, mostraron que las muestras ensayadas cumplieron con el limite de endotoxinas
bacterianas establecido (2,0 UE/mg). Se evalué el desempefio del método cromato-
gréfico para la cuantificacién del IFA, de acuerdo con lo establecido en el anexo 1 del
Cecmed: validaciéon de mérodos analiticos. Se fijaron las condiciones cromatograficas

del ensayo [18].
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El estudio de estabilidad (vida de estante y acelerado) realizado a los lotes elaborados
a escala de laboratorio durante 150 dias se muestran en las tablas 1 y 2. Todos los lotes
cumplieron con los limites establecidos para cada ensayo realizado en las condiciones
de temperatura de 2-8 °C. Los lotes almacenados a 25 + 2 °C y 60 + 5% de humedad
relativa también cumplieron con las especificaciones de calidad durante el periodo eva-
luado, segtin se aprecia en la tabla 2. Los resultados obtenidos de los lotes piloto recién
elaborados se muestran en la tabla 3.

Tabla 1. Estudio de estabilidad vida estante de los lotes de laboratorio.

Tiempo | Caracteristicas H IFA® LAL* CP* L.
(dias[; organolépticas (3,8-4,5) (90,0 %-110,0 %) (2,{(1)1;E/ (: 21;) :;:)/ Bt

Lote 1

Cumple 4,0 102,7 0,01 410/ 40 Si

Cumple 41 101,4 - - -

15 Cumple 40 103,5 - - -

21 Cumple 39 103,3 - - -

30 Cumple 3,8 102,1 - - -

150 Cumple 3,9 101,9 - - -
Lote 2

Cumple 4,0 104,6 0,01 201/5 Si

Cumple 3.9 103,1 - - -

15 Cumple 4,0 104,3 - - -

21 Cumple 3,8 103,5 - - -

30 Cumple 3,6 103,3 - - -

150 Cumple 3.7 103,6 - - -
Lote 3

Cumple 4,0 101,7 0,01 107 /10 Si

Cumple 4,0 103,6 - - -

15 Cumple 4,1 103,5 - - -

21 Cumple 39 103,1 - - -

30 Cumple 3.8 103,2 - - -

150 Cumple 3,8 104,6 - - -

*Ingrediente farmacéutico activo,® Lisado de amebocitos del Limulus,  Conteo de particulas.
Caracteristicas organolépticas: liquido transparente ¢ incoloro, libre de particulas visibles.
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Tabla 2. Estudio de estabilidad acelerado de los lotes de laboratorio.

Tiempo | Caracteristicas H IFA® LAL® ol .
(diaS organolépticas (3,8-4,5) (90,0 %-110,0 %) (z’g;E/ (: 21;) ::.:11)/ Ester

Lote 1

0 Cumple 39 99.8 0,01 670/ 40 St

7 Cumple 39 99,7 - - _

15 Cumple 3,6 100,8 - - -

21 Cumple 3,9 100,4 - - -

30 Cumple 3,9 100,0 - - -

150 Cumple 3,6 97.6 _
Lote 2

Cumple 3.8 98,8 0,01 360/10 Si

7 Cumple 3,9 101,9 - - ;

15 Cumple 3.8 100,4 - - -

21 Cumple 3,8 100,4 - - -

30 Cumple 3,8 100,0 - - ;

150 Cumple 3,6 97,9 - - ;
Lote 3

Cumple 3,8 97,3 0,01 304/ 6 Si

Cumple 3,8 99,2 - - _

15 Cumple 3,8 99,2 - - B

21 Cumple 3,8 98,7 - - _

30 Cumple 3,8 97,9 - - B

150 Cumple 3,6 98,7 - - .

*Ingrediente farmacéutico activo,® Lisado de amebocitos del Limulus,  Conteo de particulas.
Caracteristicas organolépticas: liquido transparente ¢ incoloro, libre de particulas visibles.

Una vez concedido el certificado de registro sanitario [20], por el CECMED, vy reali-
zadas las transferencias tecnoldgica y analitica fueron elaborados los tres primeros lotes
a escala industrial, con sus correspondientes controles de calidad y se elaboré el proto-
colo para evaluar la estabilidad de estos.
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Tabla 3. Resultados del control de calidad (lotes pilotos).

Ensayos/lotes 1 2 3
Caracteristicas organolépticas
(liquido transparente e incoloro, libre de particulas Cumple Cumple Cumple
visibles)
CLAR® Cumple Cumple Cumple
Identificacién
CCDP Cumple Cumple Cumple
pH (3.0 - 4.5) 3,7 37 37
Volumen (> 5 mL) 5,4 5,5 5,5
Valoracién (90,0-100,0 %) 99,2 99,9 99,6
> 10 pm (< 6000) 30 35 34
Conteo de particulas
>25 ym (< 600) 0 0 0
Esterilidad Cumple Cumple Cumple
Endotoxinas bacterianas (2,0 UE/mg) 0,15 0,16 0,22

*Cromatografia liquida de alta resolucién, * Cromatografia en capa delgada.

DiscusioON

El TFA cumplié con los requisitos de calidad requeridos para ser utilizado en el disenio
de la formulacién y el proceso tecnoldgico para la fabricacién del producto terminado,
succinilcolina 50 mg/mL.

En los estudios realizados en la etapa de formulacién de las tres variantes se pudo cons-
p p

tatar que en todos los casos cumplieron con los limites establecidos, lo que muestra

que, ni el envase empleado ni los componentes de las formulaciones interfirieron con

los resultados (no influyeron sobre el contenido del firmaco); por lo que se hubiese

podido seleccionar cualquiera de las tres variantes ensayadas.

La formulacién a escala de laboratorio compuesta por el cloruro de succinilcolina
(50 mg/mL), sin preservante y con agua para inyeccién como vehiculo resultd ade-
cuada ya que se obtuvo un producto acorde con las especificaciones de calidad estable-
cidas. Esto permite afirmar que es posible obtener el inyectable en solucién acuosa de
succinilcolina.

Los métodos de andlisis oficiales utilizados resultaron adecuados para el control de
calidad y los estudios de estabilidad del inyectable reformulado. La técnica de anélisis
disenada para la valoracién del contenido del IFA result6 apropiada para el control del
proceso de produccion al ser un mérodo especifico, preciso y exacto. La dilucién de
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trabajo (ensayo de endotoxinas bacterianas) y el volumen de lavado de agua peptona
(ensayo de esterilidad) fueron las condiciones establecidas para la realizacién de los
ensayos de rutina; para la liberacién de los lotes del producto terminado de succinilco-

lina 50 mg/mL [16-18].

Los resultados obtenidos de los lotes a escala piloto, recién elaborados, evidencian que
se trabajé bajo condiciones que garantizaron un estricto cumplimiento de las BPF, esta-
blecidas para la produccién de inyectables [15, 16]. Se logré una tecnologia facilmente
escalable.

El estudio de estabilidad acelerada (seis meses) y la vida estante (veinticuatro meses)
permitieron evaluar la estabilidad fisica, quimica y microbioldgica de la succinilccolina
50 mg/mL [15]. Ademds, de establecer el periodo de validez y las condiciones adecua-
das de almacenamiento del producto en el envase propuesto para su comercializacion.
Con ello, el Cecmed otorgé el registro sanitario de medicamentos [20], con un periodo
de validez de veinticuatro meses. La tecnologia propuesta resulté propicia para elaborar
la formulacién parenteral acuosa de succinilcolina, en la UEB de Laboratorios Liorad

[17].

Los lotes a escala industrial cumplieron con las especificaciones de calidad, fueron
comercializados y distribuidos por el pais, asi se logré la introduccién de este producto
en el cuadro bésico de medicamentos nacional [21].

CONCLUSIONES

Se demostrd la factibilidad de la tecnologfa propuesta para elaborar una formulacién
parenteral en solucién acuosa de succinilcolina 50 mg/mlL, en las condiciones actuales
de la UEB de Laboratorios Liorad y se logré la introduccién de este producto en el
cuadro bésico de medicamentos nacional.
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RESUMEN

Introduccién: diferentes especies de la familia Myristicaceae han sido utilizadas con
fines medicinales, nutricionales e industriales, mostrando ast la importancia y potencial
de la familia en diversos campos. El uso medicinal ha sido primordial por diferentes
comunidades indigenas y ha venido en aumento como alternativa al tratamiento de
enfermedades, por lo cual la investigacidn se estd concentrando en la medicina herbaria
y plantas medicinales, siendo este el primer paso para el desarrollo ¢ innovacién de
fdrmacos. Entre los tipos de farmacos se destacan los inhibidores enzimdticos, que
actian regulando procesos metabdlicos o atacando patégenos. Objetivos: recopilar
informaci6n de la herboristerfa de la familia Myristicaceae que incluya aspectos de
fitoquimica, etnobotanica, usos industriales, actividad bioldgica y determinar posi-
bles metabolitos secundarios que producen inhibicidén enzimdtica y actividad biolé-
gica. Metodologia: la busqueda de informacidn se realizé con articulos cientificos,
libros especializados y tesis de grado. Resultados y conclusiones: se encontr6 que
compuestos fendlicos de tipo: acilfenol, lignano, neolignano, flavonoide, alquenil-
fenol, tocotrienol y 4cido fendlico producen inhibicién enzimdtica. Los compuestos
fendlicos identificados en especies de la familia Myristicaceae son una fuente promi-
soria de metabolitos que producen inhibicién enzimatica. Siendo los metabolitos de
tipo lignanos los que presentaron mayor niimero de estudios de inhibicién enzimatica.
La informaci6n analizada puede servir de base para el desarrollo de investigaciones de
relacién estructura actividad y/o acoplamiento molecular entre metabolitos secunda-

rios y enzimas inhibidas, con especies de la familia Myristicaceae.

Palabras clave: Myristicaceae, actividad enzimatica, compuestos fendlicos.
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SUMMARY

Secondary metabolites of species of the Myristicaceae family that
produce enzymatic inhibition

Introduction: Different species of the Myristicaceae family have been used for
medicinal, nutritional and industrial purposes, showing the importance and poten-
tial of the family in various fields. Medicinal use has been primordial for different
indigenous communities and has been increasing as an alternative for the treatment
of diseases, for which research is concentrating on herbal medicine and medicinal
plants, being this the first step for the development and innovation of pharmaceu-
ticals. Among the types of drugs, enzymatic inhibitors, which act by regulating
metabolic processes or attacking pathogens, stand out. Objectives: To gather infor-
mation on the herbalism of the Myristicaceae family including aspects of phyto-
chemistry, ethnobotany, industrial uses, biological activity and to determine possible
secondary metabolites that produce enzymatic inhibition and biological activity.
Methodology: The search for information was carried out using scientific articles,
specialized books and degree theses. Results and conclusions: Phenolic compounds
of type: acylphenol, lignan, neolignan, flavonoid, alkenylphenol, tocotrienol and
phenolic acid were found to produce enzymatic inhibition. Phenolic compounds
identified in species of the Myristicaceae family are a promising source of metabo-
lites that produce enzymatic inhibition. Lignan-type metabolites were the ones
that presented the greatest number of enzymatic inhibition studies. The informa-
tion analyzed can serve as a basis for the development of research on the structure-
activity relationship and/or molecular coupling between secondary metabolites and

inhibited enzymes, with species of the Myristicaceae family.

Keywords: Myristicaceae, enzymatic activity, phenolic compounds.

REsumo

Metabolitos secundarios isolados de espécies da familia
Myristicaceae que produzem inibi¢ao enzimdtica

Introducio: diferentes espécies da familia Myristicaceae tém sido utilizadas para
fins medicinais, nutricionais e industriais, mostrando a importancia ¢ o potencial da
familia em varios campos. O uso medicinal tem sido de suma importancia para dife-
rentes comunidades indigenas e tem aumentado como alternativa para o tratamento

de doengas, razao pela qual a pesquisa estd se concentrando na medicina herbal
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e plantas medicinais, sendo este o primeiro passo para o desenvolvimento e inovagio
de produtos farmacéuticos. Entre os tipos de drogas estdo os inibidores enzimdticos,
que atuam regulando processos metabdlicos ou atacando patdgenos. Objetivos:
compilar informagdes sobre o herbalismo da familia Myristicaceae, incluindo aspectos
de fitoquimica, etnoboténica, usos industriais, atividade biolégica e determinar possi-
veis metabolitos secunddrios que produzem inibigao enzimdtica e atividade bioldgica.
Metodologia: a busca de informagoes foi realizada utilizando artigos cientificos, livros
especializados e teses de graduagio. Resultados e conclusdes: foram encontrados
compostos fendlicos como: acylphenol, lignan, neolignan, flavonoid, alkenylphenol,
tocotrienol e 4cido fenélico para produzir inibi¢ao enzimética. Os compostos fenélicos
identificados em espécies da familia Myristicaceae sao uma fonte promissora de meta-
bélitos que produzem inibigao enzimdtica. Os metabdlitos do tipo lignano mostraram
o maior numero de estudos de inibi¢ao enzimdtica. As informagdes analisadas podem
servir como base para o desenvolvimento de pesquisas sobre a relagio estrutura-ativi-
dade e/ou acoplamento molecular entre metabolitos secundérios e enzimas inibidas,

com espécies da familia Myristicaceae.

Palabra-chaves: Myristicaceae, atividade enzimatica, compostos fendlicos.

INTRODUCCION

Los productos naturales han sido ampliamente utilizados en el descubrimiento y desa-
rrollo de firmacos, sin embargo, atin hay muchos recursos sin explorar en esta drea,
aproximadamente el 15% de las intervenciones de drogas estdn relacionadas con las
plantas y cerca del 60% de estas fuentes de drogas se concentran solo en diez fami-
lias taxondémicas, la mayoria de medicamentos tradicionales a base de plantas, que son
utilizados por diferentes comunidades, no han sido explorados para obtener medica-
mentos [1]. Diversos firmacos que producen inhibicién enzimdtica especifica son una
de las soluciones més efectivas al tratamiento de enfermedades. De 2006 a 2011 ingre-
saron en el mercado mundial 149 firmacos bioldgicos, 51 de ellos fueron inhibidores
enzimaticos [2].

Entre los diferentes estudios de la familia Myristicaceae que abarcan las actividades
y usos de las especies se destacan los de farmacologia (evaluada cientificamente y en
medicina popular); microbioldgicos y de utilidad en las industrias [3], evidenciando el
potencial de activos farmacoldgicos de la familia. Sus drboles son caracteristicos de las
selvas himedas, como la selva del Amazonas, el 80% de las especies de alli pertenecen al
género Virola e Iryanthera, los cuales inspiraron las primeras investigaciones en el drea
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de la fitoquimica, a causa del uso medicinal que se daba de estas por las comunidades
indigenas [4]. A partir de la importancia descrita, el presente articulo de revision reco-
pila informacién de la herboristeria de la familia Myristicaceae e identifica los posibles
metabolitos secundarios que producen inhibicién enzimdtica y actividad bioldgica.

METODOLOGIA

Se realizd un andlisis cienciométrico de los articulos de la base de datos Scopus rela-
cionados con la familia Myristicaceae para determinar tendencias en torno a esta. Se
observé que hay un niimero significativo de estudios de la familia Myristicaceae en dife-
rentes areas del conocimiento, sin embargo, el nimero de reportes de estudios de inhi-
bicién enzimdtica es reducido. Por lo cual surgié la necesidad de realizar una busqueda
bibliografica que compile informacién de la herboristeria de la familia Myristicaceae,
los estudios reportados de la familia Myristicaceae se enfocaron en la inhibicidon enzimé-
tica producida por metabolitos secundarios y que generan alguna actividad bioldgica.

La busqueda de bibliografia se hizo con libros especializados, tesis de grado desarrolla-
das en el grupo de investigacién y bases de datos como: Scopus, ScienceDirect, SciELO,

Journal of American Chemical Society (ACS), SciFinder y Scival.

En las plataformas se utiliz6 en el motor de busqueda los comandos: MYRISTICA-
CEAE + INHIBITOR/INHIBITION + ENZYME/ENZYMATIC, también en
espaiiol MYRISTICACEAE + INHIBIDOR/INHIBICION + ENZIMA/ENZI-
MATICA. La consulta no se restringié a un tiempo determinado, teniendo en cuenta
que en el andlisis cienciométrico se observaron pocos estudios sobre inhibidores enzi-
maticos presentes en la familia Myristicaceae. Sin embargo, los resultados de la misma
se limitaron a 2017, ano donde se procesé y analizé la informacién.

La informacién se clasificé de acuerdo con los estudios enzimaticos correspondieran a
actividad de inhibicién en especies y extractos de la familia Myristicaceae. La depura-
cién de la informacién se elaboré manualmente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis cienciométrico

En la figura 1 se evidencia que en el afio 1937 hay un documento reportado; a partir de
los afios 70 hay una tendencia de aumento, llegando al maximo en 2013 con 37 docu-
mentos reportados y para 2017 se reportaron 13 trabajos de investigacion.

355



Xiomara Alcjandra Cabrera Martinez, Luis Enrique Cuca Suarez

Figura 1. Documentos publicados de la familia Myristicaceae por afio. Fuente: https://www.sco-

pus.com/Scopus Copyright© 2017.

La figura 2 muestra los reportes de los trabajos realizados sobre inhibicién enzimética
en la familia Myristicaceae. El primer reporte es de 1988, el segundo de 1996, se eviden-
cia un aumento en 2005 alcanzando el punto méximo en el 2011 con 4 documentos, es
destacable que en 2014 y 2017 no se reportaron documentos.

Figura 2. Documentos publicados de estudios de inhibicién enzimatica en la familia Myristicaceae

por afio. Fuente: https://www.scopus.com/Scopus Copyright© 2017.
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Herboristeria familia Myristicaceae

La herboristeria nace de las tradiciones y practicas médicas con plantas, que realiza-
ban las sociedades para prevenir y tratar enfermedades y mejorar la calidad de vida [5].
Abarca el estudio de las plantas y las siguientes disciplinas: morfologfa, taxonomia,
etnobotdnica, fitoquimica, farmacologia, farmacognosia y actividad bioldgica.

Generalidades

La familia Myristicaceae pertenece al grupo de angiospermas, plantas con flores. Com-
prende 21 géneros [6], distribuidos en zonas tropicales y caracteristicos de las selvas
himedas de tierras bajas. Comprende arboles de gran porte. La mayoria tienen follaje
aromatico, con puntos glandulares pequefos y transparentes, al ser cortados sus troncos
exudan una resina de color rojo o amarillento. Poseen flores pequefias de color verde
o blanco, carecen de pétalo, unisexuales en plantas dioicas, frutos de carnosos a coria-
ceos, con una semilla encerrada en un arilo carnoso [7]. Tienen hojas simples, alternas,
disticas o espiraladas, enteras sin estipulas; especies diferenciadas por la diversidad de
tricomas (ramificados, lepidotos, estrellados o dendriticos) [8].

Fitoquimica

Se han identificado metabolitos secundarios de especies de Myristicaceae, los mas
representativos de tipo son: lignanos, neolignanos, flavonoides, terpenos, alcaloides y
compuestos aromaticos.

Lignanos

Se forman por acoplamiento de dos unidades de fenilpropano enlazadas por el atomo
central de sus cadenas laterales. Se dividen en lignanos simples y ciclolignanos, los pri-
meros presentan una unién C-C a través de las posiciones 8 y 8 de sus cadenas laterales
y los ciclolignanos resultan de la formacién de otro enlace adicional C-C, creando un
nuevo anillo [9].

De la especie Virola sebifera se identificaron: diacetato de rac-(84,8’B)-4, 4’-dihi-
droxi-3,3’-dimetoxilignan-9,9™-diil 1, diacetato de rac-(8a,8’3)-4-hidroxi-3-metoxi-3}
4-metilenodioxilignan-9,9’-diil 2, (8R,8'R)-4’-hidroxi-3’-metoxi-3,4-metilenodioxi-
lignan-9,9’-olida (haplomyrfolina) 3 [10]. Y los lignanos furofuranicos (+)-sesamina 4,
(+)-kobusina 5, (+)-eudesmina 6 [11, 12]. Del extracto etandlico de Virola calophylla
se elucid6 otobaeno 7 e hidroxiotoboina 8 [3]; el compuesto ultimo se identific6 en la
especie Osteophloeum sulcatum, de la cual también se aislaron los lignanos: otobafenol
9, acido (-) dihidroguayarético 10, verrucosina 11, rel (7S, 8S, 8'R) -7-hidroxi-3,4-3’4 -
dimetilenodioxi- 8,8"-lignano (saururinol) 12 [13]. De las especies Virola calophylla
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y calophylloidea se identificaron los lignanos: calofina 13, calofilina 14, 4cido meso-
dihidroguayarético 15, y austrobailignano 16 [14].

Figura 3. Lignanos reportados de las especies de la familia Myristicaceae.

Neolignanos

Metabolitos secundarios que comprenden unidades C6-C3 unidos por posiciones
diferentes a las 8-8’ [9]. De la especie Iryanthera ulei se aislaron los neolignanos de tipo
8-O-4-: irianteral 17 y machilina C 18 [15]. De la especie Virola pavonis se identifica-
ron los compuestos 8,4™- oxyneolignano 19, eusiderina E 20 y 4,7-epoxi-8,3’-neolig-
nano, fragransol A 21 [16].
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Figura 4. Neolignanos reportados de las especies de la familia Myristicaceae.

Flavonoides

Metabolitos secundarios formados por dos nucleos fendlicos conectados por tres
unidades de carbono C6-C3-C6. En las especies de la familia Myristicaceae se han
encontrado flavonoides de tipo: chalconas, flavanonas, flavonas, dihidroflavonoles, fla-
vonoles, flavanas, flavan-3-ols, 1,3- diarilpropanos (virolanos), 1,3-diaril-2-propanoles
(virolanoles), dihidrochalconas, isoflavonas y pterocarpanos [17].

Dos chalconas se han sido aisladas de la especie Iryanthera polyneura, diferenciadas
por el grupo metil e hidroxil en el C4, 4,2’4- trihidroxi-3-metoxidihidrochalcona
22, 2’4-dihidroxi- 3,4-dimetoxidihidrochalcona 23. La flavanona pinocembrina,
1-(2°4’-dihidroxifenil)-3-(3"4”-metilendioxifenil )-propano 24 fue aislada de hojas y
raices de Iryanthera polyneura [18] y 7,4 -dimetoxiflavanona 25 se identific6 en la espe-
cie Virola carinata [19].

Flavonas se aislaron de la especie de Virola venosa: 7,4 -dimetoxiflavona 26, 7,4’-dimetoxi-3 -
hidroxiflavona 27, 7,34 -trimetoxiflavona 28, 7-metoxi- 3,4 -metilendioxiflavona 29 [20].

En la especie Iryanthera sagotiana, se identificaron dihidroflavonoles de tipo 3-O-a-L-
ramnosildihidroflavonoles, engeletina 30, astilbina 31, isoengeletina 32, isoastilbina
33y flavonoles3-O-a-L-ramnosilflavonoles, afzelina 34, quercitrina 35 [21].

Flavanas han sido identificadas de las especies Knema autrosiamensis 7-4 -dihidroxi-
3’-metoxiflavana 36 de Virola calophylloidea [22], (+)-4-hidroxi-3}7-dimetoxiflavana
37 (23], de Iryanthera coriacea (+)-3,4’-dihidroxi-5,7-dimetoxiflavana 38 [24], de
Iryanthera grandis 36 y (+)-5,7-dimetoxi-4-hidroxiflavana 39 [25], de Iryanthera
Jjuruensis 2-hidroxi-7-metoxi-4,5" metilendioxiflavana 40 [24], de Iryanthera laevis
7,2’-dihidroxi-6,8-dimetil-4,5-metilendioxiflavana 41, 7,2 -dihidroxi-S,8-dimetil-4,5-
metilendioxiflavana 42, 5,2’-dihidroxi-7-metoxi-6,8-dimetil-4,5’-metilendioxiflavana

43 [26].
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Flavan-3-oles se han aislado de Virola elongata (-) fisetinidol 44 [27] y (-) epicatequina
45 de las semillas de Myristica fragrans [28).

Los compuestos de tipo 1-3-diarilpropanos y 1,3 diaril-2-propanoles fueron encon-
trados principalmente en el género Virola por lo cual se conocen como virolanos y
virolanoles respectivamente [29]. 15 virolanos 46-60 y 3 virolanoles 61, 62, 63 [27].

Las dihidrochalconas 64-67 han sido reportadas en Iryantera sagotiana [21],
68 en I polyneura 18], en I laevis 69, 70 [30]. En el género Virola, se identificod
(%)-a-hidroxidihidrochalcona 71 en las especies ¥ calophylloidea [24] y V. surinamen-
sis [31]. El primer biflavonoide 3}3””-bis-2,4,6 - Trihidroxi-4-metoxidihidrochalcona
72, de la familia Myristicaceae se aisl6 de las hojas de Iryanthera sagotiana [21].

En este grupo se destacan, unos tipos de compuestos complejos de hidrochalconas,
conocido como Iryanterinas identificadas exclusivamente en especies del género
Iryanthera, diferenciadas por unaletradela A ala]. Dela especie I laevis se identifica-
ron 73-A, 74-B, 75-C, 76-D, 77-E [30], [32] de L. paraensis 78-F [33] en I grandis se
identificaron 79-G, 80-H, 81-1, 82-] [34].

Los flavonoides de tipo isoflavonas son también caracteristicos de la familia Myristica-
ceae, se han identificado en diferentes especies del género Virola, Knema, Otoba, Pyc-
nantus [17]. De la especie V. caducifolia se aislaron: 5,7-dihidroxi-4’-metoxiisoflavona
(biochanina) 83, S, 7,2-trihidroxi-4’metoxiisoflavona 84, 5,7-dihidroxi-2’4’-dime-
toxiisoflavona 85 [35]; en la especie V. surinamensis se elucido 83, 7-hidroxi-4’-metoxi
isoflavona 86, 2’-hidroxi-7,4-dimetoxiisoflavona 89 [31]; en V. carinata 7,2 -dihidroxi-
4’metoxi isoflavona 87, 5,7,4-trihidroxi isoflavona 88, 5,4’-dihidroxi-7-metoxiisofla-
vona 90 [36]; de la especie V. surinamensis se identific6 5,7-dihidroxi-4,6-dimetoxi
isoflavona 91 [37]; en Knema glomerata se aisl6 el compuesto 92 [38].

De las hojas de Osteophloeum platyspermum se aislaron dos pterocarpanos, (+)-3-dime-
tilhomopterocarpina conocida también como medicarpina 93 y (+)-maackiaina 94 [39].
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Figura 5. Flavonoides reportados de las especies de la familia Myristicaceae.
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Aceites esenciales

Los aceites esenciales estin constituidos por una variedad de compuestos quimicos
volatiles, principalmente terpenos, asi como compuestos aromdticos y aliféticos. En
el aceite esencial de los frutos de Iryanthera ulei se determinaron compuestos de tipo
sesquiterpeno, se destacaron: o-muurolol 95, espatulenol 96 a-cadinol 97, guaiol
98, oplopanone 99, 1,10-diepicubenol 100 y limoneno 101 [40]. De las hojas de
Osteophloeum platyspermum se identificaron cincuenta terpenos de los cuales 44%
correspondieron a monoterpenos y 56% a sesquiterpenos, los principales compuestos
aislados de este estudio fueron 101, f-pineno 102 y a-pineno 103 [41]. De la especie
Virola calophylla se determinaron los compuestos Vainillina 104, Safrol 105 y Metil-
parabeno 106 [3].

Figura 6. Aceites esenciales reportados de las especies de la familia Myristicaceae.
Alcaloides

De la especie Virola theidora, se identificaron los alcaloides: 2-metil-tetrahidroharmina

107, N-metiltriptamina 108, N,N-Dimetiltriptamina 109, 5-metoxi-N-metiltriptamina
110, 5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina 111, 2-metil-1,2,3,4-tetrahidro-B-carbolina 112,
2-metil-6-metoxi-1,2,3,4-tetrahidro-f-carbolina 113; en Virola calophylla 108, 109,
111; en Virola rufula 108, 109, 110, 113; en Virola multinervia y Virola venosa 109,
111 [42].
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Figura 7. Alcaloides reportados de las especies de la familia Myristicaceae.

Etnobotinica

Especies de la familia Myristicaceae son utilizadas en medicina popular, generalmente,
en forma de infusiones, decocciones y cataplasmas, para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales, infecciones y enfermedades de la piel entre otros usos. En la tabla 1
se presenta informacion etnobotdnica de algunas especies de la familia Myristicaceae.

Tabla 1. Informacién etnobotdnica de algunas especies de la familia Myristicaceae.

Especie Usos Organo Ref.
Horsfieldia Infecciones intestinales. Hojas, corteza 43]
irya Llagas y granos. Corteza
Virola Los indigenas de la Amazonria color?biana usan / 3]
calophylla prepara.dos en forma fie rapé, conocido como .yakee, para Corteza [14]

producir efectos alucindgenos o como narcético.
Virola michelli | Enfermedades de la piel. Hojas [44]
Utilizada para aliviar los trastornos gastricos-
Virola oleifera | intestinales, como antiinflamatorio, cicatrizante, para Hojas [45]
estimular la memoria y la inteligencia cerebral.
VW,Olﬂ . Ulcera, gastritis, inflamacién estomacal y cdncer. Corteza [46]
surinamensis
Ulcera, hemorroides, potenciador de la memoria y anti- Hojas
envejecimiento [47]
Pycnantus Ictericia, tuberculosis. Tallo
angolensis Utilizada para el tratamiento de la malaria y las fiebres. Corteza, hojas | [48]
Dolor de muelas, dolor de cabeza, dolor de garganta,
tlceras y heridas. Corteza [49]
Iyanthera Se conoce en el Caquetd como “Qt(iba” 0 “Kimo” y en
Lnevis San Martiin (Meta) como “Mamita”, donde comen el Fruto (30]
arilo del fruto en forma de un preparado azucarado.
Iryanthera Se utiliza tradicionalmente para tratar diarrea, Fruto [40]
ulei infecciones orales, malaria y anemia.
(Continiia)
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Especie Usos Organo Ref.
o Se utiliza como un gargarismo para las enfermedades Corteza, tallo,
Myristica . , . .
. bucales y varias partes del arbol se utilizan como hojas (50]
dactyloides o .
medicina en el tratamiento del ganado.
Myristica Esc:«xl'ofrios, fiebre, reumatismo, bronquitis, dolor Semillas, nuez | [S1]
fragrans toracico.
Actividad biolégica

La tabla 2 muestra informacién respecto a algunos estudios reportados de diferentes
actividades bioldgicas de algunas de las especies de la familia Myristicaceae.

Tabla 2. Informacién sobre actividad bioldgica de algunas especies de Myristicaceae.

Actividad Especie Organo Ref.
o ) Iryanthera ulei Fruto [40]
Antimicrobiana X .
Virola calophylla Hojas (3]
Antifiingica Vz:rola 0leziﬁ’m , Ar{los [52]
Virola surinamensis Raices [31]
o Myristica malabarica Fruto [53]
Antioxidante o -
Myristica mdxima Corteza [54]
Antiinflamatoria Virola michelli Hojas [44]
Virol, 2 Hoj
Antileishmanial z‘ro dpavfznzs : o].as [55]
Virola surinamensis Hojas
Antiulcerogénica Virola surinamensis Resina [46]
Actn{ldades Antinociceptivas Pycnantus angolensis Corteza del tallo [49]
y antiulcerosas
Antiplasmodial .
Antimalaria Pycnantus angolensis Corteza del tallo [48]

Usos industriales

El uso primario de las Miristiciceas es maderable. Las especies llamadas cudngares
o castanos son explotadas para madera de aserrio, extracciéon de pulpa de papel, en
industrias locales para la elaboracién de palos y cajas. Como fuente de alimento para
comunidades rurales o para comunidades indigenas. El drbol de Myristica fragrans se
cultiva principalmente por su semilla, conocida como “nuez moscada’, la cual es utili-
zada como condimento. La pulpa del fruto es usada en la elaboracion de jugos, jaleas,
etc. [56]. Con la especie Virola sebifera se fabrican jabones de tocador y manteca para
el cabello por su alto contenido de grasas como los compuestos trimiristina y laurodi-
miristina [10].

365



Xiomara Alcjandra Cabrera Martinez, Luis Enrique Cuca Suarez

Estudios reportados de inhibicion enzimdtica de especies de la familia Myristicaceae

Se obtuvo un total de 33 estudios reportados y dos patentes sobre inhibicién enzima-
tica de especies de la familia Myristicaceae. En la tabla 3 se muestra los reportes encon-
trados por especie, indicando la enzima potencialmente inhibida, estudios de actividad
biolégica, el pais donde se desarrolld, el érgano que fue estudiado, compuestos aisla-
dos o extractos evaluados, las referencias bibliogréficas. Posteriormente, en la tabla 4 se
muestra las descripciones de las patentes encontradas.

Tabla 3. Estudios reportados de inhibicién enzimatica de metabolitos o extractos de especies de la

familia Myristicaceae.

SP. | Enzima | Actividad | Pais | Organo Compuestos/extractos

a-glucosidasa [57]
Tailandia
Corteza

Horsfieldia macrobotrys
Antioxidante, antidiabética

Extracto de cloroformo,
extracto de acetato de etilo

H. superba
Acetilcolinesterasa
(58]
Malasia
Corteza

Antioxidante
Brasil
Hojas, semillas

Iryanthera juruensis
Ciclooxigenasas (COX-1 -2) [59]

(Continiia)
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Compuestos/extractos

Extracto etandlico

Acido meso-dihidroguaiaretico 15
Otobafenol 9

Malabaricona B 140
Malabaricona C 141

Extracto metandlico
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Tabla 4. Patentes de compuestos o extractos que presentan inhibicion enzimdtica identificado en

especies de la familia Myristicaceae.

Patente Descripcion Enzima Pais Ref.

Se refiere a la prevencién y el
tratamiento de enfermedades y
afecciones mediadas por enzimas
binucleares. Se incluyen nuevas
composiciones compuestas por uno
o mds diarilalcano(s); que pueden
US 20050267047 | aislarse de una o més fuentes vegetales, Estados
A120051201 | entre estos, especies de la familia Tirosinasa Unidos [89]
Myristicaceae, o pueden obtenerse
por sintesis orgdnica. Incluye métodos
para aislar los compuestos de una
fuente natural, para sintetizar y
un método para prevenir y tratar
la sobreproduccién de melaninay
enfermedades y afecciones de la piel.

Hace referencia a un inhibidor de
la colagenasa como agente de la
enfermedad antiperiodontal. El
extracto de Myristica argéntea de
la familia Myristicaceae produce
inhibicién contra la colagenasa
JP 2004002268 | producida por Porphyromonas

A 20040108 gingivalis, una bacteria
periodontopatégena. El producto
tiene un efecto inhibidor sobre la
colagenasa generada por el patégeno
de la enfermedad periodontal, y
puede usarse para prevenir y tratar la

Colagenasa Japén [90]

enfermedad periodontal.

CONCLUSIONES

Los compuestos fendlicos son una fuente promisoria de metabolitos que producen
inhibicién enzimdtica de tipo: acilfenol, lignano, neolignano, flavonoide, alquenilfe-
nol, tocotrienol y 4cido fendlico. Los que presentaron mayor niimero de estudios de
inhibicién enzimdtica fueron metabolitos lignano. Los reportes encontrados mostra-
ron el mayor resultado para la actividad antioxidante, estableciendo relacion con los
compuestos fendlicos que actiian como coadyuvante en dicha actividad. Se encontré
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reportes de inhibicidon enzimdtica para 24 enzimas de tipos transferasa, hidrolasa y oxi-

dorreductasa. Los érganelos que presentaron mayor niimero de estudios reportados

fueron las semillas, que corresponde de igual manera a la especie Myristica fragrans.

Y los paises donde se llevaron a cabo los estudios reportados corresponden a Malasia,
Estados Unidos y Corea.
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SUMMARY

Introduction: Non-specific intravenous human immunoglobulin (IVIG) is a valuable
therapeutic resource in specific pathologies, however, there are pathological conditions
for which there is not yet a defined therapeutic strategy and due to similarity or biolog-
ical plausibility, some prescribers end up using it. Aim: To identify the indications for
which IVIG has been prescribed in the HUS, Methodology: A descriptive observa-
tional cross-sectional study was performed with retrospective collection of informa-
tion between January 1, 2017, and December 31, 2019. Materials and methods: 180
medical records were reviewed, demographic characterization of the study, clinical and
pharmacological population of patients who have been prescribed at least one dose of
immunoglobulin. In addition, the indications proposed in the clinical history were
compared with the indications approved by regulatory authority (Invima). Results: It
was determined that the population with the highest predominance to which IVIG
was prescribed in the HUS, were women in young adulthood. Likewise, the use of
IVIG presented a higher frequency in patients with idiopathic purple thrombocyto-
penia (ITP), Guillain-Barré Syndrome (GBS), Systemic Lupus Erythematosus (SLE)
and neonatal jaundice due to other existing hemolysis specified as main diagnoses. The
indications for which there is an Invima approval are nonspecific, which means that
there is no defined therapeutic strategy with IVIG and therefore that prescribers for

similarity or biological plausibility turn out to be using it, for uses not indicated in the
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sanitary registry (UNIRS), which represented 71 % of indications for which IVIG was
prescribed in HUS. Conclusion: The indications for the most prescription with IVIG
were idiopathic purple thrombocytopenia (ITP) and Guillain-Barré syndrome (GBS).
The non-prescribed use of IVIG in this study reached a figure of 71%.

Keywords: Non-specific intravenous human immunoglobulin (IVIG), drug utiliza-

tion, off-label use.

RESUMEN

Estudio de utilizacién de Inmunoglobulina Humana Normal
IGIV en el Hospital Universitario de la Samaritana durante
el periodo de 2017-2019

Introduccién: la inmunoglobulina humana intravenosa inespecifica (IGIV) es un
valioso recurso terapéutico en patologias especificas, sin embargo, existen condiciones
patoldgicas para las que ain no existe una estrategia terapéutica definida y por simi-
litud o plausibilidad bioldgica algunos prescriptores terminan usindola. Objetivo:
identificar las indicaciones para las cuales se ha prescrito inmunoglobulina humana
inespecifica intravenosa (IGIV) en el HUS. Metodologia: se realizé un estudio obser-
vacional descriptivo de corte transversal con recoleccién retrospectiva de la informa-
ci6n entre enero 1 de 2017 hasta diciembre 31 de 2019. Materiales y métodos: se
revisaron 180 historias clinicas, de pacientes a quienes se les prescribié al menos una
dosis de inmunoglobulina, se realizé una caracterizacion demogréfica, clinica y farma-
coldgica de la poblacidn estudio. Ademds, se comparé las indicaciones descritas en
la historia clinica con las indicaciones aprobadas por el Invima. Resultados: se iden-
tificé a mujeres adultas jévenes como poblacién a quienes se le prescribié IGIV con
mayor frecuencia. Asimismo, las indicaciones para la que se prescribe IGIV con mayor
frecuencia fueron la purpura trombocitopenia idiopatica (PTT), sindrome de Guillain-
Barré (SGB), lupus eritematoso sistémico (LES) e ictericia neonatal debida a otras
hemolisis existentes. Las indicaciones aprobadas por la agencia regulatoria colombiana
(Invima) son inespecificas por lo que el uso de la IGIV es prescrito ya sea por similicud
o plausibilidad bioldgica, lo cual puede explicar el uso no prescrito que en este estudio
alcanzé la cifra del 71%. Conclusién: las indicaciones de mayor prescripcién con IGIV
fue purpura trombocitopenia idiopética (PTT) y sindrome de Guillain-Barré (SGB).

El uso no prescrito de IGIV en este estudio alcanzo la cifra del 71%.

Palabras clave: Inmunoglobulina humana inespecifica intravenosa (IGIV), utiliza-

cién de medicamentos, uso fuera de lo indicado.
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REsuMmoO

Estudo de utilizagao de Imunoglobulina Humana Intravenosa
Inespecifica (IGIV) no Hospital Universitdrio da Samaritana
(HUS) durante o periodo 2017-2019

Introdugdo: a imunoglobulina humana intravenosa inespecifica (IGIV) ¢ um
recurso terapéutico valioso em patologias especificas, porém existem condigoes
patoldgicas para as quais ainda nio h4 estratégia terapéutica definida e¢ devido 2
semelhanca ou plausibilidade bioldgica alguns prescritores acabam por indica-la.
Objetivo: identificar as indicagdes para as quais a imunoglobulina humana intra-
venosa inespecifica (IGIV) foi prescrita no HUS. Metodologia: foi realizado um
estudo observacional transversal descritivo com coleta retrospectiva de informagoes
entre 1° de janeiro de 2017 e 31 de dezembro de 2019. Materiais ¢ métodos: foram
revisados 180 prontudrios de pacientes que receberam prescri¢io de pelo menos
uma dose de imunoglobulina, foi realizada uma caracterizagao demogrifica, clinica e
farmacoldgica da populagio em estudo. Além disso, as indicagdes descritas no pron-
tudrio foram comparadas com as indicagdes aprovadas pelo Invima. Resultados:
mulheres adultas jovens foram identificadas como a populagio que recebeu IGIV
com maior frequéncia. Da mesma forma, as indicagoes para as quais a IGIV foi mais
freqiientemente prescrita foram trombocitopenia roxa idiopatica (PTI), sindrome
de Guillain-Barré (SGB), ltpus eritematoso sistémico (LES) e ictericia neonatal
devido a outras hemdlises existentes. As indicacdes aprovadas pela agéncia reguladora
colombiana (Invima) sdo inespecificas, portanto o uso de IGIV ¢ prescrito seja por
semelhanca ou plausibilidade bioldgica, o que pode explicar o uso off label, que neste
estudo atingiu a cifra de 71%. Conclusao: as indicagdes para a maior prescri¢io de
IGIV foram a trombocitopenia roxa idiopética (PT1) e a sindrome de Guillain-Barré

(SGB). O uso off label de IGIV neste estudo atingiu a cifra de 71%.

Palavras-chave: Imunoglobulina humana inespecifica intravenosa (IVIG), uso de

medicamentos, uso off-label.

INTRODUCTION

Non-specific intravenous human immunoglobulin (IVIG) is a valuable therapeutic
resource in pathologies such as primary and secondary immunodeficiencies, autoim-
mune diseases, neurological disorders, infections, transplants, and others in which its
efficacy has been demonstrated [1]. However, there are pathological conditions for

388



Use of IVIG Normal Human Immunoglobulin in a university hospital

which there is not yet a defined therapeutic strategy and due to similarity or biological
plausibility some prescribers end up using it. Currently in Colombia, the Food and
Drug Surveillance Institute (Invima by its initials in Spanish) has approved 39 regis-
tries in force or in the process of renewal and it is indicated for the replacement treat-
ment in primary immunodeficiency, secondary immunodeficiency, congenital HIV,
hypogammaglobulinemia (< 4 g/L) in patients after allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation and immunomodulation: Primary immune thrombocytopenia, Guil-
lain Barré syndrome, and Kawasaki disease [2].

IVIG is a derivative of plasma from healthy donors, composed mainly of human immu-
noglobulin G (IgG), with small amounts of IgA and IgM. Being a group of different
donors, it guarantees a diversified collection of antibodies with variable antigen bind-
ing regions. All samples are tested mainly for human immunodeficiency virus (HIV),
hepatitis B, and hepatitis C [3]. IVIG is currently used to provide immediate passive
immunity after suspected exposure to an organism for which there is no active immu-
nization or if there is an inappropriate time to develop active immunization, and as
replacement therapy for patients with antibody deficiencies. It has also been used
successfully to treat immune thrombocytopenic purpura (ITP), Kawasaki syndrome
(mucocutaneous lymph node syndrome), and chronic demyelinating inflammatory
polyneuropathies (PDIC). [4] The therapeutic doses used vary from substitute doses
(200-400 mg/kg weight) in immunodeficiencies; up to high doses (1-2 g/kg of weight)
in autoimmune or inflammatory diseases [5]. The most common adverse reactions to
IVIG are thrombocytopenia, hypersensitivity reactions, acute renal failure, increased
serum viscosity, and hyponatremia. Discontinuation of IVIG treatment has resulted in
remission of aseptic meningitis syndrome (AMS) [6].

Grouped heterogeneous IgG in IVIG provides many antibodies capable of opsonization
and neutralization of infectious agents, as well as complement activation. Fc fragment
of IgG molecule allows the molecule to interact through the Fc-gamma receptor in B
cells and other cells of the phagocytic system. Fc fragment also interacts with plasma Fe-
binding proteins. This interaction is essential for the activation of the complement and
the elimination of microorganisms. In states of immunomodulatory and anti-inflam-
matory disease, it is believed that the Fc fragment of IgG and the Fc-gamma receptors
on target cells, cells of the phagocytic system, interact to enhance or negatively regu-
late inflammatory and immune responses. In autoimmune cytopenia and inflammatory
neurological disorders, blocking of Fc-gamma receptors in macrophages blocks the
elimination of opsonized target cells and suppresses antibody-dependent cellular cyto-
toxicity, respectively. Inmunoglobulins can also modulate the inflammatory response
by preventing tissue damage mediated by the complement and regulating the induc-
tion of anti-inflammatory cytokines and cytokine antagonists. The immunomodulatory
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response may be facilitated by the immunoregulatory effects of antidiotypic antibodies
on B cells and autoantibodies, regulation of T helper cell production, and apoptosis of
gene expression in the immune system [4, 5].

The improvement in the IVIG production parameters, according to the purity criteria
required by the WHO, has been one of the factors that contributes to an increase in its
clinical use despite the limited number of authorized indications [5]. However, in the
country there is limited information about the profile of the IgG use that identifies the
conditions under which it is opting for its selection. A search in the different electronic
databases Science Direct, Medline, PubMed, Clinical key and up-to-date, only found
a practical clinical guide for intravenous use of immunoglobulin (IVIG) published in
a Mexican journal by a group of experts from different institutions [1]. A report was
found related with the budgetary impact of the IVIG use carried out by several entities
of the Colombian government [7] and, finally, other efficacy and safety studies, which
supports the limited information on the use profile.

From the last report by Invima (February 2020) about the risk of shortage of immu-
noglobulin solution for injection, influenced by local over-demand (monthly con-
sumption: 11000 units. SISMED, 2019) [8], added to the increase in consumption
of high-cost drugs in Colombia [9], the high price per unit (about COP $ 700698),
the high value that La Samaritana University Hospital has invested in its acquisition
in the last three years (about COP $ 3522863 045), and, as there is a limited number
of authorized indications for which a clinical use of IVIG is made. It is necessary to
study the behavior in the prescription of this medicine so that an overview of its use
is obtained.

METHODOLOGY

Descriptive observational cross-sectional study with retrospective collection of infor-
mation was performed from January 1, 2017, to December 31,2019. The present study
was carried out over a period of three years (time point) in order to obtain an adequate
sample size, which was analyzed in a single period of three years. It is not considered a
longitudinal design since a temporal sequence was not established.

The study included all the medical records of patients who were prescribed at least one
dose of IVIG during the study period and excluded those where it was not possible to
obtain the weight of the patient. A demographic characterization of the population
—clinical and pharmacological— was performed, and the indications proposed in
the medical record were compared with the indications approved by Invima described
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in table 1. Coding and classification of diagnoses and comorbidities were used in the

ICD-10 manual provided by WHO.

Table 1. Collection of Invima indications about IVIG.

Therapeutic objective Indication

Primary humoral immunodeficiencies.
Secondary immunodeficiency.
Congenital Hypogammaglobulinemia.
Replacement or Congenital Agammaglobulinemia.
substitution therapy Hypogammaglobulinemia (<4 g/ 1)
in patients after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation .
Common variable immunodeficiency.
Severe combined immunodeficency.

Idiopathic thrombocytopenic purpura.

Guillain-Barré syndrome.

Kawasaki disease.

Immunomodulation Immune thrombocytopenia.

Congenital AIDS.

Chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy.
Multiple relapse.

Wiskott-Aldrich syndrome.

Myeloma or chronic lymphocytic leukemia with severe secondary

Oth hypogammaglobulinemia and recurrent infections.
ers

Correct your platelet count before surgery.
Postpartum remission.

Adjuvant in the management of multifocal motor neuropathy.

For the analysis, the statistical tools of the Microsoft Excel® electronic sheet were
used. Frequencies were estimated from the different quantitative and qualitative vari-
ables that were described in tables and percentage terms. The use of patient infor-
mation was approved for etic committee in research according to the record of the
meeting 04-2020.

REsuLTS

Information was obtained from 182 medical records, two were discarded because
of the lack of information on their weight made it impossible to determine the dose
(g/kg/day). Due to the wide age range, the population was described according to the
classification by stages of development: IVIG was prescribed to people in early child-
hood (0-5 years), adolescence (12-17 years), early adulthood (18-40 years), middle
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adulthood (41-60 years) and late adulthood (61 years and older). The proportion of
women was higher representing 56% (100/180). The use was predominant in women
in early adulthood representing 27.8% (50/180). Other results can be found in figure 1.

Population pyramid

61-83 1 21 16
41-60 1 19 27
18-40 r 33 50 Man
12-17 02 Woman
06-11 | 0
00-05 7 15

-40 -20 0 20 40 60

Figure 1. Population pyramid of IVIG prescription at HUS.

The diagnosis compilation, according to ICD-10, can be seen in table 2, where most of
the indications are grouped in diseases of the blood, hematopoietic organs and other
disorders that affect the mechanism of immunity and diseases of the nervous system,
mainly idiopathic thrombocytopenic purpura (ITP) and Guillain-Barre syndrome
(GBS), which could be determined by defining the number of patients by disease and

individualized diagnosis.

Table 2. Main diagnosis according to the international statistical classification of diseases and pro-
blems related to health (ICD-10) -WHO.

N.° N.°
Category Tittle Code Diagnosis Patients/ | Patients/
DX | Category
Certain infectious A419 Sepsis, unspeciﬁed 1
A00-B99 | and parasitic dis- B24X Unspecified human immunodefi- 1 2
eases ciency virus [HIV] disease
(Continued)
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N.° N.°
Category Tittle Code Diagnosis Patients/ | Patients/
DX Category
C845 Other mature T/NK-cell 1
lymphomas
C00-D48 Neoplasms C900 Multiple myeloma 1 3
D469 Myelodysplastl.c syndrome, I
unspecified
D693 Idiopathic thrombocytopenic )1
purpura
D696 | Thrombocytopenia, unspecified 13
D591 Other autoimmune haemolytic 10
anaemias
D695 | Secondary thrombocytopenia 6
D649 Anaemia, unspecified
D800 Heredltary‘ ‘ 5
hypogammaglobulinaemia
D694 | Other primary thrombocytopenia 5
Other acquired haemolytic
Diseases D598 anaemias 2
of the blood and Heredi b ot :
blood-forming | D589 ereditary acmo ytic anaemia, 5
DS0-Dg9 | O8NS and certain unspecified 78
; disorders D648 Other specified anaemias 2
involving the ;
' g D594 Other nonfautmmm.une 1
Immune haemolytic anaemias
mechanism . .
Drug-induced autoimmune
D590 . . 1
haemolytic anaemia
DG8S Other specified coagulation ]
defects
D838 Oicr common. Varl.able ]
immunodeficiencies
D588 Other spec1ﬁed hereqltary 1
haemolytic anaemias
D729 Disorder of wthe blood cells, ]
unspecified
D510 V1tam1f1 B.12 .dcﬁaency anaemia ]
due to intrinsic factor deficiency
(Continued)
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N.° N.°
Category Tittle Code Diagnosis Patients/ | Patients/
DX | Category
G610 Guillain-Barré syndrome 33
G619 Inflammatory po'lyneuropathy, 4
unspecified
Inflammatory myopathy, not
G724 elsewhere classified 3
G700 Myasthenia gravis 3
G629 Polyneuropathy, unspecified
G729 Myopathy, unspecified 3
G00-G89 Diseases of the G048 Other encephalitis, m}fc-lms, and ) 58
nervous system encephalomyelitis
G370 Diffuse sclerosis 2
G628 | Other specified polyneuropathies 1
G049 Encephahtls,'n'lyehtls, ar}d 1
encephalomyelitis, unspecified
G728 Other specified myopathies 1
G588 Other spec1ﬁe<% I
mononeuropathies
G731 Lambert-Eaton syndrome 1
Diseases of the Sensorineural hearing loss,
H903 . 1
H60-H9S | ear and mastoid bilateral 2
process H814 Vertigo of central origin 1
K00-K93 D1sea‘ses of the K922 Gastrointestinal baemorrhage, 5 5
digestive system unspecified
L1100 Pemphigus vulgaris
L512 | Toxic epidermal necrolysis [Lyell] 2
Diseases of G liged ski vion duc ¢
he ski eneralized skin eruption due to
100-L99 the skin and L270 drugs and medicaments 1 8
subcutaneous
tissue Loss Other specified disorders of skin I
and subcutaneous tissue
L102 Pemphigus foliaceus 1
(Continued)
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N.° N.°
Category Tittle Code Diagnosis Patients/ | Patients/
DX | Category
M329 Systemic lupus erythematosus, g
Diseases of the unspecified
musculoskeletal Systemic lupus erythematosus
M00-M99 system and M321 with organ or system involvement > 15
connective tissue | M609 Myositis, unspecified 1
M331 Another dermatomyositis 1
Diseases of the . .
NOO-N99 | genitourinary | N939 Abnormal' uterine anc'i vaginal ] ]
system bleeding, unspecified
Ps8s Neonatal jaundice due to other 4
specified excessive haemolysis
590 Neonatal jaundice associated with 5
Certa preterm delivery
Conzrit;lor;s 559 Haemolytic disease of fetus and ]
P00-P96 . newborn, unspecified 10
originating in the : '
perinatal period P59 Neonatal jaundice due to ]
excessive haemolysis, unspecified
Neonatal jaundice from other
P98 specified causes !
P599 | Neonatal jaundice, unspecified 1
Symptoms, signs
and abnormal
RO0-R9g | Clinical and labo- |1 1 Dysphagia 1 1

ratory findings,
not elsewhere

classified

The most frequent indication in 2017 was GBS, followed by ITP, unspecified throm-
bocytopenia, secondary thrombocytopenia, and systemic lupus erythematosus (SLE).
In 2018, GBS also predominated, followed by other autoimmune hemolytic anemias,

unspecified thrombocytopenia, inflammatory polyneuropathy, neonatal jaundice due

to other excessive hemolysis, and ITP. Finally, in 2019, there was a variation in which

I'TP was the main diagnosis, continued by GBS, hereditary hypogammaglobulinemia,

myopathy, other autoimmune hemolytic anemias and SLE.

395



Lizeth Daniela Qliiroga Robayo, Ménica Patricia Montafio Avila, José Julidn Lépez Gutiérrez

The service where most IVIG prescriptions appeared was hospitalization with 54%
(98/180), followed by the emergency service with 46% (82/180). Regarding the
medical specialty, the internist was identified as the highest IVIG prescriber with 28%
(51/180) followed by the hematologist with 27% (50/180), and the one who pre-
scribed the least frequently was the general surgeon with 0.5% (1/180).

Regarding the comorbidities, they were absent in 24% (38/180) of the patients, 35%
(56/180) presented a comorbidity, 28% (46/180) presented two comorbidities, and
13% (20/180) presented three comorbidities. The most frequent pathological condition
was SLE, followed by unspecified polyneuropathy. As the second comorbidity, the most
prevalent was essential (primary) hypertension, followed by unspecified thrombocyto-

penia. Dysphagia was identified as the third comorbidity, followed by unspecified sepsis.

Table 3 shows the different doses prescribed as well as the number of patients who were
under this management plan. The most frequently prescribed dose was 1 g/kg/day for
2 days, followed by 0.4 g/kg/day for S days and 1 g/kg/day for 3 days.

Table 3. Dose in which IVIG was prescribed.

Dose (g/kg/dia) Time (days) Patients
2 75
1 3 12
5 1
1 1
2 1
2 3 1
5 5
1.5 1
0.2 5 1
0.4 ! °
5 73
1 2
0.5 2 1
1.5 1

The most frequent diagnosis for the dose of 1 g/kg/day for 2 days was I'TP, followed
by unspecified thrombocytopenia and other autoimmune hemolytic anemias. For 0.4

g/kg/day in 5 days it was GBS, followed by SLE and inflammatory polyneuropathy.
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Finally, for the dose of 1 g/kg/day in 3 days, the indication of greater prevalence was
also ITP, followed by SLE and unspecified thrombocytopenia, however, it should be
mentioned that this last dose was the most widely used in the early childhood popula-
tion, particularly neonates.

Regarding concomitant medication, it was identified that 5% (9/180) of the patients
have IVIG as the only treatment, 24% (43/180) have prescribed an additional medica-
tion to IVIG, 25% (45/180) have prescribed two concomitant medications and lastly
46% (83/180) consume three additional medications to IVIG. The most frequently
medicine used concomitantly are corticosteroids (methylprednisolone, prednisone,
and prednisolone) followed by chloroquine, folic acid, and azathioprine.

Regarding the agreement with the Invima indications, table 4 shows that 29% (16/55)
of the diagnoses for which IVIG was prescribed is in accordance with the approval
of this regulatory entity and 71% (39/55) are off label uses, which in Colombia are
known as Uses not indicated in the Sanitary Registry (UNIRS).

Table 4. Invima approval (yes / no) of the diagnoses in which IVIG was prescribed.

) Approval Invima
Diagnoses

Yes No

Guillain-Barré syndrome X

Idiopathic thrombocytopenic purpura X
Thrombocytopenia, unspecified X
Other autoimmune haemolytic anaemias X
Systemic lupus erythematosus, unspecified X
Secondary thrombocytopenia X

Hereditary hypogammaglobulinaemia X
Systemic lupus erythematosus with organ or system involvement X
Anaemia, unspecified X

Other primary thrombocytopenia X
Neonatal jaundice due to other specified excessive haemolysis X

Inflammatory polyneuropathy, unspecified X
Myasthenia gravis X
Pemphigus vulgaris X
Inflammatory myopathy, not elsewhere classified X
Polyneuropathy, unspecified X

(Continued)
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Diagnoses

Approval Invima

Yes

No

Myopathy, unspecified

Diffuse sclerosis

Neonatal jaundice associated with preterm delivery

Other acquired haemolytic anaemias

iR R S

Gastrointestinal haemorrhage, unspecified

>

Other encephalitis, myelitis and encephalomyelitis

>

Toxic epidermal necrolysis [Lyell]

<

Hereditary haemolytic anaemia, unspecified

Other specified anaemias

Other mature T/NK-cell lymphomas

Lambert-Eaton syndrome

RO KX

Unspecified human immunodeficiency virus [HIV] disease

=

Sensorineural hearing loss, bilateral

>

Vitamin B12 deficiency anaemia due to intrinsic factor deficiency

Dysphagia

Pemphigus foliaceus

Encephalitis, myelitis, and encephalomyelitis, unspecified

Drug-induced autoimmune haemolytic anaemia

Neonatal jaundice due to excessive haemolysis, unspecified

KKK KX

Myelodysplastic syndrome, unspecified

Other specified hereditary haemolytic anaemias

Vertigo of central origin

Other nonautoimmune haemolytic anaemias

Other specified disorders of skin and subcutaneous tissue

Other dermatomyositis

Neonatal jaundice, unspecified

Haemolytic disease of fetus and newborn, unspecified

Generalized skin eruption due to drugs and medicaments

MK KX X XX

Other common variable immunodeficiencies

Sepsis, unspecified

>

Other specified myopathies

<

Multiple myeloma
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) Approval Invima
Diagnoses
Yes No
Other specified mononeuropathies X
Disorder of white blood cells, unspecified X
Other specified polyneuropathies X
Abnormal uterine and vaginal bleeding, unspecified X
Neonatal jaundice from other specified causes X
Myositis, unspecified X
Other specified coagulation defects X

DiscussioN

Regarding the sex and age, more than half of the patients in this study are young
women of productive age, which agrees on the epidemiological data of autoimmune
diseases such as SLE, polyomyositis [10]. However, in nervous diseases such as chronic
inflammatory demyelinating polyneuropathy (CIDP), it is more common in the fifth
and sixth decade of life [11]. This, when compared with other results of the study, also
reflects a significant percentage of prescribed patients with IVIG between 41 and 60
years. It is worth mentioning that both SAD and CIDP are part of the diagnoses in
which IVIG is prescribed in the institution.

Regarding the analysis of the diagnoses that justified the use of immunoglobulin dur-
ing this period, it can be detailed that the main diagnosis was GBS. However, the fre-
quency of use is grouped in the treatment of patients mainly with diseases of the blood
and hematopoietic organs and other disorders that affect the immunity mechanism,
particularly the diagnosis of I'TP, followed by nervous diseases, led by GBS, already
mentioned above, and then by diseases of the musculoskeletal system and connective
tissue, in which the main diagnosis was SLE. Finally, certain conditions of the perinatal
period, in which there was a higher prevalence of the population in neonatal jaun-
dice due to other specified excessive hemolysis. These diagnoses explain that special-
ties with the highest incidence of prescriptions were internal medicine, hematology,
and neurology.

The main indications for IVIG treatment are some of the primary immunodeficien-
cies and secondary immunodeficiencies that include a significant antibody deficiency,
where they are used as replacement therapy [12]. This also coincides with the frequen-
cies obtained, since these are grouped within the category of diseases of the blood and
of hematopoietic organs and other disorders that affect the mechanism of immunity.
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These included hereditary hypogammaglobulinemia, hereditary hemolytic anemia,
specified coagulation defects, common variable immunodeficiencies, specified heredi-
tary hemolytic anemias, leukocyte disorders, anemia due to vitamin B12 deficiency
because of intrinsic factor deficiency, among others. Thus, it was the category that pre-
sented the largest population in which use of IVIG.

ITP is an acquired autoimmune disease with a highly variable clinical course, which
makes its diagnosis, treatment and follow-up depend on the situation of the patient. In
general, the first line treatment is glucocorticoids, however, the use of IVIG is indicated
as first line treatment in cases of severe active bleeding, when glucocorticoid treatment
is contraindicated, when an immediate rise in platelet count is required, and as an
adjunctive treatment if monotherapy fails. This is why it is usually used together with
methylprednisolone, the most frequent concomitant medication among the patients
evaluated. The dose recommended by the clinical practice guideline is 1 g/kg/day for 2
days, which is consistent with the findings of this study [13].

Regarding GBS, plasmapheresis and administration of IVIG at a dose of 0.4 g/kg/day
for 5 days are among the indicated treatments [10], which was the most predominant
dose in the study for this diagnosis. In addition to this, a pilot study demonstrated
that the combination of intravenous immunoglobulin and methylprednisolone could
be beneficial in accelerating recovery from neurological disability in patients with
Guillain-Barré syndrome [14]. Again, this glucocorticoid behaves as a concomitant
medication within the treatment for these autoimmune disorders, which explains the
prevalence of its use within the study population.

Another common diagnosis in the study population was SLE, for which only the
management of exacerbations and symptoms —which arise as side effects— ensuring
an acceptable quality of life is recommended. There is a variety of treatments, among
them is the use of corticosteroids for pain and fatigue, which, within the study, are the
drugs of greatest concomitant use with IVIG. Likewise, associations such as dermatitis
and arthritis sometimes respond to antimalarials, among them the most widely used are
chloroquine sulfate and hydroxychloroquine, which, when observing the results, is part
of the concomitant medications of patients. Serious manifestations of SLE should be
treated with high doses of corticosteroids such as prednisone, prednisolone (1-2 mg/
kg/day) in divided doses. After the active phase has been controlled for several days in a
single morning dose, doses are decreased as rapidly as the clinical situation allows. Cyto-
toxic agents (azathioprine, chlorambucil, cyclophosphamide, methotrexate) are useful
to control active disease and reduce exacerbations and steroid needs, and, on the other
hand, azathioprine also have a high prevalence reflected within the results found [14].
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IVIG or plasmapheresis may be indicated in cases of lupus nephritis, pancytopenia,
and resistant thrombocytopenia, among others. These comorbidities were common
findings for these patients, since the use of IVIG in patients with SLE was based on
unspecified thrombocytopenia that caused relapses in these patients, this explains that
this pathology behaved as the main diagnosis and main comorbidity. The usual immu-

nomodulatory dose of IVIG in SLE is 1 to 2 g/kg/day [15].

In hemolytic incompatibility disease ABO is one of the most frequent causes in indirect
hyperbilirubinemia or also known as jaundice due to other specified excessive hemoly-
sis. The treatment of choice is plasmapheresis and exchange transfusion, however the
use of high doses of intravenous immunoglobulin has been extended for patients with
Rh isoimmunization or ABQ, since it has been determined that it reduces the need
for exchange transfusion, the duration of phototherapy and the length of hospital stay,
it is an alternative of great benefit. The current recommendation on the use of immu-
noglobulin is to administer 0.5 to 1 g/kg in neonates with hemolytic disease if the
level of total serum bilirubin is increasing despite intensive phototherapy or if the level
of total serum bilirubin is at 2 mg/dL or 3 mg/dL of the exchange transfusion level.
This is determined according to gestational age and postnatal age, and it is accepted to
repeat the dose in 12 hours, if necessary, which are two dose regimens that were used
in neonates within the institution. The duration or repetition of the established dose
depended on the evolution of the patient observing neonatology, which is a procedure
to be carried out according to clinical practices [16].

In addition to the immunomodulators previously mentioned within the management
plan for the different diagnoses, it is also important to recognize the frequency of the
use of folic acid within this population, this can be associated with the prevention of
folate deficiency secondary to chronic hemolysis [17], such as those who manifested
autoimmune hemolytic anemia or relapse of SLE. It should be clarified that IVIG is
not a first-line treatment since there are other alternatives such as corticosteroids and
plasmapheresis, therefore, regarding pharmacological management, it is observed that
the percentage of patients under treatment with IVIG alone is very low.

Regarding comorbidities, the number of patients without pathologies is important
according to the sample. Among the patients with comorbidities, it was possible to
identify that the manifestations found are due to complications of the main diagnosis,
for example pancytopenia, thrombocytopenia and hemolytic anemia are a frequent
and potentially serious complication in systemic autoimmune diseases [18] or inflam-
matory polyneuropathy and dysphagia, complications of GBS. High blood pressure

as comorbidity is probably not associated with the main diagnosis, but rather with its
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prevalence in the world population since it was not described in the medical record as
secondary high blood pressure.

Regarding the approval of Invima indications, of the diagnoses for which the use of
IVIG was justified, it was difficult to determine because the uses authorized by this
entity are not specific. Although it delimits the authorized diagnoses as first choice
treatment, it is not clear in the main alterations to be used as a second-choice treatment
or as an aid in the management plan, which causes a degree of freedom and individu-
alization of the use of this medicine by the prescribing service or prescribing specialty,
based on international clinical practice guidelines. Therefore, the UNIRS percentage
of IVIG in the HUS was 71%, which is a significant value in which the country is
at risk of shortages of IVIG and, without a study that allows visualizing the general
panorama of Colombia, the uneasiness about a common denominator in the different
institutions that offer this treatment within the patient management plan appears. This
in turn, in the short or medium term can generate a public health problem in the coun-
try, because the supply of this medicine is not achieved for those patients who require
this first choice treatment, as a vital necessity.

The most predominant population prescribed IVIG was young adult women in indi-
cations related to diseases of the blood and hematopoietic organs and other disorders
that affect the mechanism of immunity, nervous diseases, diseases of the musculoskel-
etal system, connective tissue, and certain conditions of the perinatal period.

Patients with autoimmune diseases within the study were characterized by having only
the diagnosis that justified the use of IVIG or, more frequently, they had comorbidities
such as SLE, polyneuropathy and unspecified thrombocytopenia, complications of the
main diagnosis.

The diagnoses for which there is an Invima approval are not specific, which implies that
there is not a defined therapeutic strategy with IVIG and therefore that prescribers for
similarity or biological plausibility are using it.

From this study, indications were identified where IVIG seems to play an important
role at a clinical level, such as chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy,
autoimmune hemolytic anemia, polymyositis, systemic lupus erythematosus, and
other disorders. However, despite being found as UNIRS uses, it is necessary to carry
out an a posteriori literary review to evaluate the efficacy and safety of IVIG for each
of these diagnoses.
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RESUMEN

Introduccién: el agua minero-medicinal estudiada procede del Complejo Termal
de Presidencia Roque Sdenz Pefa, provincia del Chaco, ubicado en el nordeste de
Argentina. Las aguas de los acuiferos terciarios del norte argentino presentan un
marcado gradiente de salinidad desde el sector oeste (subgrupo Jujuy) hasta el sector
este (formacién Chaco). Los acuiferos son procesos dindmicos y, en consecuencia, la
composicién del agua subterrdnea natural debe contemplarse con la perspectiva de
su posible variacidn espacio-temporal. Objetivos: analizar y comparar la composi-
cién quimica y la calidad microbioldgica del agua de las termas de la ciudad de Sdenz
Pefia en el perfodo 2016-2018 y evaluar sus principales caracteristicas fisicoquimicas
que definen sus potenciales aplicaciones terapéuticas. Resultados: el agua termal por
su temperatura se clasifica como agua hipotermal, con pH cercano a la neutralidad,
conductividad elevada mostrando su relacién directa con la alta salinidad. Por su
porcentual equivalente se define como agua clorurada, con alto contenido del anién
sulfato y los cationes sodio, potasio, calcio y magnesio. De acuerdo con la composi-
cién mayoritaria de cloruros, el uso terapéutico via topica serfa recomendado para

afecciones 6seas y musculares, asi como problemas dermatolégicos y circulatorios.

Palabras clave: Complejo termal, composicion fisico-quimica, andlisis microbi-

oldgico, accién terapéutica.
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SUMMARY

Evaluation of the mineral-medicinal water of Presidencia Roque
Saenz Pena, Chaco province, Argentina

Introduction: The mineral-medicinal water studied comes from the Presidencia
Roque Sdenz Pefia Thermal Complex, Chaco province, located in the northeast
of Argentina. The waters of the tertiary aquifers of northern Argentina present a
marked salinity gradient from the western sector (Jujuy subgroup) to the eastern
sector (Chaco formation). Aquifers are dynamic processes and consequently, the
composition of natural groundwater must be viewed from the perspective of its
possible spatial-temporal variation. Aims: to analyse and to compare the chemical
composition and microbiological quality of thermal water of the city of Sdenz Pefia
in the 2016-2018 period and to evaluate its main physicochemical characteristics
that define its potential therapeutic applications. Results: Due to its temperature,
the thermal water is classified as hypothermal water, with a pH close to neutrality,
high conductivity, showing its direct relationship with high salinity. Its equivalent
percentage defined as chlorinated water, with high content of the sulphate anion and
the cations sodium, potassium, calcium and magnesium. According to the majority
composition of chlorides, topical use is recommended for bone and muscle ailments,

as well as dermatological and circulatory problems.

Keywords: Thermal complex, physical-chemical composition, microbiological anal-

ysis, therapeutic action.

REsumo

Avalia¢ao da 4gua mineral-medicinal da Presidéncia Roque Sdenz
Pena, provincia de Chaco, Argentina

Introdugdo: a dgua mineral-medicinal estudada provém do Complexo Térmico
Presidencia Roque Sdenz Pefa, provincia de Chaco, localizada no nordeste da
Argentina. As 4guas dos aquiferos tercidrios do norte da Argentina apresentam
um acentuado gradiente de salinidade do setor ocidental (subgrupo Jujuy) ao setor
oriental (formagio Chaco). Os aquiferos sio processos dindmicos e, consequente-
mente, a composicio da 4gua subterrinea natural deve ser vista sob a perspectiva
de sua possivel variagio espago-temporal. Objetivos: analisar ¢ comparar a compo-

si¢Ao quimica e qualidade microbiolédgica das dguas termais da cidade de Sdenz Pefia
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no periodo 2016-2018 e avaliar suas principais caracteristicas fisico-quimicas que
definem seus potenciais aplicagoes terapéuticas. Resultados: devido 4 sua tempe-
ratura, a dgua termal ¢ classificada como 4gua hipotérmica, com pH préximo da
neutralidade, alta condutividade, mostrando sua relagao direta com a alta salinidade.
Seu percentual equivalente definido como 4gua clorada, com alto teor do 4nion
sulfato e dos ctions sédio, potéssio, cdlcio e magnésio. De acordo com a composi¢io
majoritdria dos cloretos, o uso tépico ¢ recomendado para doengas dsseas e muscu-

lares, bem como para problemas dermatoldgicos e circulatérios.

Palavras-chave: Complexo térmico, composicio fisico-quimica, andlise microbi-

oldgica, agio terapéutica.

INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud define al agua termal como: “agua bacterioldgi-
camente incontaminada que procedente de una fuente subterranea natural o perforada,
contiene una determinada mineralizacién y puede inducir efectos favorables para la
salud, debiendo estar asi reconocido por la autoridad pertinente del pais de origen” [1].

La fuente termal de este estudio se localiza en la ciudad de Presidencia Roque Sdenz
Pefia, en la provincia del Chaco, Argentina. El complejo termal fue reinaugurado a
finales del 2002 y sus instalaciones tienen fines turisticos y terapéuticos [2].

El clima que caracteriza a la ciudad de Séenz Pefa es propio de la arida llanura Chaco-
Pampeana. Boujon ez 4/.[3] describieron esta region hidrometeoroldgica indicando
que el sector central de las provincias de Formosa y Chaco (donde se localiza la ciudad
de Sdenz Peia) presenta un clima seco-subhtimedo. Las mdximas precipitaciones se
registran principalmente en primavera-verano y oscilan entre 500 y 800 milimetros.
La evapotranspiracion real es elevada (700-1000 milimetros). La temperatura media
anual es 21 y 22 ° C. También puede sefialarse que esta zona presenta valores minimos
puntuales de -5 °C (invierno) y maximos de més de 40 °C (verano).

El territorio de la regidn chacoparanaense (NE argentino) se encuentra en un sistema
no volcdnico, que es una cuenca sedimentaria terciaria [4]. Las aguas de los acuiferos
terciarios del norte argentino presentan marcado gradiente de salinidad desde el sector
oeste (depésitos del Mioceno Superior-Plioceno en el subgrupo Jujuy, formacién India
Muerta y Las Canas) hasta el sector este (depésitos del Mioceno Superior-Plioceno en
la formacién Chaco). En los sectores pedemontanos del oeste presentan valores de con-
ductividad eléctrica inferiores a los 1000 uS/cm. En la zona de llanura se incrementa
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la salinidad, con una conductividad eléctrica entre 1000 y 3000 pS/cm (facies salina
sulfatada sédica). Hacia el oeste de Santiago del Estero y centro de Chaco, la conducti-
vidad aumenta a mas de 3000 uS/cm (facies salina clorurada sédica) [1].

El agua subterrdnea natural puede presentar variaciones debido a factores como la
naturaleza geoldgica, la disposicién espacial, solubilidad de los materiales en contacto
con el agua, la superficie y tiempo del contacto, temperatura del acuifero, presion, exis-
tencia de gases, grado de saturacién del agua en relacion con las distintas substancias
incorporadas, etc. [5-7]. La composicion media del agua subterranea suele considerarse
invariable en un acuifero, pero no debe olvidarse las interacciones agua-medio, que
determinan si son procesos dindmicos desarrolléndose a ritmo diverso [8]. Por tanto,
la composicion quimica queda definida de modo apropiado si se describe en un lugar y
momento determinado.

Los objetivos del trabajo fueron analizar y comparar la composicién quimica y calidad
microbioldgica del agua de las termas de la ciudad de Sdenz Pefia en el periodo 2016-
2018y definir sus principales caracteristicas fisicoquimicas que definen sus potenciales
aplicaciones terapéuticas.

MATERIALES Y METODOS

Toma de muestra

Se realizd siguiendo las recomendaciones del apartado 1060 [9] para la recoleccion, con-
servacion y preservacion de la muestra. La recoleccién de muestras se realizé en tres tiem-
pos al ano. El agua se extrajo en la fuente de bombeo de una perforacién a 100 metros de
profundidad, tomando cada muestra después de 30 minutos de flujo del agua.

En el lugar de muestreo se realizaron los analisis preliminares tomando la muestra en un
frasco de vidrio boca ancha de 500 ml. Las muestras de agua para el anlisis quimico se
colectaron en botellas plasticas blancas de alta densidad con tapa rosca de 500 ml, adi-
cionando un preservante para algunos ensayos (dureza, oxigeno disuelto). Para el analisis
microbioldgico se usaron frascos plasticos estériles de 250 ml. Las muestras se conserva-
ron en refrigeracion desde la recoleccion del agua y hasta su uso en el laboratorio.

Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del agua termal

Los ensayos preliminares se realizaron en el lugar de muestreo utilizando el

equipo Hanna Hi 9828 para el control de temperatura del agua, pH, conductividad,
mbar, ORP y salinidad.
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En el laboratorio se siguieron las técnicas recomendadas en la literatura [9] y se cuanti-
ficé por volumetria la dureza total (método titulométrico) y alcalinidad total (método
titulométrico con anaranjado de metilo). Los residuos slidos totales se determinaron
por el método gravimétrico por secado en estufa convencional (a 105 °C), los residuos
sélidos fijos y residuos sélidos volatiles por ignicién (500 °C).

Estudio de la composicién quimica del agua termal

La evaluacion se realizéd por métodos convencionales, determinando el contenido de
cloruro (método argentométrico), anién bicarbonato (método titulométrico), anién
carbonato (método titulométrico con fenolftaleina), diéxido de carbono (método titu-
lométrico con fenolftaleina, pH 8,3) y catién calcio (método titulométrico EDTA).
Otras determinaciones realizadas fueron el contenido de sulfato (método gravimé-
trico), anidn nitrato (espectrofotometrfa UV-visible, a 220 nm y 275 nm), fluoruro e
hierro (colorimetria), contenido de sodio y potasio (fotometria de emisién de llama), y
catién magnesio (por cilculo).

Evaluacién microbioldgica del agua termal

Las muestras fueron recolectadas en la fuente de agua y envasadas en recipientes estéri-
les, luego trasladadas bajo refrigeracion al laboratorio de microbiologfa.

Determinacion de aerobios viables. Se inoculé en profundidad 1 ml de la muestra sin
diluir en placas con Plate Count Agar (PCA) y se incubd por 24 a 48 h a 37 °C. Los

resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml).

Determinacion de coliformes totales y fecales. Para la determinacion de coliformes
totales se utilizé el método de recuento por dilucién en tubo y se hizo la determinacién
del nimero més probable. Se inocularon 10, 1,0 y 0,1 ml de muestra en tres tubos por
cada dilucién en caldo MacConkey con campana de Durham para determinar la pro-
duccion de gas. El caldo MacConkey fue preparado a doble concentracién. Los tubos
fueron incubados por 24 a 48 h a 37 °C. La presencia de turbidez y produccién de gas
serd indicativo de presencia de bacterias coliformes. Los resultados se determinaron
utilizando la tabla de Hoskins. Para coliformes fecales, de los tubos con caldo Mac-
Conkey que dieron crecimiento positivo en el ensayo de coliformes totales, se tomaron
muestras con anza y se inocularon en 10 ml de caldo Brila (con campana de Durham)
y en 10 ml de caldo peptonado y se incubaron a 44,5 °C por 48 h. La presencia de tur-
bidez en ambos medios, con la formacién de gas en caldo Brila, confirma la presencia
de coliformes fecales.

Determinacion de Escherichia coli. Para determinar la presencia de la bacteria en la
muestra se utilizaron los tubos con caldo Brila que dieron positivo en el ensayo de
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determinacién de coliformes fecales. A partir de estos tubos se tomaron 50 ply se ino-
cularon en caldo EC y se incubaron a 44 °C durante 24 h. La presencia de turbidez sera
confirmativa de la presencia de E. co/i en la muestra.

Determinacion de Staphylococcus aureus. Para determinar la presencia de esta bacteria
se realizé una siembra en superficie de 0,1 ml de muestra en placas conteniendo agar
Baird-Parker. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 48 h. Colonias brillantes de
color de gris oscuro a negro y halos transparentes alrededor de las colonias son indica-
tivos de la presencia de S. aureus.

Determinacion de hongos y levaduras. La presencia de hongos y levaduras se deter-
mind sembrando en profundidad 1 ml de muestra en Sabouraud dextrosa e incubando

a 25 °C durante 72 h.

Determinacion de enterobacterias. Se inocul6 en profundidad un 1 ml de la muestra
sin diluir en placas con violeta rojo bilis glucosa (VRBG) y se incubé por 24 h a 37 °C.

Todos los ensayos microbioldgicos se realizaron por duplicado.

Clasificacion del agua mineromedicinal y descripcién de su potencial uso

De acuerdo con los valores obtenidos en los andlisis quimicos se confirmard la clasifica-
ci6n del tipo de agua termal disponible en este complejo termal. Segin la composicién
quimica se definira los usos medicinales recomendados en la bibliografia relacionada a
la tematica.

Analisis estadistico

En cada analisis se evaluaron los valores usando planilla Microsoft” Excel para definir
valores promedio y desviacién estindar. El programa de estadistica Statgraphics XVII
(versién gratuita en espafiol) se usd para el andlisis multivariante, utilizando Anova,
pruebas de rangos multiples y pruebas de Kruskal-Wallis. Esto permitié determinar
diferencias significativas en la composicién quimica entre cada medicién mensual de
los tres anos evaluados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fisico-quimica del agua termal

Elagua obtenida en el punto de extraccidn se observé con una turbiedad de color pardo
dado al material en suspensién inicial. Luego de 24 a 48 h se decant6 un fino sedimento
y el agua parecia transparente. El sabor fue salobre y con un olor que recuerda al salitre.
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El agua termal surgi6 en el momento del bombeo a temperatura entre 26,5 y 27,6 °C,
por lo que se clasificé como agua hipotermal (< 35 °C). El pH del agua termal pre-
sentd valores cercanos a la neutralidad (pH entre 5,8 y 7,4), valores compatibles con
lo tolerado por la piel (pH de la piel 5,5). La conductividad presentd valores elevados
(tabla 1), esto mostrd su relaciéon directa con la salinidad. Estos datos coinciden con lo
reportado por Boujon ez 4l. [3], que indicaron que en el oeste de Santiago del Estero
y centro de Chaco la conductividad aumenta a mas de 3000 S/cm, mostrando facies
salina clorurada sédica que coincide con lo presentado en la tabla 4.

El potencial redox (ORP) mide la energia quimica de oxidacién-reduccién en el sis-
tema, en este caso predominan valores negativos indicando procesos de reduccion,
aunque algunas mediciones positivas indicaron procesos de oxidacién en distintos
periodos en los tres anos observados.

Las principales diferencias estadisticas (p<0,05) estuvieron en las muestras de marzo
de 2016 y 2018 en lo que respecta a pH, mBar y ORP, posiblemente porque ¢l 2016
fue més lluvioso en comparacién al 2018 [10-13]. En las muestras de agosto se obser-
varon diferencias significativas (p<0,05) entre 2017 y 2018 para los valores de pH,
conductividad, mBar y salinidad, donde se observé mayor cantidad de precipitaciéon
en 2018 [10-13). En las muestras de noviembre se observaron diferencias significativas
(p<0,05) entre 2016 y 2018 respecto de la conductividad, ORP vy salinidad. Nueva-
mente se observo que los tltimos meses del 2016 fueron mas lluvioso en comparacién

con 2018 [10-13].

Los valores de alcalinidad se determinaron por titulacién con fenolftaleina y no pre-
sentd cambio de color, lo cual indic6 ausencia de iones carbonato ¢ hidroxilos. La titu-
lacién con anaranjado de metilo presenté un color amarillo brillante, lo que significa
presencia de iones bicarbonato en las muestras. Esto puede relacionarse con la dindmica
del “equilibrio carbénico’, donde la presencia de CO, libre (ver en tabla 3) y valores de
pH entre 6 a 8,5 justificaria el predominio de iones bicarbonatos en las muestras de
agua en estudio [14]. Los valores més altos de dureza en comparacién con la alcalinidad
total indicarfan que tenemos otros aniones que aportan calcio en la muestra.

La mineralizacién global del agua puede definirse segun el residuo seco a 110 °C y
clasificarlas en aguas oligometélicas cuando el residuo seco es inferior a 100 mg/l; de
mineralizacién muy débil: con residuo seco comprendido entre 100 y 250 mg/I; mine-
ralizacién débil: con residuo seco entre 250 y 500 mg/l; mineralizacién media: con
residuo seco entre 500 y 1000 mg/] y mineralizacion fuerte: con residuo seco superior
21000 mg/1 [15]. En el caso del agua termal del Complejo de las Termas de Sdenz Pena
se puede definir como aguas de mineralizacién fuerte.
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Respecto a las diferencias significativas, los valores de alcalinidad solamente fueron dife-
rentes en la primera medicidn anual entre 2016 y 2018. Los valores mds altos de alcali-
nidad se observaron en 2016. De igual modo se encontré diferencia significativa entre
los valores de dureza de la primera y segunda medicién anual de 2016 y 2018. Para este
parametro se observaron los valores mas altos en 2016. Los meses de la primera y segunda
medicién en 2016 presentaron mayor cantidad de lluvias que en 2018 [10-13].

En lo que se refiere a residuos sdlidos, se observé diferencia significativa (p<0,05) entre
la primera y segunda medida anual de residuos totales y residuos fijos en 2016 respecto
de los valores del 2017 y 2018. En este caso, los valores resultaron relativamente mds
bajos en 2016. Los sdlidos disueltos totales (SDT) incluyen principalmente a los com-
ponentes anidnicos y catidnicos de sales inorgénicas disueltos en el agua. En este caso
se observo el contenido SDT mas bajo que en 2017, lo que coincide con el periodo de
menor cantidad de lluvia anual del trienio analizado.

Composiciéon quimica del agua termal

Cuando las aguas tengan una alta mineralizacion global, con 1 g/l o més, la clasificacién
de las aguas se hara segtn el contenido i6nico mayoritario, y se considerardn como clo-
ruradas, sulfatadas, bicarbonatadas, sédicas, calcicas o magnésicas. Cuando la minerali-
zacion no supere el gramo de residuo se indicardn solo como iones predominantes [15].

De acuerdo con los valores obtenidos en la tabla 3 para el periodo 2016-2018, el agua
termal presenté dos componentes aniénicos mayoritarios (>1 g/1), a saber, cloruros y
sulfatos. También se encontré un alto contenido de sodio en su composicion catiénica
(>1 g/ 1), acompanado de magnesio, potasio, calcio, pero con valores menores a 1 g/1.

La concentracién de calcio alrededor de 600 mg/1 (tabla 3) indicarfa presencia de terre-
nos yesiferos en las napas subterrdneas que recorren las aguas mineromedicinales [16].
Los valores altos de magnesio (tabla 3) indicarfan la posible presencia de terrenos eva-
poriticos, ya que alcanza valores cercanos a 1000 mg/1 [16].

Entre los elementos traza se encontraron a los iones hierro (en un rango de 0,66 a
2,24 mg/1), fluoruro (0,54 a 1,45 mg/l) y nitrato (0,56 a 0,99 mg/1), asi como gas dié-
xido de carbono (145,2 a 243,5 mg/1).

Las diferencias estadisticas (p<0,05) mds notorias estuvieron entre las muestras de los
iones calcio, sodio, potasio, hierro, fluoruro, nitrato y gas didxido de carbono (tabla 3).
En cambio los iones cloruro, bicarbonatos y sulfato presentaron variaciones menos fre-
cuentes en este periodo de tiempo estudiado. Respecto de los iones fluoruro, calcio,
hierro y gas diéxido de carbono hubo diferencias en la primera medicién (marzo) de
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2016y 2018; coincidiendo con la finalizacién de la época estival de mayor cantidad de
lluvias, 2018 resulté mas lluvioso en este periodo estudiado [10-13].

También se observaron variaciones del contenido de sodio, potasio, calcio, magnesio,
sulfato y fluoruro en la segunda medicion (agosto) de 2016 y 2018, coincidiendo con
la época invernal que es un periodo de menor cantidad de lluvias en el afo. Los iones
fluoruro, nitrato, potasio y calcio mostraron diferencias significativas en la tercera
medicién (noviembre) de 2016y 2017, mientras que los iones hierro y magnesio mos-
traron diferencia en esta medicién entre 2017 y 2018. Este mes coincide con el inicio
del periodo de lluvias al comenzar la época del verano, donde la cantidad de lluvias fue
menor en 2017.

En la tabla 4 se presentan los valores porcentuales respecto de los miliequivalentes por
litro del promedio de los valores de 2018. Ahi se observa que predominan los iones
cloruro (85,9%) y sodio (47,3%). Similar predominio de estos iones se observé en 2016
y 2017 (datos no presentados en el trabajo).

Tabla 4. Componentes idnicos y equivalente porcentual del agua termal de Sdenz Pefa.

Iones presentes mg/I* meq/1 % meq
Cloruros 13281.93 374,67 85,94
Sulfatos 4507,40 46,95 10,77
Bicarbonatos 631,04 10,34 2,37
Diéxido de carbono 171,85 391 0,90
Fluoruro 1,03 0,05 0,01
Nitratos 0,95 0,02 0,00
Suma aniones 18594,20 435,94 100,00
Sodio 1189,58 51,72 47,34
Potasio 645,85 16,56 15,16
Calcio 504,87 12,62 11,55
Magnesio 686,81 28,26 25,87
Hierro 4,38 0,08 0,07
Suma cationes 3031,49 109,25 100,00

Referencia: (mg/1*) valor promedio de las 3 mediciones realizadas en 2018.

Evaluacion microbioldgica del agua termal

El recuento de bacterias acrobias meséfilas viables en este periodo de tiempo estuvo
en el rango de menos de 10 y hasta 70 UFC/ml. Estas variaciones fueron mas notorias
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cuando se realizaba menor bombeo de agua y aumentaba el recuento de bacterias. De
igual modo, esta concentracion estd dentro del rango aceptado por las directrices de
calidad turistica para termas de Argentina [17], el limite es hasta 100 UFC/ml para
aguas termales usadas en balneoterapia.

En las muestras del agua termal se determiné ausencia de enterobacterias, coliformes tota-
les y coliformes fecales, salvo en dos muestreos que dio positivo para coliformes totales
presentando valores de 23 y 95 UFC/mly dio positivo para Escherichia coli. La presencia
de coliformes totales no siempre resulta indicativo de una contaminacién, debido a que
este tipo de microorganismos estan presentes en el suelo [18] y desde ahi pueden pasar al
flujo de agua por infiltracién en el terreno. En cambio, la presencia de coliformes fecales
y de E. coli representa contaminacion, la que podria provenir de las napas fredticas conta-
minadas o a través de las cafierfas que presentan fugas [18]. Esta situacion se revirtio en las
siguientes determinaciones, hubo ausencia en los resultados obtenidos.

Paralas determinaciones de hongos y levaduras no hubo crecimiento microbiano en todas
las muestras. La presencia de hongos y levaduras es poco frecuente en aguas minerales,
aunque pueden encontrarse en sitios como las piletas donde frecuentan los banistas [19].

También de determiné ausencia de Staphylococcus aureus. Este tipo de bacteria se encuen-
tra en el ambiente y llegan alos manantiales o cuerpos de agua através del aire, el suelo y la llu-
via, el hombre es su reservorio [19], por lo que es menos frecuente en aguas subterraneas.

Clasificacidon y potencial uso terapéutico del agua termal

Las aguas mineromedicinales se clasifican segtin los iones predominantes en la compo-
sicién quimica y se definen con el nombre de los iones mayoritarios si las aguas contie-
nen més de 1 g/l de esos componentes [15].

En el caso de las termas del complejo de la ciudad de Sdenz Pefa, Chaco, Argentina,
podemos decir que las aguas son clorosulfatadas. El anién cloruro y sulfato se encuen-
tran con una concentracion de més de 1 g/ly estdn acompafiados de los cationes sodio,
potasio, calcio y magnesio (entre los componentes mayoritarios), lo cual condice con la
descripcion conocida de este agua termal. El alto contenido de cloruro y de sodio refleja
un origen profundo y la presencia de mares pretéritos [20], y se considera segun su con-
centraciéon como fuerte (si contiene més de 50 g/1), mediana (entre 10y 50 g/1) y débil
(menos de 10 g/1). En este caso serfa un agua clorurada de concentracién mediana.

Las aguas cloruradas por via tdpica son consideradas estimulantes sobre las funciones
orgdnicas y metabolicas, mejoradoras del trofismo celular y de los procesos de cicatriza-
cién y reparacion tisular, y favorecedoras de la circulacion sanguinea y linfatica [21]. Estas
recomendaciones coinciden con las recomendaciones actuales de uso: para dolencias
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dseas, dermatoldgicas, musculares y circulatorias [22, 23]. Estas indicaciones son compa-
tibles con la modalidad de uso en el complejo termal, donde el paciente dispone de banos
privados para la inmersién durante un tiempo estipulado, la pileta general con chorros de
agua y el uso para aplicacién en tratamientos cosméticos faciales y corporales [24]. Las
recomendaciones por la presencia de iones sulfato son para la via oral, sin embargo, en
este caso no es oportuno por el sabor muy salobre y su fuerte mineralizacion.

CONCLUSIONES

El agua termal de la ciudad de Sdenz Pena, Chaco, Argentina, por su temperatura
puede clasificarse como agua hipotermal, pH cercano a la neutralidad, por lo que es
compatible con la piel. La conductividad presenté valores elevados mostrando su rela-
cién directa con la alta salinidad. El agua termal por su porcentual equivalente se define
como agua clorosulfatada, acompanada por los cationes sodio, potasio, calcio y mag-
nesio. Las diferencias estadisticas mds frecuentes fueron las de los iones calcio, sodio,
potasio, hierro, fluoruro, nitrato y gas didxido de carbono; esto podria estar en relacion
con las variaciones en cantidad de lluvias ocurridas durante los tres anos observados.
De acuerdo con la composicién mayoritaria de cloruros, el uso terapéutico via tdpica
serfa recomendado para afecciones 6seas y musculares, asi como problemas dermatol6-
gicos y circulatorios.
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RESUMEN

Introduccidn: segtin la Organizacién Mundial de la Salud, el desecho de medicamentos
es la eliminacién de todos aquellos productos farmacéuticos que han expirado, derra-
mado o contaminado y medicamentos que no son de utilidad y necesitan disponerse
de forma adecuada. Objetivo: caracterizar los medicamentos desechados en Costa
Rica durante el 2019, con el sistema de recoleccién de una empresa de recoleccién de
medicamentos en desuso. Materiales y métodos: se realizé un estudio observacional,
descriptivo-analitico y de corte transversal. El estudio se desarrollé en las instalaciones
de la empresa MPD en Curridabat, San Jos¢, donde se almacenan los contenedores de
la empresa. Los datos obtenidos se depositaron en una base de datos elaborada en Excel
2016. Resultados: en su mayoria los medicamentos encontrados vencidos eran de uso
humano, especialmente para adultos, la forma farmacéutica mis comun fue la enteral,
procedentes de los sectores privado y publico. Existe una relacion significativa entre la
condicién de los medicamentos y su origen, asi como entre el origen y la forma farma-
céutica. No existe relacion significativa entre la forma farmacéutica de los medicamentos
y la condicién de estos, tampoco entre la nacionalidad y la condicién. Conclusiones: la
condicioén de desuso fue la que més prevalecié dentro de los medicamentos desechados.
El principio activo mds desechado fue el paracetamol y el principal grupo farmacolégico

encontrado en los productos desechados fue el de los analgésicos.
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Palabras claves: disposicién final, utilizacién de medicamentos, residuos, reciclaje,

almacenaje de medicamentos.

SUMMARY

Analysis of drug waste in Costa Rica during 2019, a step towards
Ecopharmacovigilance

Introduction: according to the World Health Organization, the disposal of medi-
cinesis the elimination of all those pharmaceutical products that have expired, spilled,
or contaminated and medicines that are not useful and need to be disposed of prop-
erly. Objective: to characterize the medicines discarded in Costa Rica during 2019,
with the collection system of a company that collects disused medicines. Materials
and methods: an observational, descriptive-analytical, and cross-sectional study
was carried out. The study was carried out at the facilities of the MPD Company in
Curridabat, San José, where the company’s containers are stored. The data obtained
was deposited in a database elaborated in Excel 2016. Results: most of the expired
drugs were for human use, especially for adults, the most common pharmaceutical
form was enteral, from the private and national sectors. There is a significant rela-
tionship between the condition of the drugs and their origin, as well as between the
origin and the pharmaceutical form. There is no significant relationship between
the pharmaceutical form of the drugs and their condition, nor between nationality
and condition. Conclusions: the condition of disuse was the most prevalent among
the discarded drugs. The most discarded active principle was paracetamol and the

main pharmacological group found in discarded products was analgesics.

Keywords: final disposal, drug use, waste, recycling, drug storage.

REsumo

Analise de residuos de drogas na Costa Rica em 2019, um passo
em direcao a ecofarmacovigilincia

Introdugao: de acordo com a Organizacio Mundial da Satde, o descarte de medi-
camentos ¢ a eliminagio de todos os produtos farmacéuticos vencidos, derramados
ou contaminados e os medicamentos que nao sao uteis ¢ precisam ser descartados de
maneira adequada. Objetivo: caracterizar os medicamentos descartados na Costa

Rica durante 0 2019, com o sistema de coleta de uma empresa que coleta medica-
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mentos fora de uso. Materiais e métodos: foi realizado um estudo observacional,
descritivo-analitico e transversal. O estudo foi realizado nas instalagdes da empresa
MPD em Curridabat, San José, onde estao armazenados os contentores da empresa.
Os dados obtidos foram depositados em banco de dados elaborado no Excel 2016.
Resultados: a maioria dos medicamentos vencidos era para uso humano, principal-
mente para adultos, a forma farmacéutica mais comum foi a enteral, do setor privado
e nacional. Existe uma relagio significativa entre o estado dos medicamentos e sua
origem, bem como entre a origem ¢ a forma farmacéutica. Nio existe relagio signi-
ficativa entre a forma farmacéutica dos medicamentos e o seu estado de satide, nem
entre a nacionalidade e o estado de satide. Conclusdes: a condi¢io de desuso foi a
mais prevalente entre os medicamentos descartados. O principio ativo mais descar-
tado foi o paracetamol e o principal grupo farmacolégico encontrado nos produtos

descartados foram os analgésicos.

Palavras-chave: disposicao final, uso de medicamentos, residuos, reciclagem, arma-

zenamento de medicamentos.

INTRODUCCION

El desecho de medicamentos es la eliminacion de todos aquellos productos farmacéuticos
que han expirado, derramado o contaminado; vacunas y medicamentos que no son de
utilidad y necesitan disponerse de forma adecuada. Los firmacos no utilizables son todos
aquellos que han sido devueltos por los pacientes luego de haber salido de la farmacia
y que no cumplen con criterios de calidad, se encuentran contaminados, deteriorados,
falsificados o adulterados o fueron almacenados en condiciones no recomendadas. Los
medicamentos vencidos han superado la fecha de vencimiento aun si se ha almacenado
bajo las condiciones recomendadas, por esta razén es exigido que se incluya la fecha de
vencimiento en los medicamentos de venta con o sin receta médica [1-3].

Varios paises cuentan con estrategias para desechar los medicamentos adecuadamente.
Por ejemplo, en México, se dispone del Plan Integral de Fomento Sanitario para el
manejo adecuado de los medicamentos caducos en toda la cadena comercial y el Sis-
tema Nacional de Gestién de Residuos de Envases de Medicamentos (Singrem) [4].
Espana posee una Ley de Envases y Residuos de Envases en la que se establecié un sis-
tema integrado para recoleccién, tratamiento, recuperacion, reciclaje y valorizacion de
los envases y los residuos. También existe la Sociedad Integrada de Gestion y Recogida
de Envases (Sigre), los envases de medicamentos que llevan incorporado el simbolo de
Sigre indican al paciente que el producto puede ser depositado en los contenedores que
se encuentran en las farmacias [5]. Por su parte, Portugal, de igual forma, implementd
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el Sistema Integrado de Recolha de Embalagens e Medicamentos fora de uso (Sigrem),
las farmacias brindan espacio para la recoleccién y los farmacéuticos asesoran a los ciu-
dadanos sobre la eliminacién de productos farmacéuticos [6].

En Costa Rica, la Caja Costarricense del Seguro Social (CCSS) cuenta con una norma
parala eliminacién de medicamentos no utilizables y trabaja de la mano con la empresa
Manejo Profesional de Desechos, S.A. (MPD), encargada del transporte de los mismos
y su tratamiento. De otro lado, el Colegio de Farmacéuticos de Costa Rica (Colfar)
cuenta con un centro de acopio permanente. Punto Seguro es una empresa que tiene
como propdsito la recoleccién de medicamentos caducados o no utilizados, las farma-
cias que desean participar en esta iniciativa se inscriben y colocan contenedores para
que los individuos puedan depositar los productos farmacéuticos que no utilizan, en
mal estado o en desuso y, con ayuda de la empresa, se encargan de la disposicién final
de los medicamentos [1].

Hoy en dia, algunos paises no tienen programa de recoleccién o eliminacion domicilia-
rios vencidos o en desuso, por ejemplo, Uruguay ha promulgado decretos y leyes sobre
esta temdtica, pero aiin no existe una normativa sobre la disposiciéon de medicamentos

de los hogares.

La disposicién inadecuada de medicamentos genera una problemdtica a nivel ambien-
tal. Se han encontrado principios activos, excipientes y sustancias activas derivadas de
medicamentos en ecosistemas acudticos y terrestres. Algunos grupos terapéuticos como
agentes citotdxicos, antibidticos, medicamentos hormonales, firmacos antiinflamato-
rios no esteroideos (Aines) y antidepresivos tienen efectos sobre la reproduccién, fallo
renal, muerte, resistencia a antibiéticos y desordenes endocrinos en diferentes especies
animales [7-9].

De forma global existen actividades para el control de medicamentos como la farma-
covigilancia que detecta, supervisa, monitorea, valora y evalta los datos relacionados
con peligros humanos causados por la medicina para reducir la aparicién de reacciones
adversas a medicamentos en los pacientes [10, 11]. Pero actividades como la ecofar-
macovigilancia, relacionadas con el efecto de los medicamentos en el medio ambiente,
son poco conocidas. La ecofarmacovigilancia se describe como la ciencia y las activida-
des relacionadas con la deteccién, evaluacién, comprension y prevencion de los efectos
adversos de los firmacos en el medio ambiente, por lo tanto, abarca desde la produc-
cién hasta la eliminacién de los medicamentos [9-12].

Por ende, es necesario hacer un estudio que oriente a las personas y las concienticen
més sobre los desechos de medicamentos y el impacto que estos pueden generar en
la salud de las personas y en el medio ambiente. Asi, el objetivo de esta investigacion
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es analizar los medicamentos desechados en Costa Rica, haciendo uso del sistema de
recoleccién de la empresa Punto Seguro, para la identificacién de las caracteristicas
de los mismos.

METODOLOGIA

Serealizé un estudio observacional, descriptivo-analitico y de corte transversal. Lareco-
pilacién de los datos se efectud a través del inventario de medicamentos desechados en
los contenedores de la empresa Punto Seguro localizados en San José, Alajuela, Here-
dia, Cartago, Guanacaste y Puntarenas. El estudio se desarroll6 en las instalaciones de
la empresa MPD en Curridabat, San José, donde se almacenan los contenedores de
Punto Seguro. Se trabajé con todos los medicamentos recolectados durante el 2019.
Se consideraron como validos los datos de los productos de distintas procedencias, de
uso enteral, parenteral, dtico, oftdlmico, tdpico y nasal, asi como los de uso veterinario
y humano (pedidtricos y adultos).

Primero, se llevd a cabo el conteo de farmacos dentro de la empresa y se seleccionaron bol-
sas almacenadas en contenedores, se abrieron y sobre bandejas se agruparon las diferentes
formas farmacéuticas para los diferentes principios activos. Seguidamente, se recolectd
la informacién sobre los firmacos, mediante un instrumento desarrollado por los inves-
tigadores donde se tuvo en cuenta informacion sobre la frecuencia de aparicién y la can-
tidad de cada forma farmacéutica, la procedencia tanto de fabricacion y la nacionalidad
(extranjera o nacional), la condicién (desuso, deteriorado o vencido), el uso (humano o
veterinario), la poblacién meta (adulto o pedidtrico), la potencia, principio activo y marca
de cada firmaco, asi como el grupo farmacoldgico. Para mantener la confidencialidad de
los laboratorios fabricantes se utilizé un c6digo numérico para identificarlos.

Posteriormente, se colocaron en bandejas para que se procediera a eliminarlos segin
los protocolos establecidos. Los datos obtenidos se depositaron en una base de datos
elaborada en Excel 2016. Se reportd la estadistica descriptiva de los datos, representan-
dose de forma gréfica algunos de ellos, para lo que se tomé en cuenta los datos unita-
rios obtenidos de cada forma farmacéutica, mientras que para las pruebas analiticas de
datos se utilizé la frecuencia de aparicién de los principios activos contenidos en sus
empaques. Se efecttio la prueba de chi cuadrado para establecer si existian asociaciones
de significancia, entre el estado o condicién de los medicamentos y su origen, entre el
origen y la forma farmacéutica y de igual manera entre la forma farmacéutica o la nacio-
nalidad de los medicamentos, con la condicién de estos. El protocolo de investigacion
fue aprobado por el Comité Cientifico encargado de trabajos finales de graduacién de
la Facultad de Farmacia de la Universidad Latina de Costa Rica.
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REsuLTADOS

Se obtuvo un total de 127454 unidades de productos desechados procedentes de 1459
medicamentos. Se encontré que 73735 (57,85%) estaban en desuso, 924 (0,73%)
estaban deteriorados y 52795 (41,42%) estaban vencidos. Se identificé que 127330
(99,9%) unidades de firmacos eran de uso humano y 124 (0,10%) de uso veterinario.
Se observé que 88142 (69,15%) unidades eran medicamentos procedentes de la Caja
Costarricense del Seguro Social (CCSS), 33 134 (26,0%) del sector privado y 6178
(4,85%) eran muestras médicas. De las formas farmacéuticas encontradas 126208
(99,02%) fueron enterales, 49 nasales (0,04%), 138 oftdlmicos (0,11%), 33 dticos
(0,03%), 500 parenterales (0,39%) y 526 tdpicos (0,41%). Ademas, 357 unidades de
medicamentos (0,28%) eran de uso pediétrico, mientras que los restantes 127097
medicamentos (99,72%) eran de uso en adultos. Por otro lado, se encontré 125058

(98,12%) unidades nacionales y 2396 (1,88%) extranjeros.

En la figura 1 se muestra el total de unidades de formas farmacéuticas, segun principio
activo, desechados mediante el centro recolector y se detallan aquellos que se encon-
traron en mayor cantidad. Como ya se ha mencionado, el paracetamol fue el principio
activo del que se deseché mayor cantidad de producto (11,5%).
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Figura 1. Unidades de formas farmacéuticas, seguin principio activo, desechados en Costa Rica durante el 2019, a través del

sistema de centros de acopio de la empresa de recoleccién de medicamentos en desuso. Fuente: elaboracién propia.

Los principales grupos farmacoldgicos a los cuales pertenecen los medicamentos des-
echados se muestran en la figura 2, los analgésicos (11,9%) fueron los més desechados,

seguido de los reguladores de lipidos (10,2%).
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Figura 2. Unidades de medicamentos, segin grupos farmacolégicos més desechados durante el 2019, a través del sistema de

centros de acopio de la empresa de recoleccién de medicamentos en desuso. Fuente: elaboracién propia.

Los laboratorios fabricantes con mayores cantidades de muestras médicas descarta-
das se muestran en la figura 3, donde se aprecia al laboratorio #002 (33,86%) como el
principal, con una gran ventaja sobre el laboratorio #001 (13,33%), ambos de origen
nacional. La categoria ozros #009 (27,65%) agrupa diferentes laboratorios que no se
encontraban en los ocho principales.
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Figura 3. Principales fabricantes de muestras médicas que fueron desechadas en Costa Rica durante el 2019, a través del

sistema de centros de acopio de la empresa de recoleccién de medicamentos en desuso. Fuente: elaboracién propia.
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En la tabla I se observa la relacion entre el origen, la forma farmacéutica y la naciona-
lidad de los medicamentos, con la condicidn de estos. Se identificé que los medica-
mentos procedentes de la CCSS se encuentran mayoritariamente en desuso (50,7%),
mientras que los del sector privado la mayoria se encuentran vencidos (71,2%). En
cuanto a las formas farmacéuticas, la mayoria son medicamentos vencidos, excepto
para los oftdlmicos, que se encuentran principalmente en desuso (58,1%). De acuerdo
con la nacionalidad, tanto los extranjeros como los nacionales, la mayor cantidad
se encuentran vencidos. Los valores p obtenidos muestran que existe dependencia
entre la condicién de los productos farmacéuticos y su origen, mientras que no existe
dependencia de la condicién de los medicamentos con su forma farmacéutica ni con
su nacionalidad.

Tabla 1. Condicién de los medicamentos desechados en Costa Rica en 2019, de acuerdo con su origen, forma farmacéutica

y nacionalidad.
Condicién
Variable Desuso (%) Deteriorado | Vencido Total Valor chi | Valor p
(%) (%) (%)
Origen
CCSS 223(507) | 13(29) | 204 (46,4) | 440 (30,2)
;lva(:f 162(25.0) | 24(37) | 459(712) | 645(442) | oo 0 | oo
uestras
médicas 116 (31,1) 2(0,5) 256 (68,4) | 374(25,6)
Forma farmacéutica
Enteral 412 (34,3) 35(2,9) 755 (62,8) | 1202 (82,4)
Nasal 5 (29.4) 0 12(706) | 17(12)
C,)f?élmlco 18 (58.,1) 1(3,2) 12 (38,7) 31(2,1) 12.57 025
Otico 5(33,3) 0 10 (66,7) 15 (1,0)
Parenteral 21 (27,6) 2(2,6) 53 (69,7) 76 (5,2)
Topico 40(339) | 1(08) | 77(653) | 118(8,1)
Nacionalidad
Extranjero 8(17,8) 2 (4,4) 35 (77.8) 45 (3,1) 5,87 0,05
Nacional 493 (34,9) 37 (2,6) 884 (62,5) | 1414 (96,9)
Total 501 39 919 1459 ---- -

Fuente: elaboracién propia.

En la tabla 2 se muestran las formas farmacéuticas de acuerdo con su origen institucio-
nal, el sector privado aporté més productos de uso enterales para desecho. Ademas, se
muestra la dependencia del origen del producto y su via de administracion.
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Tabla 2. Origen de los medicamentos desechados en Costa Rica en 2019, de acuerdo con su forma farmacéutica.

Origen
Variable CCSS Muestra Valor chi | Valor p
1 0,
(%) Medica (%) Privado (%) Total
Enteral 347 (28,9) | 336(27,9) | 519 (43,2) 1202
Nasal 7 (41,2) 5(29,4) 5(29.4) 17
Oftlmico 14 (45,2) 2 (6,4) 15 (48,4) 31
Otico 1(6,7) 3(20,0) 11(73,3) 15 32,76 <0,05
Parenteral 29 (38,2) 7(9,2) 40 (52,6) 76
Topico 42(356) | 21(17.8) | 55(466) 118
Total 440 374 645 1459
Fuente: elaboracién propia.
Discusion

Se presenta esta investigacién como la primera en su tipo en Costa Rica, anteriormente,
se han realizado caracterizaciones de medicamentos desechados, pero con una muestra
mds pequena, slo medicamentos reportados después de una campana de recoleccién,
por lo que esta es la primera vez que se logra hacer con firmacos recolectados durante
todo un ano a nivel nacional.

De acuerdo con los datos obtenidos, mas de la mitad de los medicamentos desecha-
dos se encontraban en desuso, lo cual no es sorpresa ya que, como explica la OMS, la
mitad de la poblacién no toma sus medicamentos correctamente, no completan los
tratamientos, o adquieren medicamentos que no requieren, los compran sélo como
prevencion [13]. Ehrhart ez 4/ [14] indicaron que varios estudios sobre disposicion
de medicamentos por parte de consumidores han informado que hasta el 94-97% de
los consumidores tienen medicamentos sobrantes en su casa, por lo que, los hogares se
convierten en lugares de almacenamiento de fdrmacos, debido al desconocimiento de
los métodos para desecharlos y cuando las personas se dan cuenta de la cantidad tan
grande que tienen y el poco espacio en los botiquines, esto proporciona una oportu-
nidad para compartir con amigos y familiares [15]. Segun Castro, Tobén y Martinez
[16], otros motivos por los que los usuarios han indicado que dejan sus medicamentos
son: que olvidan terminar el tratamiento, se sienten mejor antes de que acabe el trata-
miento, cambio de tratamiento o consideran que los medicamentos no funcionaban y,
por ende, los dejan.
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De acuerdo con Gonzilez [17], en los tltimos afios hubo avances en cuanto a la far-
macologia pedidtrica, sin embargo, existe una importante falta de recursos terapéuticos
para esta poblacién. Esto podria explicarse porque la mayoria son farmacos dirigidos a
adultos. Esto a diferencia de un estudio realizado en México, donde los medicamentos
pediatricos se encontraron en el segundo lugar de firmacos almacenados en el hogar,
estos terminaron en desuso, ya que también se mostré que los conservan durante un
afio o hasta que caducaran [18].

El paracetamol fue el principio activo més desechado, seguido de la lovastatina y la
metformina y los principales grupos farmacolégicos descartados fueron los analgési-
cos, los reguladores de lipidos y los antihipertensivos. Se observé la tendencia a que
los medicamentos més desechados son aquellos de uso crénico, esto puede deberse a
que, el empleo de estatinas de menor potencia como la lovastatina, son aceptables para
intentar reducir el riesgo en aquellos pacientes que no toleran las dosis de alta inten-
sidad recomendadas, pero al ser de intensidad moderada-baja, no en todos los casos
funciona. Sin embargo, es la tinica opcién a nivel publico en Costa Rica. Esto conlleva
que las personas dejen de utilizar este medicamento y busquen mejores opciones a nivel
privado [19]. La metformina es eficaz contra la diabetes mellitus tipo 2, es accesible en
el mercado y no sélo trata los sintomas, sino que se utiliza en poblaciones en riesgo. Por
eso, este medicamento es recetado a muchos pacientes, pero la mayoria no lo utiliza y
es desechado [20]. En cuanto alos antihipertensivos, debido a que la hipertension arte-
rial es de las enfermedades crénicas més incidentes, no es sorpresa que estos sean muy
utilizados y puedan generar desechos.

Esto puede suceder porque existe una mala adherencia al tratamiento, debido a diver-
sos factores, como el socioeconémico, seguimiento por parte de trabajadores de la
salud, factores relacionados con la enfermedad, tratamiento o el paciente [21]. En una
encuesta realizada en linea a estudiantes universitarios en Vermont, también se demos-
tr6 que, el 50% de quienes llevaban un tratamiento prescrito por un médico para un
padecimiento crénico, dejaron de utilizarlo una vez que se sienten mejor, los guardaron
y no los volvieron a usar, mientras que, el 13% decidi6 depositarlos en la basura, convir-
tiéndolos asi en medicamentos ampliamente desechos debido a su mal uso [22].

Por su parte, los analgésicos son muy utilizados en la practica clinica habitual, con una
gran variedad de indicaciones, es la causa mds frecuente de visita médica [23-25]. Sin
embargo, las diferencias entre los distintos analgésicos obligan a individualizar su uso
en funcién del tipo de dolor; si se toma en cuenta que el dolor es un sintoma muy
presente en distintas enfermedades y de igual forma se presenta como enfermedad por
s sola. Desde el 2004, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Asociacién
Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) anunciaron el alivio del dolor como
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un derecho humano fundamental [26]. Al ser tan frecuente, las personas buscan el ali-
vio de dolores por ellos mismos, provocando que la automedicacion sea mayor [27].
De acuerdo con Chacko ez 4l. [28], estos firmacos son los productos de venta libre
que mayoritariamente se encuentran en las casas de los consumidores para utilizarlos
en futuros padecimientos o malestares, lo cual puede conducir a que el medicamento
expire o no sea utilizado. Esto explicarfa por qué el paracetamol es el medicamento
mds desechado, puesto que es bastante utilizado para padecimientos que causan dolor,
tanto que en la CCSS se receta frecuentemente, sin embargo, varias personas no creen
que sea eficaz, por lo tanto, no lo utilizan a pesar de que lo retiran de la institucién.

Los datos de las muestras médicas son importantes porque demuestran que se invierte
en medicamentos que no son manejados o utilizados correctamente por los médicos,
farmacéuticos o pacientes, probablemente, porque segun el reglamento de la visita
médica, las muestras médicas inicamente se entregan a profesionales en ciencias de la
salud para apoyar la informacién sobre el medicamento y prohibe su venta o comer-
cializacién. La mayoria de los médicos y farmacéuticos no los utilizan y llegan a dete-
riorarse o a caducar. Esto hay que tomarlo en cuenta para considerar la posibilidad de
invertir menos en muestras médicas [1, 29, 30].

En primer lugar, existe una relacién dependiente entre el estado de los medicamentos
y su origen (chi=88,50, p=0,05), se observa que, la mayoria de los medicamentos pro-
venientes de la CCSS no son utilizados, mientras que los del sector privado, terminan
vencidos. Esto puede ser consecuencia de que la institucién entrega mas medicamentos
de lo necesario a los pacientes, por ejemplo, en casos en donde se entreguen medica-
mentos que tienen efectos secundarios a nivel gastrico, al paciente se le da un medica-
mento protector, pero estos efectos adversos no siempre se presentan y el medicamento
se desperdicia por no ser utilizado. Esto representa un gasto, porque ante la entrega de
un medicamento por parte de la CCSS, existe una consulta, una receta y un servicio de
atencién que no el paciente no aprovecha.

En segundo lugar, la forma farmacéutica (chi=12,57, p=0,25) no tienen una relacién
de asociacién con la condicién de los medicamentos, pues los medicamentos se vencen
sin importar cudl sea la forma. Debido a que los medicamentos administrados por via
parenteral, oftdlmico, dtico, tdpico y nasal tienen un uso especifico y cuando el padeci-
miento mejora y la persona se recupera, ya no se emplean. A diferencia de los enterales
que la mayoria de las personas los guardan para volverlos a consumir en caso de ser
necesario.

En tercer lugar, existe relacion entre el origen de los medicamentos y la forma farma-
céutica (chi=32,76, p=<0,05), lo cual no ha sido reportado en ningn otro estudio.
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Los datos muestran que la mayoria de las férmulas enterales provienen del sector
privado. Estos datos no concuerdan con los reportados por Rodriguez [31], en este
estudio se establecié que la mayoria de los medicamentos recolectados provienen de
la CCSS. En el caso de los medicamentos nasales estos principalmente provienen de
la CCSS, posiblemente debido a la parte econémica ya que, estos firmacos sélo se uti-
lizan cuando se presentan los sintomas y deben desecharse después de determinado
tiempo generando un mayor costo para los pacientes a nivel privado.

CONCLUSIONES

La condicién de desuso fue la que mas prevalecié en los medicamentos desechados.
Ademis, en su mayorfa provenfan de la CCSS y eran de uso enteral. El principio activo
mads desechado fue el paracetamol y el principal grupo farmacolégico encontrado en
los productos desechados fue el de los analgésicos. Los laboratorios a los cuales per-
tenecian la mayorfa de las muestras médicas descartadas son nacionales. El 25 % del
total de medicamentos recolectados correspondian a muestras médicas, por lo que se
determina que su distribucién debe ser mds controlada, para que no se desperdicien
medicamentos. Se determiné una relacién entre la condicién de los medicamentos y
su origen, asi como entre el origen y la forma farmacéutica. No existe relacion entre la
forma farmacéutica de los medicamentos y la condicién de estos, al igual que entre la
nacionalidad y la condicién. Es necesario una mayor concientizacién desde el correcto
uso de medicamentos, revision periddica de botiquines, la no acumulacién de medica-
mentos y principalmente del correcto desecho de medicamentos. Lo cual serfa un paso
hacia la ecofarmacovigilancia.
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RESUMEN

Introduccién: actualmente los péptidos sintéticos se han constituido en una nove-
dosa alternativa para el tratamiento de la piel envejecida. Acetilhexapéptido-3
(Ac-EEMQRR-NH,) ha sido utilizado para inducir reduccién de lineas de expre-
sién de manera andloga a la toxina botulinica, pero sin efectos téxicos. Objetivo:
sintetizar el acetilhexapéptido-3 y desarrollar un sistema liposomal para su encap-
sulacién y favorecer su paso a través de una membrana modelo. Metodologia: ¢l
péptido fue obtenido mediante sintesis en fase s6lida (SFS) empleando la estrategia
Fmoc/tBu, fue purificado y plenamente caracterizado. El sistema liposomal con
acetilhexapéptido-3 encapsulado fue desarrollado mediante la formacién de una
emulsidn con posterior inversién de fase por evaporacién del solvente orgénico. Los
sistemas fueron caracterizados en su tamano, potencial zeta, eficiencia de encapsula-
cién del neuropéptido y de manera preliminar se realizé un estudio de permeabilidad
ex vivo. Resultados: es posible sintetizar péptidos cortos con alto grado de purezay
buen rendimiento, utilizando la metodologia de SES Fmoc/tBu. De acuerdo con la
caracterizacion, el sistema liposomal adelantado sugiere una buena estrategia para la
encapsulacién del acetilhexapéptido-3 y su potencial aplicacion en el desarrollo un

novedoso producto cosmecéutico.

Palabras clave: péptidos sintéticos, liposomas, microencapsulacién.
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SUMMARY

Solid phase synthesis of a cosmeceutical neuropeptide
and its microencapsulation in a liposomal system

Introduction: currently synthetic peptides have become a novel alternative for the
treatment of aging skin. Acetylhexapeptide-3 (Ac-EEMQRR-NH2) has been used to
induce reduction of expression lines in a manner analogous to botulinum toxin, but
without toxic effects. Aim: to synthesize acetylhexapeptide-3 and to develop a lipo-
somal system for its encapsulation and favor its passage through a model membrane.
Methodology: the peptide was obtained by solid phase synthesis (SES) using the
Fmoc / tBu strategy, it was purified and fully characterized. The liposomal system
with encapsulated acetylhexapeptide-3 was developed by forming an emulsion with
subsequent phase inversion by evaporation of the organic solvent. The systems were
characterized in their size, zeta potential, neuropeptide encapsulation efficiency and
a preliminary ex vivo permeability study was carried out. Results: it is possible to
synthesize short peptides with a high degree of purity and good yield, using the SFS
Fmoc / tBu methodology. According to the characterization, the advanced liposomal
system suggests a good strategy for the encapsulation of acetylhexapeptide-3 and its

potential application in the development of a novel cosmeceutical product.

Keywords: synthetic peptides, liposomes, microencapsulation.

REsumMmoO

Sintese de fase s6lida de um neuropeptideo cosmecéutico
e sua microencapsulagiao em um sistema lipossomal

Introdugao: atualmente os peptideos sintéticos tém se tornado uma nova alternativa
para o tratamento do envelhecimento cutineo. O acetilhexapeptideo-3 (Ac-EEMQR-
R-NH2) tem sido usado para induzir a redugao das linhas de expressio de maneira
anéloga A toxina botulinica, mas sem efeitos tdxicos. Objetivo: sintetizar acetilhe-
xapeptideo-3 e desenvolver um sistema lipossomal para seu encapsulamento e favo-
recer sua passagem por uma membrana modelo. Metodologia: o peptideo foi obtido
por sintese em fase sélida (SFS) utilizando a estratégia Fmoc / tBu, foi purificado
e totalmente caracterizado. O sistema lipossomal com acetilhexapeptideo-3 encapsu-
lado foi desenvolvido pela formagio de uma emulsio com subsequente inversio de fase

por evaporagio do solvente orginico. Os sistemas foram caracterizados quanto ao
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tamanho, potencial zeta, eficiéncia de encapsulagio de neuropeptideos e um estudo
preliminar de permeabilidade ex vivo foi realizado. Resultados: ¢ possivel sintetizar
peptideos curtos com alto grau de pureza e bom rendimento, utilizando a metodo-
logia SFS Fmoc / tBu. De acordo com a caracterizagio, o sistema lipossomal avangado
sugere uma boa estratégia para a encapsulagio do acetilhexapeptideo-3 e seu potencial

aplicacdo no desenvolvimento de um novo produto cosmecéutico.

Palavras-chave: peptideos sintéticos, lipossomas, microencapsulagio.

INTRODUCCION

Los péptidos y las proteinas son moléculas que participan en la mayoria de los procesos
bioldgicos que tienen lugar en los organismos vivos. Por esta razén, han sido el foco de
numerosas investigaciones en las tltimas décadas y se han constituido en una poderosa
alternativa para el desarrollo de productos farmacéuticos de ultima generaciéon. Como
producto de estas investigaciones se han reportado moléculas peptidicas con diversas
actividades biolégicas: antioxidantes, antimicrobianos, anticancerigenos, antihiperten-
sivos, citomoduladores ¢ inmunomoduladores, entre otros. Lo anteriormente descrito
refleja el creciente interés en la terapéutica basada en productos farmacéuticos que con-
tienen péptidos sintéticos como ingrediente activo. Actualmente, en el campo farma-
céutico, se estima que mds de 60 firmacos peptidicos han sido aprobados, alrededor de
155 candidatos peptidicos se encuentran en estudios clinicos y se adelantan estudios
preclinicos con més de 500 moléculas de esta naturaleza [1, 2].

De manera andloga, en el desarrollo de productos cosmecéuticos, los péptidos se han
convertido en una nueva alternativa para el tratamiento del envejecimiento de la piel.
Se ha reportado que algunos péptidos juegan un papel importante en la modulacién
de la proliferacién celular, la migracién celular, la inflamacién, la angiogénesis y la
melanogénesis [3]. En el campo cosmético, entre este tipo de moléculas se destaca el
neuropéptido Ac-EEMQRR-NH,, también conocido como Argireline. Este péptido
de naturaleza hidrofilica corresponde a una secuencia de seis aminoécidos, la cual
presenta un grupo acetilo en el extremo N-terminal y la funcién amida en el extremo
C-terminal. La secuencia es derivada de la regién N-terminal de la proteina SNAP-
25, esta se asocia con la proteina sinaptobrevina y la proteina sintaxina para formar el
complejo SNARE, que es esencial para la liberacién del neurotransmisor acetilcolina,
este favorece la contraccién muscular. El acetilhexapéptido-3 compite con la proteina
SNAP-25, alterando la formacién del complejo SNARE e inhibiendo la liberacién de
acetilcolina, lo que genera la paralisis muscular local de manera temporal; mecanismo
mediante el cual se sugiere son atenuadas las lineas de expresién [4]. Adicionalmente,
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se ha reportado que este neuropéptido es totalmente inocuo, a diferencia de la toxina
botulinica [5]. Es posible obtener las moléculas peptidicas como producto de hidroli-
sis de proteinas, mediante la tecnologia de ADN recombinante o sintesis quimica. Es
posible llevar a cabo la sintesis quimica en solucién o SFS, esta es considerada una de las
rutas més viables para la obtencién de péptidos sintéticos de bajo peso molecular [6, 7].

Los péptidos sintéticos presentan una actividad biolégica altamente especificay un per-
fil de seguridad bastante bueno, pero se ha reportado que son muy sensibles al ataque
enzimdtico y pueden ser inestables a las variaciones de pH y temperatura, por lo que
presentan una vida media relativamente corta y se requiere administrar dosis muy altas,
preferiblemente, por via parenteral [8-10]. Adicionalmente, estas moléculas, en casos
particulares, presentan propiedades biofarmacéuticas como baja solubilidad acuosa
y dificultad para permear membranas bioldgicas. Para superar estos inconvenientes,
la investigacion sobre tecnologia farmacéutica ha aumentado, especificamente, en el
disefio y desarrollo de sistemas no convencionales para su administracién, con el pro-
posito de obtener productos farmacéuticos mds seguros, estables y eficaces. Entre los
sistemas estudiados para la administracién de péptidos sintéticos se destacan los lipo-
somas, las microemulsiones y las micro y nanoparticulas de diversa naturaleza [11-13].
Los liposomas se han utilizado como sistemas para la liberacién no convencional de
NUMmMerosos ingredientes farmacéuticos activos (IFA) anticancerigenos, antibidticos y
antifungicos, entre otros. Estos sistemas permiten minimizar efectos adversos asocia-
dos con IFA y posibilitan su administracidn por diferentes vias [ 14, 15]. Por otra parte,
en el campo de los productos cosmecéuticos, los liposomas han sido ampliamente estu-
diados por su benéfico efecto sobre la piel y también como sistema para la administra-
cién de ingredientes activos [16].

En este contexto, el objetivo de este estudio fue sintetizar el neuropéptido Ac-
EEMQRR-NH, mediante SES y, posteriormente, desarrollar un sistema liposomal
para su microencapsulacion. El acetilhexapéptido-3 se sintetizé empleando la estra-
tegia Fmoc/tBu y se caracterizé mediante cromatografia liquida en fase reversa (RP-
HPLC), espectrometria de masas (ES-MS) y dicroismo circular (DC). Los sistemas
liposomales con el péptido microencapsulado fueron obtenidos mediante la formacion
de una emulsién seguida de la evaporacién del solvente organico e inversién de fase.
Estos sistemas fueron caracterizados en su tamafio, potencial zeta, eficiencia de encap-
sulacion del acetilhexapéptido-3 y se llevd a cabo un estudio preliminar de permeabi-
lidad mediante un ensayo ex vivo. Los resultados demostraron que es posible obtener
un neuropéptido con bajo nimero de residuos mediante SES Fmoc/tBu con alto grado
de pureza y buen rendimiento. Por otra parte, el sistema liposomal, conteniendo como
ingrediente activo el acetilhexapéptido-3 sintetizado quimicamente, tiene potencial
para el desarrollo de un novedoso producto cosmecéutico.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Resina Rink-amida (0,46 meq/g), Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Gln(Trt)-OH, Fmoc-
Met-OH, Fmoc-Glu(OtBu)OH, 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y N,N-diciclohexil
carbodiimida (DCC) fueron adquiridos de Aapptec’. 4-metilpiperidina, anhidrido
acético, V,N-dimetil formamida (DMF), diclorometano (DCM) de Panreac’. Triiso-
pripilsilano (TIS), 1,2-etanoditiol (EDT), ninhidrina, fenol, trifluoroetanol (TFE) de
Merck®. Alcohol isopropilico (IPA), cianuro de potasio (KCN), metanol, éter etilico,
acetonitrilo (AcN) y 4cido trifluoroacético (TFA) de Honeywell Burdick and Jackson.
L-a-fosfatidilcolina de soya (FoC), colato de sodio (CS), deoxicolato de sodio (DCS) y
Tritén X-100 fueron adquiridos de Sigma®y bufer de fosfatos pH=7,4 (PBS) de Lonza".

Sintesis de acetilhexapéptido-3

El acetilhexapéptido-3 Ac-EEMQRR-NH, fue obtenido mediante la metodologia
SES, empleando la estrategia Fmoc/tBu [6, 17]. (i) 1 g de resina Rink amida (0,66
meq/g), como soporte s6lido, se sometié a un proceso de hinchamiento con DCM
mediante agitacion constante (AC) a temperatura ambiente (TA). (ii) Seguidamente
la resina fue tratada con una solucién de 4-metilpiperidina 20 % en DMF para remover
el grupo protector Fmoc y dejar el grupo amino disponible para el acople del primer
aminodcido de la secuencia. (iii) Para la reaccién de acople, se preparé una solucién
del Fmoc-amino 4cido/DCC/HOBt (1/1/1) en DMF y se adiciond a la resina des-
protegida. (iv) Luego del acople del primer aminodcido, se llevaron a cabo reacciones
sucesivas de remocion del grupo FMOC y de acople para cada uno de los aminodcidos,
hasta completar la secuencia deseada. Estas reacciones fueron monitoreadas mediante
la prueba de Kaiser [18]. v) Al finalizar el acople de todos los aminodcidos de la
secuencia, la resina péptido se tratd con solucién de desanclaje (TFA/TIS/EDT/H,O
92,5/2,5/2,5/2,5) a TA y AC. Después de la reaccidn, la resina se separé mediante fil-
tracién y en el filtrado se precipité el péptido mediante la adicién de éter etilico frio. El
acetilhexapéptido-3 seco se pesé y almacend para su posterior caracterizacion.

Caracterizacion de acetilhexapéptido-3

El acetilhexapéptido-3 crudo se disolvié en solvente A (H,O:TFA 0,05%) y se analizé
en el cromatégrafo HPLC Agilent series 1260. El sistema cromatogréfico empleado
fue elucién por gradiente de 0 a 70 % de solvente B (ACN:TFA 0,05%) en 45 minutos,
empleando una columna Agilent XDB-C18, flujo de 1 mL/minuto y deteccién a 210
nm. Basados en el resultado RP-HPLC analitica, se disené un método para la purifica-
cién del péptido mediante extraccion en fase sélida (RP-SPE) empleando una columna
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Super Clean LC-18 de 5 g. El acetilhexapéptido-3 se disolvid en solvente A, filtr6 y
aplicé a la columna para, posteriormente, realizar su elucién por gravedad con fases
moviles de diferente polaridad. Cada una de las fracciones colectadas fue analizada por
cromatograffa RP-HPLC analitica y las fracciones puras fueron sometidas al proceso
de liofilizacién [17]. El producto liofilizado fue analizado mediante ES-MS, utilizando
LCMS-IT-TOF (Shimadzu®) con inyeccién directa para determinar el peso molecular
del péptido. ESI ionizacién positiva con la tension de detector 1,35 kV y el ionizador
tensién [+] =4,50 kV en un intervalo de 100 a 2000 m/z. El andlisis por dicroismo
circular (DC) se realiz6 a TA utilizando un espectro polarimetro Jasco J-810. El ace-
tilhexapéptido-3 fue disuelto en 30% TFE en PBS a una concentracién 0,1 mM vy el
espectro se registrd en un rango de longitud de onda de 190 a2 260 nm.

Obtencion de liposomas

Los sistemas liposomales se obtuvieron basados en el método de formacién de una
emulsién y posterior evaporacién del solvente organico para seguidamente inducir la
inversién de fases [19]. Brevemente, la FoC se disolvié en 12 mL de éter etilico (fase
organica, FO), mientras que el agente tensioactivo (CS o DCS) y el acetilhexapép-
tido-3 sintetizado se disolvieron en 4 mL de PBS (fase acuosa, FW). La FW se dispersé
enla FOy se someti6 a un proceso de homogenizacién con ultrasonido (Q-sénica 125)
para obtener una emulsién W/O. Este sistema fue sometido a un proceso de evapo-
racién del solvente orgénico empleando un evaporador rotatorio (Buchi’ modelo R)
hasta la formacién de una fase gel. Esta fase fue agitada usando un mezclador de vértice
(IKA® Vortex 3) hasta obtener un sistema fluido, evidencia de la inversién de fases y el
solvente organico residual se eliminé mediante evaporacién rotatoria [20]. Posterior-
mente, la mitad de los sistemas obtenidos fueron sometidos a un proceso adicional de
homogenizacién mediante ultrasonido vy, finalmente, en todos los sistemas se llevé a
cabo el aislamiento de los liposomas mediante ultrafiltracion, para su caracterizacién.

Disefio experimental

Con el propésito de simplificar el nimero de ensayos en esta aproximacion, se utilizé el
disefio estadistico experimental. Se definieron tres variables independientes (X, aX;) con
el propésito de evaluar su influencia en la produccién de liposomas con el acetilhexapép-
tido-3 encapsulado (tabla 1). El nivel de cada variable independiente fue definido con
base en lo reportado en la literatura [21-23] y en resultados preliminares obtenidos en
el marco del desarrollo de esta investigacion. Por otra parte, se definieron tres variables
dependientes o respuesta: tamafio promedio de particula (nm), indice de polidisper-
sidad (IPD) y eficiencia de encapsulacién (EE) del neuropéptido. Teniendo en cuenta
esto, se realiz6 un disefio experimental factorial reducido de la forma 2* donde P=3 y
K=1 [24, 25], lo que permitié trabajar con cuatro unidades experimentales (UE) y tres
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variables independientes en dos niveles. Ademds de las cuatro UE derivadas del disefio
experimental reducido, se incluyé una UE como referencia, en la cual se utilizé el nivel
bajo de FoC y no se utilizé agente tensioactivo, como se describe en la tabla 2. De cada
una de las cinco UE se realizaron seis réplicas, de las cuales tres de ellas fueron sometidas
aun proceso de homogenizacién final mediante ultrasonido durante 45 segundos.

Tabla 1. Diseno experimental factorial reducido para la obtencién de un sistema liposomal con

acetilhexapéptido-3 encapsulado.

Variable independiente : Nivel
Bajo Alto
(X,) FoC + Tensioactivo (mg) 100 200
(X,) Tensioactivo CS DCS
(X;) Tensioactivo:FoC 1:9 2:8

FoC: L-a-fosfatidilcolina de soya, CS: colato de sodio y DCS: deoxicolato de sodio. En todos los ensayos se mantuvo con-

stante un volumen de 12 mL para FO, 4 mL para FW y 5 mg de péptido sintético disuelto en la FW.

Tabla 2. Unidades experimentales desarrolladas para la encapsulacion de acetilhexapéptido-3 en

sistemas liposomales obtenidos mediante inversidn de fases por evaporacion del solvente.

UE FoC CS DCS FO FW Péptido
(mg) (mg) (mg) (mL) (mL) (mg)
I 180 20 - 12 4 5
II 80 20 - 12 4 5
I 90 - 10 12 4 5
v 160 - 40 12 4 5
\ 100 - - 12 4 5

FoC: L-a-fosfatidilcolina de soya, CS:colato de sodio, DCS: deoxicolato de sodio, FO: éter etilico, FW: bufer de fosfatos
pH=7.4 (PBS) y péptido: acetilhexapéptido-3. UE I-1V: derivadas del disefio estadistico factorial reducido y UE V: incluida

como referencia.

Caracterizacion de liposomas

El tamafio medio y el potencial zeta de los sistemas liposomales conteniendo el acetil-
hexapéptido-3 encapsulado fueron determinados por el método de dispersion de luz
dindmica utilizando un Zeta Sizer” Nano ZS (Malvern Instruments).

Para determinar la eficiencia de encapsulacién (EE), una alicuota de la dispersion lipo-
somal fue dispensada en un sistema Amicon Ultra® 0,5 (MilliporeUltracel-10 kDa). El
sistema se centrifugd durante 30 minutos a 14000 g, el sedimento se lavé con PBS y
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centrifugd nuevamente (en las mismas condiciones), el filtrado se reservé para deter-
minar el acetihexapéptido-3 no encapsulado. Con el propésito de cuantificar el neuro-
péptido encapsulado, el sedimento fue tratado con una solucién de Tritén X-100 2%
bajo agitacién a 65 °C durante 10 minutos. Tanto el acetilhexapéptido-3 no encapsu-
lado como el encapsulado fueron determinados mediante RP-HPLC. La EE (%) fue
calculada a partir de la relacion entre el péptido encapsulado y la cantidad de péptido
inicial en el proceso de encapsulacion.

Evaluacién preliminar ex vivo de permeabilidad

Para este estudio se emplearon celdas de Franz, con un 4rea de difusién promedio de
1,62 + 0,07 cm? y un compartimento receptor 15,5 + 0,8 mL. Se utiliz6 una mem-
brana de 4 cm? de superficie proveniente de la parte interna de oreja de cerdo y para la
obtencién de una membrana integra se siguieron la reglas de la guia OECD [26]. Al
compartimento receptor de la celda se adicioné solucién PBS y en el compartimento
donador se colocé una dispersién del sistema liposomal a evaluar o una solucién de
acetilhexapéptido-3 en PBS. El sistema se colocé en agitacion constante a 400 rpmy a
una temperatura de 32 °C durante todo el periodo del ensayo. A intervalos de tiempo
establecidos se realiz6 el muestreo del compartimento receptor, con la correspondiente
reposicion con PBS fresco. Los ensayos se realizaron por triplicado y la cuantificaciéon

de acetilhexapéptido-3 permeado se realizé mediante RP-HPLC.
RESULTADOS Y DISCUSION

Los productos o ingredientes cosmecéuticos tienen la capacidad de proporcionar no
solamente beneficios para el cuidado de la piel, sino que pueden presentar potenciales
indicaciones farmacéuticas, las cuales dependen de la presencia de un activo natural y
de su accesibilidad al blanco terapéutico [27]. En ese contexto, la presente investiga-
cién se encamingd, en primera instancia, a la obtencién mediante SES del neuropép-
tido antiedad acetilhexapéptido-3, cuya secuencia corresponde a AccEEMQRR-NH,.
Simultidneamente, se enfocé al disefio y desarrollo de un sistema liposomal con carac-
teristicas que permitiera la encapsulacién del neuropéptido y de esta forma favorecer
su permeacion en una membrana modelo para obtener un sistema con potencial uso
en el desarrollo de un novedoso producto cosmecéutico. El acetilhexapéptido-3 fue
seleccionado para este estudio por su demostrada actividad para minimizar las lineas de
expresioén y porque ha surgido como una alternativa segura a la toxina botulinica, cuyas
limitaciones de uso son conocidas [4, 5].

La sintesis del acetilhexapéptido-3 se llevé a cabo de mediante SES utilizando la estra-
tegia FMOC/tBu, esta metodologia se constituye en la mejor alternativa para obtener
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péptidos sintéticos de bajo peso molecular, con buen rendimiento y un alto grado de
pureza. En este proceso, las reacciones de acople y de desproteccion de cada uno de los
residuos de aminoacidos de la secuencia del neuropéptido fueron asistidas por radiacién
microondas, aprovechando que el suministro de energfa cinética al seno de la reaccién es
considerado como uno de los mayores avances en la sintesis de péptidos, con el propé-
sito de alcanzar reacciones completas en un menor tiempo. De otra parte, esta condicién
contribuye a minimizar la agregacién de cadenas peptidicas, mejorando considerable-
mente la calidad del producto de sintesis.

El rendimiento del proceso de sintesis para el péptido crudo fue del 92 %, mientras
que para el péptido puro fue cercano al 40 %, se obtuvo un producto con una pureza
superior al 90 %, estos resultados se consideran bastante buenos, teniendo en cuenta
la cantidad y complejidad de las reacciones que se deben realizar para obtener este
tipo de moléculas. En lo que se refiere a la caracterizacion del acetilhexapéptido-3
mediante RP-HPLC; en el panel a de la figura 1 se observa un perfil cromatogréfico
con una sefial principal (tz: 8,3 my 64% de pureza) para el péptido crudo y algunas
senales de menor intensidad y mayor tiempo de retencién, probablemente, atribuidas
a especies peptidicas en las cuales no fue totalmente retirados los grupos protecto-
res de las cadenas laterales de los aminoacidos presentes en la secuencia. En el panel
b se observa un perfil cromatografico con una especie mayoritaria (tz: 8,2 my 90 %
de pureza), que hizo evidente el eficiente proceso de purificacion al que fue some-
tido el acetilhexapéptido-3 mediante RP-SPE. Esta especie pura fue caracterizada por
ES-MS y DC cuyos espectros se reportan en el panel ¢ y d, respectivamente. La sefal
registrada en el espectro de masas corresponde a (m+2)/2, asi de esta forma la masa
molecular del péptido sintetizado fue de 888,44 daltons, esto es equivalente a la masa
calculada teéricamente e indica que el producto de sintesis corresponde a la molécula
que se deseaba obtener.

Respecto al anélisis por DC del acetilhexapéptido-3, como se observa en el panel d,
de acuerdo con los minimos registrados aproximadamente en 203 nm, 230 nm y un
méximo en 197 nm, se sugiere que la secuencia de aminodcidos del neuropéptido sinte-
tizado, a pesar de ser corta, presenta elementos de estructura secundaria caracteristicos
de a-hélice, la cual podria estar relacionado con su capacidad para inhibir la formacién
del complejo SNARE e inhibir la liberacién del neurotransmisor acetilcolina y, de esta
forma, causar la parélisis temporal en musculo facial minimizando la generacién de
lineas de expresion. Todos los resultados de la caracterizacion fisicoquimica indican
que el neuropéptido fue sintetizado de manera eficiente y con alta pureza, para poste-
riormente ser utilizado en el estudio de su encapsulacion en un sistema liposomal.
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Figura 1. Caracterizacién de acetilhexapéptido-3. Perfil cromatogréifico RP-HPLC a: péptido crudo y b: péptido puro. Es-
pectro de masas ES-MS c: péptido puro y dicroismo circular DC y d: péptido puro.

Los sistemas liposomales se han empleado como una de las estrategias para superar las
limitaciones atribuidas a las propiedades fisicoquimicas de algunos IFA. Los péptidos
sintéticos no han sido ajenos a este desarrollo y han sido objeto de numerosos estudios
con estos sistemas [28]. Luego de una revision exhaustiva, para el disefio y desarrollo de
los liposomas para la encapsulacién del acetilhexapéptido-3, se planteé trabajar con FoC
como principal precursor de estos sistemas, ya que es el glicerofosfolipido més estudiado
y, probablemente, el més utilizado para ello, ademds, es considerado el mas abundante
en la naturaleza. En cuanto a las cantidades de FoC como agente formador del sistema
liposomal, estd reportado que se debe trabajar con la cantidad necesaria para mantener
la emulsién primaria estable durante al menos media hora luego del proceso de homo-
genizacion por ultrasonido [19]. En estudios preliminares de nuestro grupo (datos no
reportados) se determiné que la cantidad de FoC apropiada para que la primera emulsién
(W/ O) fuera estable, se encontraba entre 80 y 180 mgen un volumen de 12 mL de éter
etilico (FO). Por otra parte, se determind que el volumen éptimo de FW fue de 4 mL de
PBS, en el cual se disolvié completamente el acetilhexapéptido-3 y el agente tensioactivo,
de acuerdo con las UE derivadas del diseno experimental. En lo que se refiere CSy DCS,
estas son sales biliares denominadas como tensioactivos fisioldgicos o “biotensioactivos”
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[21] y constituyen uno de los mas importantes grupos de adyuvantes estabilizantes en las
preparaciones farmacéuticas heterodispersas; por esta razén fueron incluidos en nuestro
estudio para la obtencién de los sistemas liposomales. Adicionalmente, se ha reportado
que la utilizacién de estos tensioactivos de cardcter aniénico asociados con un fosfolipido
facilita la permeacién o penetracion el sistema a través de la piel, ya que se generan los
denominados liposomas flexibles [22, 29].

En la tabla 3 se reportan los resultados de la caracterizacion de los sistemas liposomales
obtenidos, se observé que el efecto de las variables independientes sobre cada variable
respuesta definida para este estudio dependen de cada una de las formulaciones desarro-
lladas. En este ensayo se reporta cuatro UE que corresponden a las formulaciones FP1 a
FP4, las cuales fueron derivadas del disefio experimental y una UE que corresponde FP5,
formulacién incluida como de referencia. Las cinco formulaciones denominadas como
-0, no fueron sometidas al proceso de homogenizacién final con ultrasonido, mientras
que las formulaciones denominadas -45 fueron sometidas al proceso de homogeniza-
ci6n final con ultrasonido durante 45 segundos para evaluar su efecto en el tamafio de
los liposomas. Teniendo en cuenta las diez formulaciones desarrolladas, se present6 un
rango de tamano entre 130 £ 10 nm y 670 + 65 nm, tamafo que permitiria a estos
sistemas desplazarse a través de foliculos y glindulas, pero con limitacién para hacerlo
a través de canales intercelulares en el estrato corneo. Al tratarse de liposomas flexibles
(UE I-IV), estos podrian deformarse sin alteracion de su integridad y pasar a través de
un poro con un tamafo cinco veces menor a su tamano, es decir, si tenemos en cuenta el
tamafio inferior de los liposomas obtenidos (130 + 10 nm), al deformarse podrian pasar
a través de un poro de aproximadamente 20 a 30 nm, tamano que alcanzan los canales
intercorneocitos en su maxima capacidad para ensancharse [30, 31].

De otra parte, se observé que IPD en todos los casos fue inferior a 0,56 + 0,11, lo que
indica que con la metodologfa empleada es posible obtener sistemas liposomales con una
distribucién de tamano uniforme. De acuerdo con los resultados reportados, se observa
que para las formulaciones en las cuales no se realizé el proceso de homogenizacién
final, se presentaron los mayores tamanos de particula (333 + 21 nm - 670 + 65 nm) y
los mayores IPD (0,33 + 0,06 — 0,56 + 0,11), mientras que para las formulaciones con
proceso de homogenizacién final durante 45 segundos se encontraron valores menores
tanto para el tamafio (130 + 10 nm - 213 + 27 nm) como para el IPD (0,05 + 0,02 -
0,45 + 0,04). En cuanto a la EE se encontrd que estaba en el rango entre 19,1 £ 52 % y
71,9 £ 11,5 % después de evaluar todas las formulaciones desarrolladas y, al igual que las
demds variables dependientes, fue afectada por el proceso de homogenizacién final. En
las formulaciones en las que no se realizé el proceso de homogenizacion final la EE fue
mayor (35,5 + 7,0 % - 71,9 + 11,5 %), esto fue atribuido a que los liposomas obtenidos
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fueron de mayor tamafo y como consecuencia de esto presentarian un reservorio con
mayor capacidad para encapsular el acetilhexapéptido-3.

Tabla 3. Caracterizacién de los sistemas liposomales obtenidos mediante inversion de fases por evaporacién del solvente. Los

resultados se reportan como el promedio + SD (n=3).

UE | Formulacién T?:lnr:)m IPD (E%E) P(.If\(;t)a
I FP1-0 647 + 137 0,48 + 0,08 71,9+ 11,5 ND

FP1-45 158 £ 13 0,39 £ 0,05 45,5+23 -56,1 + 1,1

1 FP2-0 670 £ 65 0,39 + 0,02 36,5+3,8 ND
FP2-45 130 £ 10 0,45 + 0,04 19,1 £5,2 -60,1 +2,0

- FP3-0 447 + 15 0,56 £ 0,10 35,5+7,0 ND
FP3-45 174 + 44 0,32 +£0,10 26,0+75 -50,5 + 1,4

v FP4-0 333 +21 0,33 £ 0,06 40,8 + 6,7 ND
FP4-45 141 £ 11 0,05 + 0,02 325173 -57,9£0,7
FP5-0 516 + 102 0,56+ 0,11 58,0+ 134 ND

\'%
FP5-45 213+27 0,42 + 0,05 46,3 + 4,8 -48,1+ 1,0

UE: unidad experimental, PDI: indice de polidispersidad, EE: eficiencia de encapsulacién y ND: no determinado.

En las formulaciones en las cuales se llevé a cabo proceso de homogenizacion final se
presentd un efecto negativo en todos los casos en la EE (19,1 +5,2 % - 46,3 + 4,8 %), pro-
bablemente, como consecuencia de la reduccién del tamano y que por efecto del ultra-
sonido se haya generado una alteracién en la integridad de la bicapa liposomal que haya
permitido la salida del acetilhexpéptido-3. Ahora analizando especificamente el efecto
de FoC como el agente formador en los sistemas obtenidos sin homogenizacion final, se
observé que en la formulacién FP1-0 se present la mayor EE (71,9 £ 11,5%), atribuida
no solamente al mayor tamano de los liposomas, sino a la utilizacion de la mayor cantidad
de FoC (180 mg). Por otra parte, se observé una EE intermedia (58 + 13,4 %) en la for-
mulacién de FP5-0 en donde se utilizé FoC (100 mg) y una baja EE (36,5 + 3,8 %) en la

formulacién FP2-0 en la cual se utilizé la menor cantidad de FoC (80 mg).

De acuerdo con lo anteriormente descrito, es posible sugerir que la cantidad de FoC
como agente formador de los liposomas es directa menta proporcional a la EE del ace-
tilhexapéptido-3. Ahora, segtn los resultados obtenidos de EE para las formulaciones
sometidas al proceso de homogenizacién final y teniendo como referencia FP5-45 (EE
46,3 + 4,8 %) se evidencid que la inclusién de moléculas de naturaleza anfifilica y cardcter
aniénico, como CS 0 DCS para la formacién de liposomas (FP1-45,FP4-45), esto generd
una reduccién en la EE probablemente debido al efecto del ultrasonido y a las interaccio-
nes hidrofilicas e hidrofébicas de estas moléculas con la FoC, ocasionando un desorden
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en el autoensamblaje del fosfolipido haciendo que el liposoma formado sea mas flexible
y probablemente mas permeable al péptido encapsulado [21]. Este efecto fue mds pro-
nunciado cuando la proporcién de agente tensioactivo fue mayor con respecto a la FoC,
independiente que se haya utilizado CS 0 DCS y también se observo en las formulaciones
que no fueron sometidas al proceso de homogenizacion final. Segtin lo anterior, es impor-
tante tener presente que, aunque el propdsito de incluir CS o DCS fue generar sistemas
liposomales flexibles, que permearan a través de una membrana modelo sin que se viera
alterada su integridad, esto ocasioné una reduccién en la EE del acetilhexapéptido-3.

Como una prueba adicional, para la caracterizacién de los sistemas sometidos al pro-
ceso de homogenizacion final, se determiné que todas las formulaciones presentaron
un potencial zeta bastante similar de cardcter negativo y se encontr6 en un rango entre
-48,1 £ 2,4 mV y -60,1 + 4,1 mV, atribuido principalmente al fosfolipido formador
de los liposomas y al agente tensioactivo anidnico (CS o DCS). La formulacién que
presentd menor potencial zeta (-48,1 + 1,0 mV) fue FP5-45, en la cual no fue incluido
ningln agente tensioactivo. Este potencial zeta contribuiria a la estabilidad fisica de
la dispersion de los sistemas liposomales, minimizando fenémenos de floculacién y la
probabilidad de coalescencia de las vesiculas [28, 32] y, en el momento de su adminis-
tracion, facilitaria su paso a través de canales hidrofilicos de la piel, pero lo dificultaria
a través de los canales lipofilicos.

De acuerdo con los resultados obtenidos no se evidencié un efecto diferenciador entre
utilizar CS o DCS como agente tensioactivo sobre las variables como el tamafio de los
liposomas, el IPD y la EE del acetilhexpéptido-3, una formulacién utilizando el nivel
alto de FoC + tensioactivo (200 mg) y el nivel bajo en la proporcién tensioactivo: FoC,
es decir,1:9 permitiria obtener un sistema liposomal flexible con el acetilhexapéptido-3
microencapsulado apropiado para una administracién tépica. En el marco de este estu-
dio se encontré que la composicién de la formulacién FP1-45 (UE 1) se ajustd a estos
requerimientos, presentando la siguiente caracterizacidén: tamano promedio de 158 +

13 nm, IPD de 0,39 £ 0,05 y una EE: 45,5 + 2,3%.

Finalmente, mediante la realizacién de un ensayo preliminar ex vivo, se busc6 evaluar
la capacidad que tendria uno de los sistemas liposomales flexibles desarrollados en esta
aproximacion, para permear o penetrar a través de una membrada modelo de acuerdo
con lo descrito previamente en el apartado de metodologfa. El sistema liposomal selec-
cionado para este ensayo correspondid a la formulacion FP1-0 (tamafo: 647 + 137
nm, IPD: 0,48 + 0,08 y EE: 71,9 + 11,5 %). La razdn para seleccionar este sistema fue
que presentd la mayor EE del acetilhexapéptido-3 y uno de los mayores tamafios de
particula obtenido en el estudio con una distribucién relativamente uniforme. Para el
ensayo se utilizo como referencia una solucién de acetilhexapéptido-3 en PBS.
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En el momento de realizar la cuantificacién de acetilhexapéptido-3 en las alicuotas de
1 mL tomadas del sistema liposomal FP1-0 la respuesta fue totalmente nula, es decir,
que los resultados sugerfan que el sistema FP1-0 no habia facilitado la permeacion del
acetilhexapéptido-3 a través de la membrana modelo al compartimento receptor. Con el
propdsito de verificar este resultado y contemplando la posibilidad que al tratarse de sis-
temas liposomales flexibles, estos se hubieran deformado y penetrado a través de la mem-
brana modelo de manera integra y manteniendo encapsulado el acetilhexapéptido-3, se
realiz6 un tratamiento a cada una de las alicuotas tomadas con 20 pL de solucién acuosa
de tritén X-100 al 6%. El objetivo de este tratamiento, en caso de que se encontraran los
liposomas integros, fue inducir su disrupciéon mediante la solubilizacion del fosfolipido
(FoC) con Tritén X-100, permitiendo la liberacién del acetilhexapéptido-3 y su poste-
rior cuantificacion mediante RP-HPLC. Para mantener condiciones similares en todas
las muestras analizadas, este tratamiento se llev6 a cabo también a las alicuotas toma-
das en el sistema acetilhexapéptido-3 en solucion. El analisis cromatogréfico se realizd
empleando una curva de calibracidn realizada con el acetilhexapéptido-3 en las mismas
condiciones. En la figura 2 se reporta el porcentaje acumulado de acetilhexpéptido-3
que perme¢ a través de la membrana modelo a partir del sistema liposomal FP1-0 y a
partir de una solucién acuosa del acetihexapéptido-3.
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Figura 2. Perfil de permeacion de acetilhexapéptido-3 a través de la membrana modelo a partir del sistema liposomal FP1-0,

teniendo como referencia una solucién acuosa del neuropéptido. Los resultados se reportan como el promedio + SD (n=3).
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En ambos casos se observé un perfil bifésico, en la primera hora del estudio se present6
una rdpida permeacién seguida de una fase latente hasta concluir el estudio, la permea-
cién se vio favorecida durante todo el periodo del estudio cuando se utilizé el sistema
liposomal FP1-0. Para el sistema FP1-0 la permeacion del acetilhexapéptido-3 fue en
promedio del 78 % en la primera hora y se alcanz6 aproximadamente el 100 % al final
concluir el estudio. Para el sistema acetilhexapéptido-3 en solucidn, su permeacién
fue practicamente la mitad, en la primera hora del estudio fue en promedio del 35% y
alcanzé el 50% al final del estudio.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este ensayo preliminar se puede suge-
rir que el sistema liposomal FP1-0, a pesar de presentar un tamano relativamente
grande, probablemente por sus caracteristicas de flexibilidad presenté la capacidad
de deformarse y penetrar la membrana modelo sin que se viera alterada su integridad
estructural. Esto nos permite sugerir que el sistema FP1-0 alcanzaria de manera inte-
gra la dermis y alli se produciria la liberacién del acetilhexapéptido-3, para inhibir la
liberacion del neurotransmisor acetilcolina y de esta forma reducir o minimizar las
lineas de expresion.

CONCLUSION

En el presente trabajo se sintetizé el neuropéptido Ac-EEMQRR-NH, mediante SPPS,
empleando la estrategia Fmoc/tBuy se obtuvo un producto con buen rendimiento y un
alto grado de pureza. El sistema liposomal FP1-45 (UE I) presenté el tamafio de par-
ticula ¢ IPD adecuado y una aceptable EE del Acetilhexapéptido-3, como una contri-
bucién para el desarrollo de un novedoso producto cosmecéutico de aplicacion tdpica.
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SUMMARY

Introduction: Honey is a natural substance produced by bees mainly from flower
nectar with high nutritional value. However, many commercialized samples are adul-
terated or falsified. Method: We bought twelve honey samples in markets in the city
of Betim (Brazil) and analyzed their acidity, pH, electrical conductivity, insoluble
matter, ashes, moisture content, presence of mesophile bacteria, molds, yeasts, total
coliforms, Salmonella spp. and the presence of pollen grains. Results: Considering
all honey samples, the average pH was 3.8 + 0.5 and the average free acidity was 29.8
+ 6.6 mEq/kg. Considering acidity, we found the average of lactonic acidity 6.4 +
2.4 mEq/kg and a total average acidity of 36.2 + 6.9 mEq/kg. The average moisture
content was 19.4 + 1.0 %, the average electrical conductivity was 391.6 + 168.6 uS/
cm, the average amount of ashes was 0.5 + 0.8 % and the average insoluble matter
was 0.08 £ 0.02%. Only the moisture was significantly different between the two
groups and ten honey samples had pollen grains. Conclusions: The quality param-
eters of the labeled and unlabeled samples were not significantly different, although
two samples of unlabeled honey were fraudulent, mainly due to the absence of
pollen grains. Identifying the presence or absence of pollen in the samples is a safe,

economical, and reliable first step for verifying the authenticity of the honey.

Keywords: Physical-chemical analysis, microbiological analysis, honey, pollen.
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RESUMEN

Miel brasilena oficial etiquetada y no etiquetada. Comparacién
entre pardmetros fisicoquimicos, microbioldgicos y microscpicos

Introduccién: la miel es una sustancia natural producida por las abejas, principal-
mente, a partir del néctar de flores con alto valor nutricional. Sin embargo, muchas
muestras comercializadas estdn adulteradas o falsificadas. Método: compramos doce
mieles en mercados de la ciudad de Betim (Brasil) y analizamos su acidez, pH, conduc-
tividad eléctrica, materia insoluble, cenizas, contenido de humedad, presencia de bacte-
rias mesofilas, mohos, levaduras, coliformes totales, Salmonella spp. y la presencia de
granos de polen. Resultados: considerando todas las muestras de miel, el pH promedio
fue de 3,8 £ 0,5 y la acidez libre promedio fue de 29,8 + 6,6 mEq/kg. Considerando
la acidez, encontramos el promedio de acidez lacténica 6,4 + 2,4 mEq/kgy una acidez
promedio total de 36,2 + 6,9 mEq/kg. El contenido de humedad promedio fue 19,4
+ 1,0%, la conductividad eléctrica promedio fue 391,6 + 168,6 uS/cm, la cantidad
promedio de cenizas fue 0,5 + 0,8 % y la materia insoluble promedio fue 0,08 + 0,02 %.
Sélo la humedad fue significativamente diferente entre los dos grupos y diez de las
muestras de miel tenfan granos de polen. Conclusiones: los pardmetros de calidad
de las muestras etiquetadas y no etiquetadas no fueron significativamente diferentes,
aunque dos muestras de miel no etiquetadas fueron fraudulentas, debido ala ausencia
de granos de polen. Identificar la presencia o ausencia de polen en las muestras es un

primer paso seguro, econémico y confiable para verificar la autenticidad de la miel.

Palabras clave: Andlisis fisico-quimico, andlisis microbiolégico, miel, polen.

REsuMoO

Mel brasileiro oficialmente rotulado e nao rotulado. Comparacio
entre parimetros fisico-quimicos, microbioldgicos e microscépicos

Introdugao: o mel é uma substincia natural produzida pelas abelhas principalmente a
partir do néctar da flor com alto valor nutritivo. No entanto, muitas amostras comer-
cializadas sio adulteradas ou falsificadas. Método: compramos doze méis em mercados
da cidade de Betim (Brasil) e analisamos sua acidez, pH, condutividade elétrica, s6lidos
insoltveis, cinzas, teor de umidade, presenca de bactérias mesofilas, bolores, leveduras,
coliformes totais, Salmonella spp. e a presenca de graos de pélen. Resultados: conside-

rando todas as amostras de mel, o pH médio foi de 3,8 + 0,5 ¢ a acidez livre média foi
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de 29,8 + 6,6 mEq/kg. Considerando a acidez, encontramos a média de acidez lacto-
nica de 6,4 + 2,4 mEq/kg e uma acidez média total de 36,2 + 6,9 mEq/kg. O teor de
umidade médio foi de 19,4 + 1,0 %, a condutividade elétrica média foi 391,6 + 168,6
uS/cm, a quantidade média de cinzas foi 0,5 + 0,8 % e a matéria insoltvel média foi
0,08 £ 0,02 %. Apenas a umidade foi significativamente diferente entre os dois grupos
e dez das amostras de mel apresentaram graos de pélen. Conclusées: os parimetros de
qualidade das amostras rotuladas e nao rotuladas nio foram diferentes, embora duas
amostras de mel nio rotulado fossem fraudulentas, principalmente devido & auséncia
de grios de polen. Identificar a presenca ou auséncia de pélen nas amostras ¢ um

primeiro passo seguro, econdmico e confidvel para verificar a autenticidade do mel.

Palavras-chaves: Anélise fisico-quimica, andlise microbioldgica, mel, pélen.

INTRODUCTION

Honey is a natural, fluid, and viscous substance, produced by bees from flower nectar
and sugary insect excretions [1]. Its main composition is water and monosaccharide
(fructose, glucose, and sucrose), which may vary according to the raw material, the
geographic region, and the climatic conditions [2]. Honey has a high nutritional value,
containing an approximate average of 80% carbohydrates (in average 35 % glucose,
40 % fructose and 5% sucrose) and 20 % water [3], among other substances, such as
invertase, diastase and glucose oxidase enzymes, amino acids, 5-hydroxymethylfurfu-
ral (HMF), phenolic compounds (cinnamic acids and benzoic acids) and flavonoids
(favanones, flavones and flavanols) [4]. Vitamins and minerals are found in small
amounts, as well as organic acids such as acetic and gluconic acid [5-8].

In recent years, with increase in studies conducted with apitherapy, an increase in honey
consumption has been observed. Apitherapy (Apis is a Latin word that means bee) is the
practice of using bee products such as honey, pollen, propolis, royal jelly, and bee venom
for disease prevention or treatment proposes [9]. Regarding the medicinal properties of
honey, several activities have been confirmed such as: antibacterial [10], gastrointestinal
protector [11], antioxidant [12], healing [13], anti-inflammatory and treatment of burns
[5]. For instance, human use of honey to medicinal propositions is traced to some 8000
years ago as depicted by Stone Age paintings. Herein, the ancient Egyptians, Assyrians,
Chinese, Greeks, and Romans employed honey for wounds and diseases of the gut [9].

Products that have a high demand in their supply, such as honey, are attractive for adul-
teration and fraud processes [14, 15]. These, in the case of honey, can occur through
the addition of syrups, molasses, starch, water, oils, among other substances that impair
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their properties and quality [16]. Once adulterated, the honey may have its physico-
chemical characteristics altered, such as moisture, weight, density, conductivity, and pH
[17]. In addition to these, microbiological contamination can also be verified, which
may indicate improper manipulation. Also, the absence of pollen grains in honey sedi-
ment can possibly indicate fraud [18]. It is also worth noting that adulteration has a
profound impact on the therapeutic properties of honey, thus changing its biological
effects and compromising the safety of its use in the context of apitherapy [19].

Honeys without registered ofhicial labels and without adequate quality control are
more conducive to presenting some sort of adulteration and fraud. The evaluation of
the quality of honey required by the Brazilian government, through its physicochemi-
cal properties, helps reduce adulteration and frauds since they are extremely important
to ensure a good quality of the honeys. For this reason, we have analyzed two groups
of honey collected in retail markets, both registered and not registered by the official
inspection service, in order to compare and evaluate their quality. Therefore, analysis of
the physicochemical, microbiological, and microscopic properties required by Brazil-
ian legislation have been performed.

METHODS

Physicochemical analysis

All samples were bought in the city of Betim, in the Minas Gerais state, Brazil, and
were produced by different suppliers. We divided them into two groups: six samples
had a label (obtained in supermarkets), and six samples did not have an official label
(obtained at popular fairs). The samples were analyzed in triplicate for their physi-
cochemical, microbiological, and microscopic parameters, as follows: The analysis for
color determination was fair according to Vidal and Fregosi (1984) [20], in which
the samples were previously heated to 40 °C for 30 minutes and then transferred to
10 mm buckets and analyzed using the UV-VIS spectrophotometer (Shimadzu UV
1700), at 560 nm, with glycerin solution as white. Subsequently, the color classification
was determined from the conversion of the absorbance results using the Pfund scale.

Free, lactonic and total acidity tests were performed, following AOAC’s 962.19
method [21], by potentiometric titration. To determine free acidity, we used standard-
ized solutions of sodium hydroxide 0.05 N (NaOH) and, to determine lactones, we
used hydrochloric acid 0.05 N (HCI).

The pH was measured according to AOAC’s [21], from a solution containing 10 g of
honey, dissolved into 75 mL of Milli-Q water, free of carbon dioxide, usinga pHmeter
(Digimed).
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Electrical conductivity was measured from a solution with 20 % honey (w/v) in a digi-
tal conductivity equipment (Mettler Toledo) at 20 °C, following the method of [22].

Moisture content was determined according to AOAC’s 969.38B method [21], by
refractometry, using a manual refractometer, with the respective temperature correc-
tion through the Brix scale (°Bx). The value obtained from °Bx was subtracted from
100 and the moisture value was determined.

The ashes present in the honeys were performed by gravimetric analysis. A clean cru-
cible was taken to the muffle at 550 °C, and then left there for 1 hour, then transferred
to a desiccator to cool down and then be weighed. Then, 5 g of honey were transferred
to the crucible to be charred in a muffle for 3 hours at 550 °C. Again, the crucible with
the charred sample was transferred to a desiccator to cool down and then be weighed.
The difference between the weight of the crucible in both moments determined the
amount of ash present in the honeys [23].

The determination of insoluble matter was performed by gravimetric analysis. A clean
pore 3 sintered crucible (16 to 40 microns) was taken to the greenhouse, at 135 °C,
and left there for 1 hour, and then weighed. The honey was diluted into ultrapure water
at 80 °C, 25 % m/v, then submitted to a vacuum filtration system, where the sintered
crucible was used as a filter element. After being filtered, he was submitted to the green-
house again, weighed and then the analysts proceeded with the calculations [1, 23, 24].

The Louveaux et 4l. (1978) [25] method was used to evaluate the presence of pollen
grains in the samples. 10 g of each sample were weighed and diluted into 20 mL of dis-
tilled water. The sets were then centrifuged at 3000 rpm for 7 minutes. The supernatant
was discarded, and the sediment was resuspended with distilled water and centrifuged
again. Later, the sediment retained at the bottom of the tubes was placed on a histo-
logical slide and fixed by heating at 35 °C. Subsequently, two drops of liquid glycerin
and gelatin [26] were added and the coverslip was applied, leaving the slides to dry for
24 hours. Qualitative analysis was performed under an optical microscope (Olympus
BX50) and the photomicrographs were taken using the Image-Pro software (version
10) and the Motic 3.0MP camera.

Microbiological trials

The microbiological analysis performed were count of mesophile bacteria, presence
of molds and yeasts, total coliforms, Salmonella spp. and their biochemical identifica-
tion, all according to the analytical methods of the Normative Instruction SDA - 62,
0f 08/26/2003 [27]. From the data obtained by colony count, the number of microor-
ganisms present in the sample under analysis was calculated for each analysis and the
result expressed in colony forming unit per gram (CFU/g).
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Statistical analysis

We calculated the mean and standard deviation for the physicochemical and microbio-
logical parameters of both the labeled and unlabeled honey samples. We performed the
normality test for all quantitative physicochemical and microbiological variables using
the Shapiro-Wilk test. Then, we checked if there were significant differences between
the labelled and unlabeled honey samples, using the 7" zest to normally distribute vari-
ables and the Mann-Whitney test for the other variables. The significance level used
in the tests was 5%. The analysis was performed in the R software, version 4.0.0 [28].

REsSuULTS

Physicochemical parameters of honey

The main results obtained through the physicochemical analysis of the twelve honey
samples are expressed in table 1. Of all physicochemical analysis performed, only mois-
ture content showed significant difference between the two groups (p < 0.05) (figure 1).

Table 1. Physicochemical results of official labelled and not samples of honey.

Free Lactonic | Total |Moisture Insoluble

Sample | pH acidity | acidity | acidity | content Conductivity | Ashes solids

1072 | 2.7967 | 38.3427 | 3.4361 | 41.7788 | 19.47 208.70 0.4 0.082

1073 | 3.0867 | 23.3737 | 4.1346 | 27.5083 | 16.53 162.00 0.59* | 0.065

1074 | 4.2867 | 21.1189 | 1.6395 | 22.7584 | 19.27 480.83 0.02 0.078

1075 | 42000 | 27.3545 | 9.0889 | 36.4434 | 19.93 644.93 0.05 0.072

1076 | 4.0133 | 382509 | 5.7614 | 44.0123 | 20.47* 451.13 0.96* 0.07

1077 | 3.8733 | 26.1837 | 7.2560 | 33.4398 | 19.67 250.30 3.05* | 0.088

1078 | 3.7867 | 30.2126 | 8.0925 | 38.3086 | 20.67* 242.37 0.26 0.08

1079 | 4.1467 | 34.0353 | 5.7779 | 39.8132 | 19,80 501.90 0,01 0.068

1080 | 4,2767 | 23,6548 | 8,0983 | 31.7441 | 19.67 461.43 0.27 0.072

1081 | 42933 | 26.8427 | 9.7383 | 36.5820 | 19.53 645.07 0.11 0.162*

1082 | 4.0500 | 26.7685 | 7.5729 | 34.3414 | 18.87 42223 0.3 0.137*

1083 | 3.1033 | 41.4645 | 6.2613 | 47.7258 | 19.40 228.83 0.31 0.087

Subtitle: Free, lactonic and total acidity values were expressed by milliequivalent per kilo (mEq/kg); conductivity by mi-
crosiemens per centimeter (uS/cm); moisture content, ashes, and insoluble solids by percent (%); * values above the quality

standard (AOAC, 1999); SD: standard deviation; IL: inferior limit; UL: upper limit.

462



Parameters’ comparison of official labeled and unlabeled Brazilian honey

Figure 1. Boxplot representing the data of each physical chemical analysis performed. A: conductivity; B: free acidity; C:

moisture content; D: water insoluble solids; E: lactonic acidity; F: pH; G:total acidity; H: ashes. * p < 0.05.
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Color analysis

During the collection of the honey samples, a significant difference in their color was
observed. Through spectrophotometry, it was possible to classify the honey samples
according to their color. The predominant color of the honey samples analyzed was
light amber (60 %), and the official labeled samples ranged from light amber to dark
amber, while the unlabeled samples ranged from without color (0.9323 + 0.059) to
light amber.

Free, total and lactonic acidity and pH analysis

As example values for quality standards, the values obtained for total acidity (figure
1G) ranged from 22.76 mEq/kg to 47.73 mEq/kg, with an average of 36.2 + 6.94
mEq/kg, when compared to the values established by the AOAC (< 50.0 mEq/kg).
This applied to all the samples. The unlabeled honeys presented a mean total acidity of
36.61 + 7.23 mEq/kg (ranging from 27.50 + 0.71 to 47.72 + 1.26 mEq/kg) and the
official labeled showed an average of 35.79 + 7.29 mEq/kg (ranging from 22.75 + 1.32
to 44.01 £ 0.71 mEq/kg), which means no significant difference was found between
the groups (p > 0.05).

The average lactonic acidity (figure 1E) was 6.4 + 2.41 mEq/kg (1.64 to 9.74 mEq/
kg), while the free mean acidity (figure 1B) was 29.8 + 16.67 mEq/kg (21.12 to 41.46
mEq/kg), with no significant difference (p > 0.05) between groups cither. The results
found in the pH (figure 1F) analysis showed no significant difference between the
groups (p > 0.05), with their values ranging between 2.79 + 0.01 and 4.28 + 0.01, with
an average of 3.83 £ 0.53.

Electrical conductivity and moisture analysis

The electrical conductivity (figure 1A) analysis of the twelve samples presented an
average of 391.64 + 168.63 uS/cm, with variation between 162.00 and 645.07 uS/cm,
with no significant difference between the groups (p > 0.05), and the moisture content
(figure 1C) results ranged from 16.53 + 0.31 % to 20.67 + 0.12 % with an average of
19.44 + 1.03 %.

The unlabeled samples presented an average moisture content of 18.91 + 1.19 % (16.53
to 19.67 %) and the official labeled, 19.99 + 0.47 % (19.27 to 20.67 %). Therefore, the
groups showed a significant difference between them (p < 0.05).

Insoluble solids and ash analysis

The mean found in the analysis of insoluble solids (figure 1D) was 0.0884 + 0.0299 %
(0.0650 + 0.0150% to 0.1620 + 0.010%), with no significant difference between
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groups (p > 0.05). The unlabeled samples had as average insoluble solids content 0.1010
+0.0390 % (from 0.0650 £ 0.0150% to 0.1620 * 0.010 %), whereas for the samples
with an official labeled, the mean content was 0.0760 + 0.0080% (from 0.0680 +
0.0060 to 0.0880 + 0.0170 %).

Like insoluble solids, the mean found in the ash analysis (figure 1H) showed a great varia-
tion between its results, with an average of 0.52 + 0.83 %. The unlabeled samples had an
average of 0.72 + 1.19 %, while the official labeled samples average was 0.33 £ 0.15 %.
However, no significant difference was observed between the groups (p > 0.05).

Microbiological analysis

For the microbiological analysis, the presence of Salmonella spp. was not detected and
mold and yeast counts were < 1.0 X 10> CFU, according to table 2.

Table 2. Microbiological result of official labeled and not samples of honey.

Coliforms Molds and yeasts | Salmonella spp. .
Samples (MLN/g) (CFU/g) (CFU/mL) Mesophiles
1072 <3.0 < 1.0 x 10? Negative < 1.0 x 10
1073 <3.0 < 1.0 x 10 Negative < 1.0 x 10
1074 <3.0 < 1.0 x 10 Negative < 1.0 x 10
1075 <3.0 < 1.0 x 10 Negative < 1.0 x 10
1076 <3.0 <1.0x 10 Negative < 1.0 x 10
1077 <3.0 <1.0x 10 Negative < 1.0 x 10
1078 <3.0 < 1.0 x 10 Negative < 1.0 x 10
1079 <3.0 < 1.0 x 10 Negative < 1.0 x 10
1080 <3.0 <1.0x 10 Negative < 1.0 x 10
1081 <3.0 < 1.0 x 10 Negative < 1.0 x 10?
1082 <30 < 1.0 x 10 Negative < 1.0 x 10?
1083 <30 < 1.0 x 10 Negative < 1.0 x 10?

CFU/g: colony forming unit per gram; CFU/mL: colony forming unit per milliliter; MLN/g: most likely number per gram.

Pollen spectra of honey

Of the twelve samples analyzed, only two did not present pollen grains in their consti-
tution (figure 2). Four samples showed a predominance of the Eucalyptus pollen type
(Myrtaceae). One sample, besides having a large number of grains also of the Eucalyp-
tus type, presented numerous grains of Malvaceae family. Pollen grains of the Mimosa
type were predominant in one sample. Two samples showed a great diversity of pollen
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grains and the presence of a grainy mass, but without a predominance of a single pollen
type. In two samples there were many plant fragments, and a few pollen grains were
observed, although these grains belonged to several botanical families.

Figure 2. Optical microscopy photomicrographs of pollen grains present in honey samples from the Betim region, MG,
with an optical magnification of 200x. A:1072 sample without pollen; B: 1073 sample without pollen; C: 1074 sample with
Eucalyptus (Myrtaceae) pollen; D: 1075 sample with Eucalyptus (Myrtaceae) pollen; E: 1076 sample with great diversity of
pollen grains and presence of granular mass, without, however, predominating a single pollen type; F: 1077 sample without
predominating a single pollen type; G: 1078 sample with Fabaceae (Mimosa) pollen; H: 1079 sample with family Myrtaceae
and Malvaceae pollen; I: 1080 sample without predominatinga single pollen type; J: 1081 sample with Eucalyptus (Myrtace-
ae) pollen; K:1082 sample with Eucalyptus (Myrtaceae) pollen; L: 1083 sample without predominating a single pollen type.

466



Parameters’ comparison of official labeled and unlabeled Brazilian honey

DiscussioN

Our study shows that the official labeled honeys met the requirements of the current
legislation, while some unlabeled samples did not. Each kind of honey has distinct
physicochemical and microscopic characteristics, which may explain the variability of
these parameters between the labeled and unlabeled groups. Regarding microbiologi-
cal contamination, no sample was outside the established limits, which demonstrates
the safety in terms of the presence of bacteria and fungi in these honey samples from
Betim, MG.

PHYSICOCHEMICAL PARAMETERS OF HONEY

The evaluation of honey quality is important because its quality can be affected by
several factors such as: heating, liquefaction, clarification, or aging. Still, even with the
mandatory implementation of these analyses, it is possible to find adulteration and
fraud in honey. These quality-related analyses should be performed to promote a genu-
ineness and quality of the product to the consumer, emphasizing the importance of
product standardization to avoid fraud and tampering.

Currently, the required analyses are reducing sugars, moisture, apparent sucrose, insol-
uble matter, minerals, acidity, diastase activity and hydroxymethylfufural, in order to
standardize and ensure the quality of honey [1, 23].

Honey coloration is associated with its floral origin, storage conditions such as time,
light, temperature and moisture content, minerals, and honey ripening in the hive [29].
Due to this sensory characteristic of honey, color has a great influence in the choice of
honey by the consumer [30, 31]. Those with dark color have higher ash contents, while
the light ones have levels below 0.1% [32].

As well as coloration, acidity did not present significantly different values between the
groups. It is determined by organic acids originated from different sources of nectar
that determine the acidity of honey during its maturation process [33]. Thus, honey
acidity is a component that contributes to the maintenance of its stability, reducing
the development of microorganisms, which are consistent with the findings of micro-
biological analysis, since all samples presented values within the normality for acidity.

On the other hand, just like, the Brazilian legislation does not require the evaluation
of honey pH as a mandatory analysis, so there is no pre-established pH range [23]. The
pH values differ from the floristic composition used as raw material for its produc-
tion, since the pH of honey is influenced by the pH of nectar and varies according to
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the hydrogen ions dissolved in water, as well as its acidity, besides containing a varied
number of organic acids and amino acids in its composition, conferring its acid char-
acter. However, it was observed that three unlabeled samples presented abnormal pH
values, compared to other studies that had pH ranging from 3.68 t0 4.97 [34] and 3.60
to 5.35 [35].

Conductivity is recognized by some authors as an important proof of the botanical ori-
gin of honey [24, 36, 37]. However, to compose the international standards of honey
quality, a maximum limit of 800 uS/cm of conductivity was established [24]. Based on
this parameter, both groups presented values within the standard, but without signifi-
cant difference between them. In addition, a great variation in honey conductivity was
observed, probably due to different concentrations of organic acids, minerals, proteins,
and other substances that compose it. Another study reinforces this variation, in which
57 samples of different honeys were analyzed, presenting a variation of 100 to 2103 uS/
cm depending on the region of Brazil from which they were collected [38].

On the other hand, the analysis of the contents of insoluble matter in water revealed
that two of the unlabeled samples analyzed were outside the standard established by
the AOAC: a maximum content of 0.1 %. The number of insoluble solids in water var-
ies mainly according to the hygienic character during honey production [39] and its
evaluation allows to establish a honey purity index [40].

We know that the ash concentration of a honey sample should not exceed 0.5 %. From
this point, our results show three samples, one unlabeled and two official labeled,
expressed results above the reference value. The ashes directly express the amount of
minerals present in honey, which can be influenced by factors such as bee, beekeeper
management of the hives, climate, soil, and botanical origin [41].

Regarding the moisture analysis of honeys, the significant difference found between
the groups can be explained by the poor storage and conditioning conditions of the
unlabeled honey, which was in reused bottles (glass bottles of beer, pepper) and some
were sealed by corks, which reduces their low level of moisture content in relation to
the official labeled samples, since the pores present in the stoppers allow water to pass
through them. Two official labeled samples had values above the allowed by the Bra-
zilian legislation, which establishes a maximum limit of 20 % for all types of honey.
The moisture content of a honey varies according to the rate of dehydration of nectar
during its transformation process, raw material used for its production, climate, and
harvest time [42].

However, both groups of honey produced satisfactory effects, indicating that their col-
lection was performed at the correct time, since, when collected early, the moisture
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content values tend to be above 20 % due to low dehydration during their transforma-
tion process [43]. Moreover, this low moisture content value contributes to a reduc-
tion in microbiological contamination of the samples [44], which was verified through
microbiological tests counting mesophyll bacteria, presence of molds and yeasts, total
coliforms of thermolabile and Salmonella spp.

Microbiological analysis of honey

In microbiological analysis, negative or non-significant or non-significant results were
observed in all samples (mesophile bacteria, presence of molds and yeasts, total coli-
forms of thermolabile, Salmonella spp.). The absence of microorganisms in the samples
of both groups can be explained, in addition to the care in the packaging and added
to this, by the low moisture content of the samples, since the water present in honey
has a strong interaction with sugars; there is a decrease in water activity reducing its
availability to microorganisms [45]. Another factor that contributes to the absence of
microorganisms is the acidity of honey, which, due to the presence of hydrogen ions
(low pH), maintains its chemical stability, inhibiting the growth of microorganisms
[45]. Other factors, in addition to osmotic pressure and pH, also contribute to the
low microbial contamination in honey such as presence of hydrogen peroxide, bee-

defensin-1 peptide, and phenolic compounds [46].

Pollen spectra of honey

The presence of pollen indicates the type of honey, and its absence is a strong indica-
tion of adulteration. This was identified in two samples without pollen (figure 2), and
these also had the lowest pH values (table 2), with one pH below 3. However, there
was no distinction with the other results, both physical-chemical and microbiological.
Which indicates how important it is to carry out all physical-chemical, microscopic,
and microbiological analyzes in the search for the quality and authenticity of honeys.

CONCLUSION

We conclude that the physicochemical methods, combined with the microbiological
and microscopic methods were sufhicient to define the adulterated and falsified honeys.
In addition, our results show the importance of official labels to guarantee the quality
of marketed honey and to bring safety and protection to this product, since no labelled
honey was adulterated. Finally, we conclude that identifying the presence or absence
of pollen in the samples is a safe and reliable way to verify the authenticity of honey.
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RESUMEN

Objetivo: analizar la regulacién de la venta de medicamentos por procedimientos tele-
maticos en Espafia, as{ como los riesgos y ventajas que esta presenta. Metodologia: se
analiz6 e interpreto la legislacién en materia de regulacién de venta de medicamentos
de uso humano a través de Internet en el ordenamiento juridico espanol. Resultados:
dicha regulacién se encuentra en el Real Decreto 870/2013, de 8 de noviembre, por
el que se regula la venta a distancia al publico, a través de sitios web, de medica-
mentos de uso humano no sujetos a prescripcion médica. Este Real Decreto limita
la venta de medicamentos a través de Internet a aquellos que no requieran prescrip-
cién médica, ya que en Internet se pueden vender medicamentos ilegalmente, lo cual
supone una amenaza para la salud publica. No obstante, también existen ventajas
de dicha actividad como es la garantia de acceso a los medicamentos por parte de la
poblacién. En la presente contribucion se analiza el caso de las nuevas condiciones de
dispensacion establecidas durante la pandemia provocada por el nuevo coronavirus
SARS-CoV-2. Conclusiones: para garantizar la seguridad de los pacientes se limita
la venta de medicamentos via online, no obstante, en situaciones especiales, como la
crisis sanitaria generada por el nuevo coronavirus se ampli6 el marco normativo para

garantizar el acceso de la poblacién a los medicamentos.

Palabras clave: Medicamentos, Internet, medicamentos falsificados, coronavirus.
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SUMMARY

Regulation of the sale of medicines for human use through
telematic procedures in Spain

Aim: to analyze the regulation of the sale of medicines by telematic procedures in
Spain, as well as the risks and advantages that it presents. Methodology: the legisla-
tion on the regulation of the sale of medicines for human use through the Internet
in the Spanish legal system was analysed and interpreted. Results: said regulation
is found in Royal Decree 870/2013, of November 8, which regulates the distance
sale to the public, through websites, of medicines for human use not subject to
medical prescription. This Royal Decree limits the sale of medicines through the
Internet to those that do not require a medical prescription, since medicines can be
sold illegally on the Internet, which poses a threat to public health. However, there
are also advantages of this activity, such as the guarantee of access to medicines by
the population. This contribution analyses the case of the new dispensing condi-
tions established during the pandemic caused by the new SARS-CoV-2 coronavirus.
Conclusions: to guarantee the safety of patients, the sale of medicines online is
limited, however, in special situations, such as the health crisis generated by the new
coronavirus, the regulatory framework was expanded to guarantee the population’s

access to medicines.

Key words: Medications, Internet, Counterfeit Drugs, coronavirus.

REsumo

Regulamentagio da venda de medicamentos por procedimentos
telemdticos em Espanha: riscos e vantagens em situagoes
excepcionais

Objetivo: analisar a regulamentagio da comercializagio de medicamentos por
procedimentos teleméticos em Espanha, bem como os riscos e vantagens que
apresenta. Metodologia: a legislacio foi analisada e interpretada sobre a regula-
mentagio da comercializacio de medicamentos de uso humano pela Internet no
ordenamento juridico espanhol. Resultados: o referido regulamento consta do
Real Decreto 870/2013, de 8 de novembro, que regulamenta a venda 2 distincia
ao publico, através de websites, de medicamentos para uso humano nio sujeitos a

receita médica. Este Decreto Real limita a venda de medicamentos pela Internet
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aos que nio necessitem de receita médica, uma vez que os medicamentos podem ser
comercializados ilegalmente na Internet, o que representa uma ameaca para a satide
publica. Porém, também hd vantagens dessa atividade, como a garantia de acesso a
medicamentos por parte da populagio. Esta contribuicio analisa o caso das novas
condigoes de dispensagio estabelecidas durante a pandemia causada pelo novo coro-
navirus SARS-CoV-2. Conclusdes: para garantir a seguranga dos pacientes, a venda
de medicamentos online ¢ limitada, porém, em situa¢es especiais, como a crise de
satide gerada pelo novo coronavirus, o marco regulatério foi ampliado para garantir

o acesso da populac¢io aos medicamentos.

Palavras-chave: Medicamentos, Internet, medicamentos falsificados, coronavirus.

INTRODUCCION

El medicamento es un bien juridico que se encuentra sometido a una estricta regulacion
con el objetivo de garantizar su calidad, eficacia y seguridad. Ya que “estriba principal-
mente en la posible peligrosidad que incluye la naturaleza y destino del medicamento”
[1] y esto puede explicarse principalmente por dos razones. La primera de ellas es por
el mandato constitucional de proteccién de la salud publica, segun el articulo 43 de la
Constitucion Espanola de 1978: “se reconoce el derecho a la proteccion de la salud y
compete a los poderes publicos organizar y tutelar la salud publica a través de medidas
preventivasy de las prestaciones y servicios necesarios. La ley establecerd los derechos y
deberes de todos al respecto” [2]. La segunda, el uso de medicamentos conlleva deter-
minados riesgos para la salud, que es conveniente prevenir.

La venta de medicamentos a través de Internet ha supuesto una revolucién para el mer-
cado en general. Se trata de una actividad que debe de estar estrictamente regulada puesto
que, existe el riesgo de que puedan venderse a través de esta via medicamentos falsificados.
Es imprescindible proporcionar un marco normativo para que la venta legal de medica-
mentos de uso humano, elaborados industrialmente y que no estén sujetos a prescripcion,
a través de Internet se haga con las garantias sanitarias necesarias, también es indispensa—
ble facilitar que los ciudadanos identifiquen los sitios web que venden legalmente medi-
camentos no sujetos a prescripcion y puedan asi distinguirlos de aquellos que los venden
ilegalmente [3].

Es conveniente destacar que también existen numerosas ventajas de la venta de medica-
mentos telemdtica. La principal es que proporciona es la garantia de acceso al medica-
mento por parte de la poblacién, tal y como se analizard en cuerpo del presente articulo,
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esta modalidad de venta se empled durante la crisis sanitaria provocada por el nuevo

coronavirus SARS-CoV-2.

Desarrollo de la normativa relativa a la venta de medicamentos via o7-/ine

En 2000, con la extraordinaria expansién de las redes de telecomunicaciones y, en espe-
cial, de Internet como vehiculo de transmision e intercambio de todo tipo de infor-
macién y su incorporacion a la vida econémica, fue preciso el establecimiento de un
marco juridico comunitario, que generase en todos los actores intervinientes la con-
flanza necesaria para el empleo de este nuevo medio.

Asi pues, se promulgé la Directiva 2000/31/CE, del Parlamento Europeo y del Con-
s¢jo, de 8 de junio de 2000, relativa a determinados aspectos juridicos de los servicios
de la sociedad de la informacion, en particular el comercio electrénico en el mercado
interior, con el objetivo de contribuir al correcto funcionamiento del mercado interior
y garantizando la libre circulacién de todo tipo de productos, incluidos los medicamen-
tos, entre los Estados miembros.

Esta disposicion se aplic6 en el ordenamiento juridico nacional por la Ley 34/2002, de
11 de julio, de servicios de la sociedad de la informacién y de comercio electrénico, y
hace referencia al tema que nos ocupa en su disposicion adicional segunda, sobre medi-
camentos y productos sanitarios, segun la cual “la prestacién de servicios de la socie-
dad de la informacidn relacionados con los medicamentos y los productos sanitarios se
regird por lo dispuesto en su legislacién especifica” [4].

Por ello, el Real Decreto Legislativo 1/2015, de 24 de julio, por el que se aprueba el
texto refundido de la Ley de garantias y uso racional de los medicamentos y productos
sanitario en su articulo 3.6, atribuye la capacidad de custodia, conservacién y dispensa-
cién de medicamentos a las oficinas de farmacia legalmente autorizadas, a los servicios
de farmacia de los hospitales, de los centros de salud y de las estructuras de atencién
primaria del Sistema Nacional de Salud [5].

Asimismo, en el apartado 5 del mismo articulo se limité la venta por procedimientos
telemdticos a los medicamentos no sujetos a prescripcion médica, cuyas caracteristicas
y requisitos no se especificaron hasta la promulgacién del Real Decreto 870/2013, de 8
de noviembre, por el que se regula la venta a distancia al publico, a través de sitios web,
de medicamentos de uso humano no sujetos a prescripcién médica.

Por ultimo, es preciso destacar en el mencionado Real Decreto se alerta de la amenaza
para la salud publica derivada de la posible venta ilegal de medicamentos al publico a
través de Internet, ya que por esta via pueden llegar al pblico medicamentos falsifica-
dos, asi como medicamentos no autorizados.
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Los estudios realizados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en esa época
revelan que el 10 % de medicamentos que se comercializaban en el mundo eran falsos [6].
Ademds, en los paises industrializados, la mayor parte de la venta de medicamentos falsifi-
cados se realizaba a través de Internet. Segtin la OMS, el 50 % de las medicinas compradas
por Internet a través de péginas que ocultan su direccion fisica eran falsificadas.

Para reducir estos riesgos se regulé, a nivel europeo, la venta a distancia de medica-
mentos en la Directiva 2011/62/UE, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 8 de
junio de 2011, que modifica la Directiva 2001/83/CE por la que se establece un c6digo
comunitario sobre medicamentos de uso humano, en lo relativo a la prevencién de la
entrada de medicamentos falsificados en la cadena de suministro legal.

Esta directiva introducia por primera vez los dispositivos de seguridad para aquellos
medicamentos con riesgos de falsificacion. No obstante, serfa cada pais el que definiria
los criterios de dichos dispositivos. Unicamente deberfan cumplir la funcién de verifi-
car la autenticidad del medicamento, identificar envases individuales y permitir verificar
que el embalaje exterior no haya sido manipulado.

El problema de la venta de medicamentos falsificados a través de Internet continué
emergiendo. De hecho, en Espana durante 2013 se cerraron 220 péginas web porque
se detectd una venta ilicita de productos sanitarios y se retiraron 14 medicamentos [7].
Por ello, la Unién Europea ha creado un logotipo comun que sea identificable en todos
los paises comunitarios a través del Reglamento de Ejecucién (UE) n.° 699/2014 de la
Comisién de 24 de junio de 2014, sobre el disefio del logotipo comun para identificar a
las personas que ofrecen al publico medicamentos por venta a distancia y los criterios téc-
nicos, electrénicos y criptogrificos a efectos de la verificacion de la autenticidad de dicho
logotipo. El mismo permite al usuario cerciorarse de que la pdgina web est4 verificada y,
por lo tanto, asegura el acceso del consumidor a medicamentos seguros y eficaces.

Por ultimo, cabe destacar, la promulgacién del Reglamento Delegado de la Unién
Europea 2016/161 de la Comisién de 2 de octubre de 2015, que completa la Directiva
2001/83/CE del Parlamento Europeo y del Consejo estableciendo disposiciones deta-
lladas relativas a los dispositivos de seguridad que figuran en el envase de los medica-
mentos de uso humano estableciendo unos dispositivos especificos de seguridad, para
aquellos medicamentos de fabricacion industrial con riesgo de falsificacién, incluidos
aquellos que no requieran prescripcion médica y puedan ser objeto de venta a través
de Internet.

A continuacidn, se analizarn las condiciones de venta de medicamentos por procedi-
mientos telematicos de acuerdo con la normativa mencionada.
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Preceptos legales sobre la venta de medicamentos via Internet
sQué tipo de medicamentos puede venderse a través de Internet?

Es preciso recordar que el ordenamiento juridico espanol, en el Real Decreto 1/2015,
de 24 de julio, por el que se aprueba el texto refundido de la Ley de garantias y uso
racional de medicamentos y productos sanitarios, y siguiendo las directrices comu-
nitarias, define medicamento de uso humano como “toda sustancia o combinacién
de sustancias que se presente como poseedora de propiedades para el tratamiento o
prevencién de enfermedades en seres humanos o que pueda usarse en seres humanos
o administrarse a seres humanos con el fin de restaurar, corregir o modificar las funcio-
nes fisioldgicas, ejerciendo una accién farmacoldgica, inmunoldgica o metaboélica, o de
establecer un diagndstico médico” [8].

El mismo decreto establece una lista cerrada de medicamentos reconocidos: aquellos
medicamentos de uso humano y de uso veterinario elaborados industrialmente o en
cuya fabricacién interviene un proceso industrial, las férmulas magistrales, los prepara-
dos oficinales y los medicamentos especiales.

Los medicamentos que se pueden comercializar a través de Internet se regulan en el
articulo uno del Real Decreto 870/2013, de 8 de noviembre, por el que se regula la
venta a distancia al publico, a través de sitios web, de medicamentos de uso humano
no sujetos a prescripciéon médica. Este establece la venta legal al ptblico realizada a
distancia, inicamente, de medicamentos de uso humano elaborados industrialmente
no sujetos a prescripcién médica, a través de sitios web de oficinas de farmacia.

Segtin el articulo 19.4 del Real Decreto Legislativo 1/2015, de 24 de julio, por el que
se aprueba el texto refundido de la Ley de garantias y uso racional de los medicamentos
y productos sanitarios, los medicamentos no sujetos a prescripcion médica irdn “desti-
nados a procesos o condiciones que no necesiten un diagnéstico preciso y cuyos datos
de evaluacion toxicoldgica, clinica o de su utilizacién y via de administraciéon no exijan
prescripcion médica” [8].

Condiciones de la venta de medicamentos a distancia al piblico

Con respecto a la venta de medicamentos a través de Internet, de acuerdo con el Real
Decreto 870/2013, de 8 de noviembre, por el que se regula la venta a distancia al
publico, a través de sitios web, de medicamentos de uso humano no sujetos a prescrip-
cién médica, es preciso que la venta sea realizada con la intervencién de un farmacéu-
tico, desde su oficina de farmacia y previo asesoramiento personalizado.
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Los pedidos de dispensacién de medicamentos no sujetos a prescripcion médica se
realizardn directamente a la oficina de farmacia a través del sitio web habilitado por
esta incluyendo los siguientes datos: nombre y apellidos, teléfono, correo electrénico
y direccién postal. Todo ello destinado a que el farmacéutico responsable de la dis-
pensacion pueda ponerse en contacto con el comprador si lo considerase oportuno.
La oficina de farmacia también podra habilitar cuestionarios para recoger informacién
relevante para asegurar un buen uso del medicamento. La entrega al usuario ird acom-
panada de la informacién necesaria para que el usuario pueda utilizar el servicio de
seguimiento farmacoterapéutico por parte del farmacéutico. Esta dispensacién unica-
mente podrd realizarse directamente desde la oficina de farmacia, y no podrd haber
intervencion de ningtin intermediario. Para asegurar que el medicamento llegue en el
plazo de tiempo establecido en la compra, en el caso del que el plazo de entrega superase
el 50% del tiempo establecido en la compra por causas no imputables al usuario, este
tendrd derecho a la devolucién del medicamento y al reintegro del importe pagado.

Ademas, tal y como se ha mencionado, con la reciente entrada en vigor del Reglamento
Delegado de la Unién Europea 2016/161 de la Comisién de 2 de octubre de 2015,
que completa la Directiva 2001/83/CE del Parlamento Europeo y del Consejo esta-
bleciendo disposiciones detalladas relativas a los dispositivos de seguridad que figuran
en el envase de los medicamentos de uso humano, para aquellos medicamentos, que a
pesar de no requerir prescripcién médica se consideren con elevado riesgo de falsifica-
ci6n, serd de obligado cumplimiento que contengan un dispositivo de seguridad y, por
lo tanto, el farmacéutico responsable de la dispensacién asi lo compruebe.

Estos dispositivos de seguridad obligatoriamente constaran de dos partes: un identifica-
dor tinico que permite verificar la autenticidad y la identificacion de cada envase de un
medicamento y estard incorporado en un cédigo bidimensional Datamatrix y también
en formato legible [9]; y un dispositivo contra las manipulaciones que permite verificar si
el envase de un medicamento ha sido manipulado o no. Puede consistir en una limina o
un sello de pléstico en el embalaje exterior, que el envase de cartén esté pegado o que tenga
una seccion de la caja dentada, la cual deba ser perforada para su apertura.

Por otro lado, desde las oficinas de farmacia autorizadas no podran realizarse regalos, pre-
mios, obsequios, concursos, bonificaciones o actividades similares como medios vincula-
dosala promocién o venta al publico de medicamentos mediante sitios web, sin perjuicio
de los descuentos sobre el precio de venta que se contemplen en la normativa vigente.

Por ultimo, de acuerdo con la normativa mencionada, la oficina de farmacia no podra
aceptar devoluciones de los medicamentos una vez hayan sido dispensados y entregados
al cliente, salvo de aquellos medicamentos que hayan sido suministrados por error, no se
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correspondan con el pedido o hayan sido dafnados durante el transporte. No obstante, en
todos los casos en los que los medicamentos hayan sido devueltos, irdn destinados a su
destruccion a través de sistemas integrados de gestion de residuos existentes.

Caracteristicas del logotipo para la identificacion de sitios web autorizados para la venta
de medicamentos via on-line

Tal y como se ha indicado con anterioridad, uno de los requisitos que debe contener el
sitio web habilitado por la oficina de farmacia es la existencia de un logotipo que garan-
tice que esta se encuentra verificada por las autoridades competentes.

Dicho logotipo se encuentra regulado mediante el Reglamento de Ejecucién (UE) n.
699/2014 de la comision de 24 de junio de 2014, sobre el disefio del logotipo comin
para identificar a las personas que ofrecen al publico medicamentos por venta a distan-
cia y los criterios técnicos, electrénicos y criptograficos a efectos de la verificacion de la
autenticidad de dicho logotipo.

El modelo del logotipo comun ha de tener unos colores especiales. Ademads, contiene
la bandera nacional del Estado miembro en el que esté la oficina de farmacia que lleva a
cabo la actividad de venta a distancia de medicamentos. El logotipo en cuestién contiene
el texto: “haga clic aqui para verificar si este sitio web es legal”. Tanto la bandera nacio-
nal como el texto son una parte integral del logotipo. Ademds, se puede hacer clic en el
logotipo y aparecera en los sitios web de todos los minoristas de medicamentos en linea
en la UE que estén registrados en los listados de la autoridad reguladora nacional [10].

Con esta unificacién de criterios a la hora del disefio de del logotipo se intenta estable-
cer un planteamiento homogéneo, para poder evitar los canales ilegales propensos a
falsificar tanto medicamentos como los medios utilizados para la venta de los mismos,
en nuestro caso farmacias on-line [11].

Problematica que presenta la venta de medicamentos via on-line

El principal problema que presenta la venta de medicamentos via 07-/ine es que una buena
parte de los medicamentos que se venden en Internet son medicamentos falsificados.

La Directiva 2011/62/UE, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 8 de junio de
2011, que modifica la Directiva 2001/83/CE por la que se establece un cédigo comu-
nitario sobre medicamentos de uso humano, en lo relativo a la prevencién de la entrada
de medicamentos falsificados en la cadena de suministro legal define un “medicamento
falsificado” como “cualquier medicamento cuya presentacion sea falsa con respecto
a su identidad, incluidos el envase y etiquetado, el nombre o composicién en lo que
respecta a cualquiera de sus componentes, incluidos los excipientes, y la dosificaciéon
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de dichos componentes; su origen, incluidos el fabricante, el pais de fabricacién, el pais
de origen y el titular de la autorizacién de comercializacion, o su historial, incluidos los
registros y documentos relativos a los canales de distribucién empleados” [12].

El riesgo que genera la circulacién de medicamentos falsificados en Internet son los
dafos para la salud que estos pueden provocar, los cuales pueden ser: efectos toxicos
agudos provocados por la ingesta de un principio activo toxico o la evolucién de enfer-
medades no tratadas, puesto que, algunos medicamentos falsificados no contienen el
principio activo que dicen tener.

Segtin los ultimos datos de actuaciones sobre medicamentos ilegales de la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios, el nimero de paginas web inves-
tigadas y los procedimientos de cesacion por la venta de medicamentos ilegales fueron
497 en 2017,415 en 2018y 700 en 2019. El nimero de medicamentos retirados fue
de 10en 2017,7 en 2018,y 22 en 2019 [13].

Por este motivo, la legislacién que hemos desarrollado es fundamental para prevenir

la entrada de medicamentos falsificados en la cadena legal de suministro, ya que los
recursos oz-line son una via facil de introduccién de medicamentos falsificados en la
cadena legal de suministro.

Venta de medicamentos por procedimientos teleméticos en situaciones especiales:

caso de la crisis sanitaria provocada por el nuevo coronavirus SARS-CoV-2

En diciembre de 2019 se detecté un nuevo virus de la familia Coronaviridae que, poste-
riormente, se denomind SARS-CoV-2. El elevado numero de personas contagiadas de esta
enfermedad y su rdpida propagacién han elevado la situacién a pandemia internacional.

Esta gran crisis sanitaria en la que se vio inmerso el pais generd dificultades en la dis-
pensacién de medicamentos, lo cual dio lugar a nuevas condiciones de dispensacién
telematica de medicamentos, con el objetivo de garantizar el acceso de la poblacién a
los medicamentos.

El régimen al que estdn sometidos tanto los medicamentos como el acto de dispensa-
cién es comun para todo el territorio nacional. En condiciones normales, las Comuni-
dades Autdénomas carecen de potestades en el ordenamiento juridico farmacéutico vy,
en concreto, en las normas sobre la dispensacion de medicamentos sujetos a prescrip-
cién médica. Este hecho estd amparado por el articulo 149.1.16 de la Constitucién
Espanola, que establece que: “el Estado tiene competencia exclusiva sobre las siguientes
materias: 16.* Sanidad exterior. Bases y coordinacion general de la sanidad. Legislaciéon
sobre productos farmacéuticos” [14].
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Sin embargo, esta competencia, en condiciones de urgente necesidad y con cardcter
excepcional, podra transferirse a las Comunidades Auténomas. Segtin la Ley 33/2011,
de 4 de octubre, General de Salud Publica, en su articulo 54 se establece que “con cardc-
ter excepcional y cuando asi lo requieran motivos de extraordinaria gravedad o urgen-
cia, la Administraciéon General del Estado y las de las Comunidades Auténomas vy las
ciudades auténomas de Ceuta y Melilla, en el dmbito de sus respectivas competencias,
podran adoptar cuantas medidas sean necesarias para asegurar el cumplimiento de la
ley” [15] como ha ocurrido en esta crisis sanitaria.

Es conveniente destacar la Sentencia del Tribunal Constitucional 152/2003, de 17 de
julio de 2003 segtn la cual “las CC.AA. pertinentes pueden también regular en rela-
ci6én con la dispensacion de medicamentos aspectos que tengan propiamente que ver con
la funcién de las farmacias al dispensarlos, siempre que la regulacién correspondiente
se oriente al establecimiento de reglas o criterios que atiendan al ejercicio ordinario de
esta actividad de los establecimientos de farmacia, sea de indole técnica o meramente de
entrega de material, y no ponga en cuestion los principios relativos a garantizar la seguri-
dad de las prescripciones médicas y, con ello, la salud de los pacientes” [16].

Por lo tanto, a pesar de que la normativa vigente, tal y como se ha analizado, limita la
venta de medicamentos por procedimientos telematicos unicamente a aquellos medi-
camentos no sujetos a prescripcion médica, segtn el articulo 3. 5 del Real Decreto
Legislativo 1/2015, de 24 de julio, por el que se aprueba el texto refundido de la Ley
de garantias y uso racional de los medicamentos y productos sanitarios: “las adminis-
traciones sanitarias, por razones de salud publica o seguridad de las personas, podran
limitar, condicionar o prohibir la venta a domicilio y cualquier tipo de venta indirecta
al publico de medicamentos y productos sanitarios productos sanitarios” [17].

De esta forma, en algunas Comunidades Auténomas, durante el estado de alarma
declarado para la contencién de la pandemia, se promulgé una nueva norma que per-
miti6 la dispensacién de cualquier medicamento telematicamente, incluidos aquellos
que requieran prescripcion médica.

Este es el caso de Andalucia que, acogiéndose a los derechos otorgados por estas nor-
mas, entre otras, promulgé la Orden de 26 de marzo de 2020, por la que se establece el
protocolo para la dispensacion de medicamentos y productos sanitarios por las ofici-
nas de farmacia de Andalucia durante la situacién de crisis sanitaria ocasionada por el
coronavirus Covid-19, que en su primer articulo establece el protocolo de dispensacién
a domicilio de medicamentos y productos sanitarios por las oficinas de farmacia de
Andalucia durante la situacién de crisis sanitaria ocasionada por el Covid-19 [18].
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Este protocolo que se adjunta en la mencionada orden est dirigido a personas (que
no pueden apoyarse en otras) y que no puedan abandonar su domicilio por problemas
de movilidad, enfermedad aguda, procesos crénicos incluidos en los grupos de mayor
riesgo de infeccion por Covid-19, personas en situacién de cuarentena domiciliaria por
Covid-19 y personas que por su edad o especial fragilidad sean més vulnerables al con-
tagio. Cualquier persona que pertenezca a alguno de los grupos puede ponerse en con-
tacto a través de la plataforma que la oficina de farmacia registrada habilite o bien, por
via telefonica, para que esta le dispense a domicilio cualquier medicamento sometido o
no a prescripcion médica, asi como productos sanitarios.

Las condiciones de dispensacion son las mismas que las habituales, recordando siem-
pre que este es un acto profesional que serd siempre supervisado por una persona
titulada o graduada en Farmacia, quien debe velar por que se cumplan las pautas esta-
blecidas por el facultativo prescriptor y realizar un seguimiento de los tratamientos
farmacoterapéuticos a través de los procedimientos de atencién farmacéutica mencio-
nados en parrafos precedentes. El personal de la oficina de farmacia que actie en esta
modalidad de dispensacién lo hara bajo la supervision del farmacéutico titular de la
oficina de farmacia.

Discusion

En la sociedad actual, el Internet actia como un gran protagonista tanto como para
informarse como comprar y vender un gran nimero de productos, incluidos los medi-
camentos. La regulacion de su venta a través de Internet garantiza la proteccion de la
salud publicay la seguridad del paciente. Por ello, se ha creado un entramado normativo
del que destacamos que: solamente pueden venderse a través de Internet medicamentos
que no requieran receta médica. Esto es 16gico puesto que, se pretende proteger al con-
sumidor del uso irracional de aquellos medicamentos con mds riesgo de efectos adver-
s0s, que son precisamente aquellos que requieren prescripciéon médica. Ademds, asi se
consigue que la tinica manera de conseguir este tipo de medicamentos sea acudiendo
a la oficina de farmacia, de forma que el farmacéutico pueda ejercer una dispensacion
informada, dando todas las pautas de uso racional del medicamento y ofreciéndole al
paciente un seguimiento farmacoterapéutico del mismo.

No obstante, en situaciones excepcionales como es el caso de la pandemia generada por
el nuevo coronavirus SARS-CoV-2, Internet se presenta como una herramienta muy
atil a la hora de garantizar el acceso de los medicamentos a la poblacién al tratarse de
una situacién tan extraordinaria, en la cual muchos pacientes se hallaban confinados en
sus domicilios bien por encontrase enfermos o bien por prevencién. Por ello, durante
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la pandemia se podian dispensar telemdticamente, tanto medicamentos sujetos a pres-
cripcién médica como aquellos que no la requiriesen.

Otro de los preceptos legales a destacar, es el logotipo comun que facilita la identifi-
cacion de las paginas web de venta de medicamentos legales. Este logotipo es de gran
importancia, ya que garantiza al consumidor que la pdgina web en la que pretende com-
prar se encuentra acreditada por las autoridades sanitarias correspondientes, puesto
que, los medicamentos falsificados en la red, tal y como hemos desarrollado, es un gran
problema que presenta la modalidad venta de medicamentos objeto de estudio. Asi
pues, para la prevencién de la distribucién ilicita de medicamentos falsificados en el
territorio nacional es muy necesaria la investigacion de las redes de fabricacién y distri-
bucién de medicamentos falsificados, ilegales y productos adulterados. También, son
de gran importancia las campanas de informacién dirigidas al pablico a través de las
cudles se informa de c6mo identificar una pégina web de venta de medicamentos legal.

CONCLUSIONES

Desde el punto de la seguridad del paciente es 16gico que se limitase la venta de medica-
mentos sujetos a prescripcion médica inicamente en el acto de dispensacién en oficinas
de farmacia fisicas. No obstante, durante la crisis sanitaria generada por el nuevo coro-
navirus SARS-CoV-2 se ha ampliado el marco normativo de la venta de medicamentos
por procedimientos teleméticos a aquellos que requieran prescripcion médica. Dicha
modificacién se ha realizado con el fin de la garantizar la dispensacién asegurando la
proteccion de todos los pacientes y, en especial, de los més vulnerables. Con el paso del
tiempo, es probable que se amplie el marco normativo, dando lugar a la autorizacién
de venta de medicamentos sujetos a prescripcién médica a través de procedimientos
telematicos. Si bien, lo primordial es garantizar la seguridad del usuario y solventar la
problemdtica generada por los medicamentos falsificados.
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RESUMEN

Introduccién: el aumento de la resistencia bacteriana a los antibidticos comiinmente
empleados para el tratamiento de infecciones cutdneas pone en manifiesto la nece-
sidad de encontrar medicamentos alternativos y eficaces, capaces de contrarrestar
este problema de salud que no sélo implica una region, sino que se ha convertido en
un problema de salud mundial. Se ha demostrado que un novedoso complejo a base
de tinidazol y cobre ([Cu(tnz),(NO;),]) posee buena actividad antimicrobiana,
sin embargo, para que pueda emplearse como una alternativa para el uso tdpico,
debe poseer las caracteristicas necesarias para incorporarse en una formulacién que
permita su aplicacién. Objetivo: las formas farmacéuticas semisolidas constituyen el
grupo més empleado dentro de las formulaciones dermatoldgicas; se elaboraron dos
tipos formulaciones una tipo crema y otra crema-gel, con el fin de verificar en cudl
de ellas incorpora convenientemente el complejo [Cu(tnz),(NOs),]. Para ambas
formulaciones se determinaron las propiedades organolépticas, pH, 4rea de exten-
sibilidad, viscosidad, y tamafo de particula del complejo. Resultados: obtenidos

evidencian las ventajas de la formulacién tipo crema frente a la crema-gel.

Palabras claves: Compuesto de coordinacion, crema, crema-gel, extensibilidad.
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SUMMARY

Incorporation of a novel tinidazole complex with antimicrobial
properties into two semi-solid topical forms

Introduction: the increase in bacterial resistance to antibiotics commonly used for
the treatment of skin infections highlights the need to find alternative and effective
drugs, capable of counteracting this health problem that not only involves a region
but has become into a global health problem. A novel complex based on tinidazole
and copper ([Cu(tnz),(NOs),]) has been shown to have good antimicrobial activity,
however, in order to be used as an alternative for topical use, it must have the char-
acteristics necessary to be incorporated into a formulation that allows its applica-
tion. Aim: semi-solid pharmaceutical forms are the most widely used group within
dermatological formulations; Two types of formulations were elaborated, one type
of cream and the other cream-gel, in order to verify in which of them the complex
[Cu(tnz),(NOs),] is conveniently incorporated. For both formulations, the organo-
leptic properties, pH, area of extensibility, viscosity, and particle size of the complex
were determined. Results: obtained show the advantages of the cream-type formula-

tion compared to the cream-gel.

Keywords: Complex, cream, cream-gel, extensibility.

REsumo

Incorporagio de um novo complexo de tinidazol com propriedades
antimicrobianas a duas formas semissélidas para uso tépico

Introdugao: o aumento da resisténcia bacteriana aos antibidticos comumente
utilizados no tratamento de infeccdes cutineas evidencia a necessidade de encon-
trar medicamentos alternativos e eficazes, capazes de fazer frente a esse problema
de satde que nio envolve apenas uma regiio, mas se tornou um problema de satde
global. Um novo complexo & base de tinidazol e cobre ([Cu(tnz),(NO;),]) demon-
strou ter boa atividade antimicrobiana, porém, para ser utilizado como alternativa
para uso tépico, deve ter as caracteristicas necessdrias para ser incorporado em uma
formulagio que permita sua aplicacio. Objetivo: as formas farmacéuticas semissol-
idas sio o grupo mais utilizado nas formula¢ées dermatoldgicas; foram elaborados
dois tipos de formula¢ées, um tipo creme e outra creme-gel, a fim de verificar em

qual delas o complexo [Cu(tnz),(NO;),] estd convenientemente incorporado. Para
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ambas as formula¢oes foram determinadas as propriedades organolépticas, pH, drea
de extensibilidade, viscosidade ¢ tamanho de particula do complexo. Resultados: os

obtidos mostram as vantagens da formulago tipo creme em relagio ao gel-creme.

Palavras-chave: Complexo, creme, creme-gel, extensibilidade.

INTRODUCCION

Actualmente, una de las mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad alimen-
taria y el desarrollo es la resistencia a los antibidticos. Cada vez es mayor el nimero de
infecciones (neumonta, tuberculosis, gonorrea, salmonelosis, entre otras) cuyo trata-
miento se vuelve mas dificil debido a la pérdida de eficacia de los antibiéticos tradicio-
nales. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), si no se toman
medidas urgentes, muchas infecciones comunes y lesiones menores volverdn a ser
potencialmente mortales [1].

En consecuencia, se ha prestado atencion a los agentes antimicrobianos seguros, nuevos
o alternativos en el campo de la quimioterapia antimicrobiana. Las infecciones topicas
de la piel ocurren con frecuencia y a menudo representan desafios terapéuticos para los
profesionales de la salud, a pesar de los numerosos agentes antimicrobianos disponibles
en la actualidad.

El cobre es bien conocido por sus propiedades antimicrobianas. Se ha utilizado como
algicida, germicida y fungicida durante décadas. Varios mecanismos antimicrobianos
del cobre fueron propuestos en articulos recientes, incluida la formacion de radicales
hidroxilo, reactivos que conduce al dano de la integridad celular, la desnaturalizacién
del ADN mediante la unién del cobre a las moléculas de proteinas, la inactivacién
de enzimas y la obstruccién de los grupos funcionales de proteinas por el desplaza-
miento de iones esenciales [2-4]. También se ha demostrado que los iones de cobre
tienen actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Candida albicans, res-
ponsables de infecciones comunes en piel [5]. Estudios previos han demostrado que
las sales de zinc y cobre inactivan el virus del herpes simple tipo 1 (VHS), responsable
del herpes labial, tanto i vivo como in vitro [6-9]. Otros estudios demuestran la efica-
cia de una sal de cobre (sulfato) en el tratamiento de la pitiriasis versicolor, una infec-
cién micética superficial de la piel generalmente causada por especies de Malassezia
[10, 11]. La pitiriasis versicolor es una de las enfermedades cutdneas mas comunes en

regiones tropicales y subtropicales que se caracteriza por parches y miculas escamosas
finas [12].
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Por otro lado, el tinidazol es utilizado ampliamente como un agente antiprotozoario,
su actividad frente a microorganismos anaerobios lo hace un medicamento eficaz [13].

En esalinea, la modificaciéon de una molécula biolégicamente activa mediante la incor-
poracién de un metal, para dar lugar a un complejo de coordinacién tiene como ventaja
la obtencién de una molécula mejorada en aspectos tales como potencia, estabilidad,
reduccién de efectos secundarios o la posibilidad de una administracién dirigida [14].

La investigacion sobre la actividad bioldgica de los compuestos de coordinacién deri-
vados de imidazol con iones de metales de transicién ha demostrado que la actividad
citotéxica del ligando se ve reforzada por la presencia del metal. El anillo imidazélico
posee multiples sitios de unién, lo que lo hace capaz de coordinarse con una variedad de
iones metélicos inorganicos o de interactuar con moléculas organicas a través de enla-
ces no covalentes para producir medicamentos supramoleculares, que pueden tener no
s6lo bioactividad, sino posiblemente ejercer mecanismos de doble accidén que son ttiles
para superar resistencias a firmacos [15, 16].

La actividad antimicrobiana del nuevo complejo ([Cu(tnz),(NOs),]) fue evaluada
previamente frente a cepas de Escherichia Coli 'y Staphylococcus aureus exhibiendo una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 1 mg/mL [17, 18].

La actividad antimicrobiana del cobre y de los compuestos imidazélicos se ha inves-
tigado durante muchos afios, sin embargo, la incorporaciéon de un compuesto de
coordinacién con cobre como ingrediente antimicrobiano no se ha evaluado en for-
mulaciones tépicas. El objetivo del presente estudio fue formular una crema y crema-
gel tépicos que contengan un novedoso complejo de tinidazol con cobre y evaluar sus
caracteristicas, estabilidad inicial al cabo de 36 meses.

PARTE EXPERIMENTAL

Elaboracion de la crema y crema-gel a base del complejo

Para la elaboracién de las dos formas farmacéuticas tépicas (crema y crema-gel) como
formas de dosificacion del compuesto se empled una técnica tradicional, que implicd
la fusion de las grasas (fase A) y el calentamiento de la fase acuosa (fase B) para su pos-
terior homogenizacién. En el caso de la crema-gel se preparé una fase adicional (fase
C) correspondiente al gel, posteriormente, se incorporé el complejo en la fase acuosa
de forma mecanica, a una concentracién de 1%. Se tuvo en cuenta el cilculo del HLB
para las formulaciones. Las diferentes proporciones de las materias primas utilizadas se
muestran a continuacion:
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Crema-gel

Fase A: aceite mineral 1,0 %, alcohol cetilico 2,5 %, alcohol estearilico 2,5 %, monoes-
tereato de glicerilo 3,5 %, miristato de isopropilo 2,5 %, Vitamina E 0,3 %.

Fase B: agua desionizada 59 %, conservante 0,2 %, Twen 20 2,5 %.
Fase C: carbopol 0,2 %, agua 25 %, trictanolamina (99 %) 0,2 %.

Crema

Fase A: monoestereato de glicerilo 2,2 %, alcohol cetilico 1,8 %, alcohol estearilico 1,8 %,
miristato de isopropilo 2,0 %, lanolina 1,0 %. Emulgin B1 3,1 %, Emulgin B2 0,9 %.

Fase B: agua desionizada 81 %, glicerina 5,0 %, agente conservante 0,2 %, pantenol 1,0 %.

Tamano de particula

Para determinar tamano de particula se empled un equipo Zetasizer Nano, y el proce-
samiento de las mediciones se llevé a cabo mediante el soffware Zetasizer version 7.11.

Viscosidad

Se midid la viscosidad en un viscosimetro Brookfield modelo LVDV-II+, con aguja
N.° 4. Las mediciones se realizaron por triplicado, en el tiempo inicial y transcurridos
36 meses a partir de la elaboracién de las formulaciones.

Determinacidn de la extensibilidad

Para determinar la extensibilidad de las dos formulaciones y de una formulacién
comercial (con fines comparativos) se tomaron dos ldminas de vidrio de 15x15 cm. Se
afadieron 2 g del semisélido, pesados en balanza técnica digital, en el centro de una de
las placas ubicada sobre una hoja de papel milimetrado, posteriormente, se sobrepuso
cuidadosamente la otra ldmina de vidrio. Transcurridos 5 minutos se determind la dis-
tancia desde el punto de aplicacién hasta donde extendi6 el semisélido. Se midié la
extensibilidad en 4 direcciones perpendiculares entre si [19]. Se repiti6 esta operaciéon
adicionando pesos sucesivos de 50, 100, 200 y 300 g colocados en el centro de la placa
superior. Las mediciones se hicieron por triplicado, los resultados registrados son el
promedio y se graficaron las masas (g) contra el drea de extensibilidad (cm?). Se calculd
el area del circulo formado aplicando la ecuacién 1.

E:A:px—dlzdz (1)

Donde: A: 4rea (cm?), d, y d,: didmetros perpendiculares a la circunferencia formada
(cm), y E: extensibilidad del semisélido.
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Medicién en redmetro

Se midi6 paralos dos semis6lidos en reémetro MCR 92 Anton Paar, a dos temperaturas
25y 35 °C, por triplicado a los 36 meses de que las formulaciones fueron elaboradas.

Disefio experimental

La presente investigacién corresponde a un disefio cuasi experimental, tomando en
cuenta que no se manipulan variables deliberadamente, su tendencia es cualitativa con
alcance descriptivo, el propésito fue evaluar la estabilidad preliminar que presentan las
dos formulaciones semisélidas (crema y crema-gel) elaboradas a base del complejo de
tinidazol sintetizado. En cuanto a la recoleccion de datos, se tom¢ la media y se calculd
la desviacién estdndar de las mediciones hechas por triplicado. Para la interpretaciéon de
los resultados hay que considerar otros factores no tenidos en cuenta.

REsuLTADOS

Caracteristicas organolépticas

Su determinacién y observacién proporciond una primera impresion de la calidad del
semisolido. Estas caracteristicas se evaluaron a las formulaciones recién elaboradas,
después de 24 horas y a los 15 dias de la preparacion, para examinar homogeneidad,
textura, consistencia, color y olor. La tabla 1 muestra los resultados de la prueba orga-
noléptica inicial para los preparados semisolidos.

Tabla 1. Caracteristicas organolépticas de crema y crema-gel.

Semisdlido Crema Crema-gel

Tiempo 0 Semisélido de aspecto homogéneo, Semisélido homogéneo, textura fluida,
textura cerosa, cremosa y color verdoso. | consistencia ligera y color verde intenso.

24 horas Semisélido de aspecto homogéneo, Semisélido homogéneo, textura fluida,
textura cerosa, cremosa y color verdoso. | consistencia ligera y color verde intenso.

15 di Semisélido de aspecto homogéneo, Semisolido homogéneo, textura fluida,
128 textura cerosa, cremosa y color verdoso. | consistencia ligera y color verde intenso.

36 Semisélido de aspecto homogéneo, Semisolido homogéneo, textura fluida,
MESES | textura cerosa, cremosa y color verdoso. | consistencia ligera y color verde intenso.

Enlatabla 1 se puede apreciar que la crema y la crema-gel exhibieron un aspecto homo-
géneo, una textura cerosa para la crema y un color verdoso aportado por el complejo
a diferencia de la crema-gel que presenté una textura fluida (figura 1), se apreci6 un
cambio de color a uno més intenso en cuanto a la crema gel una vez transcurridos los 36
meses, de otro lado, la crema conserva su color inicial.
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Figura 1. Fotografia de la crema y crema-gel, en los diferentes tiempos.

La crema mantuvo su color y la intensidad del mismo durante el tiempo de almacena-
miento. Las propiedades organolépticas se conservaron hasta el tiempo final del estu-
dio. La crema se describe como un semis6lido de aspecto uniforme, libre de grumos
y arenosidad y olor caracteristico. Por otro lado, aunque no se detectaron grumos en
la crema-gel ni otros sintomas relacionados con problemas de estabilidad fisica, si se
observé un ligero cambio de color después de 36 meses.

Figura 2. Microfotografia de los semisélidos: a) crema, b) crema-gel.

Las microfotografias de las formulaciones de la crema y la crema-gel con el activo incor-
porado se pueden apreciar en la figura 2. En la crema se observé una estructura con goti-
tas que corresponde a la fase oleosa, en la crema-gel estas gotas estaban ausentes, y se

496



Complejo de tinidazol en formas semisélidas de uso tépico

observé una discontinuidad, debida a la incorporacién de aire durante la preparacion.
Se pueden observar diferencias de los semisdlidos con respecto a otros preparados, en la
crema se ven diferenciadas las fases acuosa y oleosa, ddndole caracteristicas de fluidez y la
capacidad de satisfacer las exigencias fisioldgicas de la piel, liberar uniformemente mate-
rias hidrosolubles y liposolubles en la piel, a diferencia de las pomadas y ungiientos que
constan de una sola fase en la que se dispersa s6lidos o liquidos y no fluyen con facilidad.

Viscosidad y pH

Se determind la viscosidad y el pH de los semisélidos, para la crema se obtuvo un resul-
tado promedio de viscosidad de 65983 cP y para la crema gel un valor de 30321 cP a
una temperatura de 22 °C, el valor de pH para la crema fue 5,60 £0,01, y para la crema-
gel fue 6,00 +£0,01. En la segunda medicién después de quince dias, la viscosidad de la
crema dio un valor de 65995 cPy pH de 5,40 £0,01, mientras que para la crema-gel el
valor de viscosidad fue de 31432 cP y el pH de 5,91 £0,01. Transcurridos los 36 meses
se obtuvo una viscosidad de 663617 cPy 37 612 cP a una temperatura de 22 °C, y valo-
res de pH 5,20 £0,01 y 5,80 +0,01 para la crema y crema-gel, respectivamente.

Extensibilidad

Se midi6 el aumento de superficie que experimenta cierta cantidad del semis6lido
cuando se somete a la accién de una serie de pesos a intervalos fijos de tiempo. Se uti-
liz6 como control un semis6lido comercial de buena extensibilidad. Los resultados se
muestran en la figura 3.
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Figura 3. Gréfica de extensibilidad de los semisdlidos y control.
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Después de 36 meses, los resultados de esta medida se muestran en la figura 4. El 4rea
de extensibilidad mostré un ligero decrecimiento, con variaciones en los dos ultimos
pesos de 4,60 y 10,45 cm? Estos resultados fueron 16gicos, ya que en las etapas ini-
ciales ocurre la estructuracién del sistema que tiene lugar de forma progresiva, lo cual
se refleja en un aumento de la consistencia, expresado por la disminucién del 4rea de
extensibilidad tanto para crema como la crema-gel.
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Figura 4. Gréfica de extensibilidad de los semisdlidos después de 36 meses.

Tamano de particula

En relacién con el tamafio de particula, se hizo la medicién de la crema con y sin complejo
incorporado, esta medici6n sirvid de criterio para hacer una aproximacion a la capacidad
de penetracion del semisélido a través de las diferentes capas de la piel, a continuacion, en
la figura 5 se muestra la determinacién del tamafio de particula para la crema.
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Figura 5. Resultado de la medicién del tamano de particula en crema.
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Hay dos poblaciones de particulas, como se observa en la figura 5, la primera con un
tamafio de 216,5 nm y un porcentaje de 52,3 % y la segunda con 5590 nm y un porcentaje
de 47,7 %, estos tamanos de particula dieron un indicio del nivel de penetracién dérmica,
ya que diversos estudios sefalan que existe una relacién de permeacion cutinea depen-
diente del tamano de particula, por ejemplo, algunos autores [20] notaron una mayor
permeabilidad en piel de rata para nanoparticulas de oro de 15 nm en comparacién con
particulas de oro de 102 y 198 nm y concluyeron que el coeficiente de permeabilidad a
través de la piel era decreciente al aumentar el tamafo de particula. Por su parte, otros
autores [21], en su estudio para el uso de nanoparticulas en vacunacién transcutinea,
informaron que las nanoparticulas de 40 nm penetraron en la piel humanay entraron en
la epidermis, pero no fue asi para las de 750 0 1500 nm, mostrando la relacién del tamafio
de particulas en la absorcion dérmica. Es importante tomar en cuenta este aspecto porque
puede estimarse de acuerdo con el tamano de particula si el principio activo alcanza la
circulacién sistémica y asi se puede evitar posibles efectos secundarios.

En esta investigaci(')n, en relacién con el tamadio de particula, esta medicidn se realizéd
después de 36 meses a los semisolidos, la determinacion del tamano de particula para
la crema fue de 347,9 nm y para la crema gel de 1004,7 nm, estos resultados sugieren
que la crema s6lo penetrd hasta el estrato cérneo, es decir, que no pasard més alld de la
epidermis y evidencid la estabilidad de la crema.

Mediciones en reémetro

Se midié el flujo de los dos semisdlidos a los 36 meses, a dos temperaturas 25 y 35 °C,
las curvas se muestran en las figuras 6 y 7, respectivamente.
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Figura 6. Gréfica de la curva de flujo a 25 °C para la crema después de 36 meses.
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Figura 7. Gréfica de la curva de flujo a 35 °C para la crema después de 36 meses.

Con la curva de flujo los datos se ajustan a diferentes modelos reolégicos, el modelo
de Herschel-Bulkley es el que presenta el mejor ajuste y se relaciona con la ecuacion 2:

Y=t ,+kg" (2)

Donde Yes el esfuerzo cortante, £ es el esfuerzo umbral, £ es el indice de consistencia, g
es la tasa de corte y 7 es el indice del comportamiento al flujo. Cuando 7 = 1 se trata de
fluidos newtonianos, cuando 7 < 1 se trata de fluidos pseudoplasticos, y cuando 7 > 1
se tiene comportamiento reopéctico.

Los pardmetros ajustados del modelo a temperatura de 25 °C son: £, = 1,5202 Pa,
k=7,1082,n =6,61272,y r* = 0,99903. Mientras que estos pardmetros a 35 °C son:
1,=3,0432 Pa, k =2,955, 2 =0,68853,y r’= 0,99884. Para el drea de histéresis a las mis-
mas temperaturas los datos arrojados son: 1386,5 Pa/s a 25 °Cy 1577,1 Pa/s a 35 °C.

Las curvas de flujo se realizan en tres fases: ascenso, mantenimiento y descenso. Con la
curva de ascenso se evidencia el comportamiento de flujo de la formulacién, luego la de
mantenimiento se realiza a la mayor frecuencia posible buscando deformar la muestray
la de descenso evidencia si la muestra es capaz de recuperar su forma o si la pierde. Los
resultados de la crema-gel se muestran en las figuras 8 y 9.
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Figura 8. Gréfica de la curva de flujo a 25 °C para la crema gel después de 36 meses.
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Figura 9. Gréfica de la curva de flujo a 35 °C para la crema gel después de 36 meses.

Con la curva de flujo los datos se ajustan a diferentes modelos reoldgicos, al igual que
parala crema, el modelo que mejor se ajusta es el de Herschel-Bulkley (ecuacién 2). Los
pardmetros ajustados del modelo a 25 °C son: #, = 0,64822 Pa, £ =2,7165, 2 = 0,59642,
y r* = 0,9901. Mientras que los pardmetros a 35 °C son: £, = 0,25793 Pa, £ = 1,2762,
n=0,5768,yr* = 0,9987. Para el area de histéresis los datos arrojados son: 1651,6 Pa/s
a25°Cy1288,9 Pa/sa35°C.
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Discusion

Una vez elaborados y almacenado, los dos semisélidos conservaron sus caracteristicas
de homogenecidad, textura, consistencia, color y olor, el cambio en la intensidad del
color observado en la crema-gel se debi6 a que el caricter traslucido del gel hace que
el color del complejo sobresalga. Ambas formulaciones mostraron un buen comporta-
miento desde el punto de vista organoléptico, cabe resaltar que la crema presenta carac-
teristicas organolépticas agradables y por su consistencia puede aplicarse ficilmente en
diferentes zonas de la piel de acuerdo con la necesidad del paciente, ademds, la crema
posee una buena extensibilidad que permite su ficil aplicacion y distribucion en la zona
afectada. El pH de las formulaciones se ajusté de manera que no afectara el pH natural
de la piel, conservando el manto 4dcido que sirve como barrera protectora. El segui-
miento del pH indicé que este permanece estable y no alteraria el equilibrio natural de
la piel. La conservacién del pH es un factor de importancia, dado que una alcaliniza-
cién de la formulacién podria impedir la sintesis de lipidos esenciales de la epidermis
y la piel perderia agua, deshidratandose y perdiendo la funcién de barrera protectora.
El ensayo de extensibilidad proporciond una medida del umbral de deformacion del
sistema. La extensibilidad es inversamente proporcional a la consistencia del semis6-
lido y proporcional al peso aplicado. El comportamiento de la formulacién en crema,
en cuanto a este parametro, se asemejo al de la crema usada como control lo que indica
que aun con la incorporacién del complejo presenta una extensibilidad aceptable para
este tipo de formulaciones de uso tépico que requieren buena untuosidad y distribu-
cién homogénea en la zona afectada. Este estudio evidenci6 la estabilidad de la crema
incluso tras 36 meses de almacenamiento, sin embargo, es recomendable realizar estu-
dios complementarios de estabilidad para esta clase de semisolidos.
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SUMMARY

Introduction: leishmaniasis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania
and is considered endemic in 98 countries. Treatment with pentavalent antimonials
has a high toxicity, which motivates the search for effective and less toxic drugs.
a- and P-lapachones have shown different biological activities, including antipro-
tozoa. In recent studies, the isonicotinoylhydrazone and phthalazinylhydrazone
groups were considered innovative in the development of antileishmania drugs.
Molecular hybridization is a strategy for the rational development of new proto-
types, where the main compound is produced through the appropriate binding of
pharmacophoric subunits. Aims: to synthesize four hybrids of a- and B-lapachones,
together with the isonicotinoylhydrazone and phthalazinylhydrazone groups and to
determine the antileishmania activity against the promastigotic forms of L. amazo-
nensis, L. infantum and L. major. Results: B-lapachone derivatives were more active
against all tested leishmania species. BACIL (ICs, 0.044pM) and BHDZ (IC,,
0.023uM) showed 15-fold higher activity than amphotericin B. The high selectivity
index exhibited by the compounds indicates greater safety for vertebrate host cells.
Conclusion: the results of this work show that the hybrids BACIL and BHDZ are
promising molecules for the development of new antileishmania drugs.

Keywords: (-lapachone, a-lapachone, molecular hybridization, hydralazine, isoni-
azid, hydrazone.
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RESUMEN

Sintesis y actividad antileishmania de hibridos naftoquinénicos

Introduccidn: leishmaniasis es una enfermedad causada por protozoos del género
Leishmania y se considera endémica en 98 paises. El tratamiento con antimoniales
pentavalentes tiene una alta toxicidad, lo que motiva la busqueda de firmacos eficaces
y menos tdxico. a- y p-lapachones han mostrado diferentes actividades bioldgicas,
incluido los antiprotozoarios. En estudios recientes, los grupos isonicotinoilhidra-
zona y ftalazinilhidrazona se consideraron innovadores en el desarrollo de firmacos
antileishmania. La hibridacién molecular es una estrategia para el desarrollo racional
de nuevos prototipos, donde el compuesto principal se produce a través de la unién
apropiada de subunidades farmacoféricas. Objetivos: sintetizar cuatro hibridos de
a- y B-lapachones, junto con los grupos isonicotinoilhidrazona y fralazinilhidra-
zona y determinar la actividad antileishmania frente a las formas promastigotas de
L. amazonensis, L. infantum 'y L. major. Resultados: los derivados de (-lapachone
fueron mds activos contra todas las especies de leishmania probadas. La BACIL
(CI5 0,044uM) y BHDZ (ClI, 0,023uM) mostraron actividad 15 veces mayor que
la anfotericina B. El alto indice de selectividad que presentan los compuestos indica
una mayor seguridad para las células huésped del vertebrado. Conclusién: los resul-
tados de este trabajo demuestran que los hibridos BACIL y BHDZ son moléculas

prometodoras para el desarrollo de nuevos firmacos antileishmania.

Palabras clave: B-lapachone, a-lapachone, hibridacién molecular, hidralazina,

isoniazida, hidrazona.

REsuMoO

Sintese e atividade antileishmania de hibridos naftoquinénicos

Introdugio: a leishmaniose ¢ uma doenca causada por protozodrios do género
Leishmania e ¢ considerada endémica em 98 paises. O tratamento com antimoniais
pentavalentes apresenta alta toxicidade, o que motiva a pesquisa por medicamentos
eficazes e menos téxicos. a- e B-lapachones tém mostrado diferentes atividades biolé-
gicas, incluindo antiprotozodrios. Em estudos recentes, os grupos isonicotinoilhi-
drazona e ftalazinilhidrazona foram considerados inovadores no desenvolvimento
de drogas antileishmania. A hibridiza¢io molecular ¢ uma estratégia para o desen-
volvimento racional de novos protétipos, onde o composto principal ¢ produzido

através da ligacio apropriada de subunidades farmacofdricas. Objetivos: sintetizar
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quatro hibridos de a- ¢ B-lapachones, juntamente com os grupos isonicotinoil-hidra-
zona e ftalazinilhidrazona e determinar a atividade antileishmania contra as formas
promastigdticas de L. amazonensis, L. infantum e L. major. Resultados: os derivados
de B-lapachona foram mais ativos contra todas as espécies de leishmania testadas.
BACIL (IC50 0,044 pM) e BHDZ (IC50 0,023 pM) apresentaram atividade 15
vezes maior do que a anfotericina B. O alto indice de seletividade dos compostos
indica maior seguranca para células hospedeiras de vertebrados. Conclusaé: os
resultados deste trabalho mostram que os hibridos BACIL ¢ PHDZ sio moléculas

promissoras para o desenvolvimento de novos firmacos antileishmania.

Palavras-chave: P-lapachona, a-lapachona, hibridizagio molecular, hidralazina,

isoniazida, hidrazona.

INTRODUCTION

Leishmaniasis are neglected parasitic diseases caused by more than 20 protozoan spe-
cies of the genus Leishmania, considered endemic in 98 countries [1]. Transmission to
humans occurs during the blood repast of Phlebotomines from the Phlebotomus (Old
World) and Lutzomyia (New World) families. Only the hematophagous females are
responsible for the inoculation of promastigote forms in the host’s skin [2]. The species
Leishmania amazonensis is associated with the development of cutaneous leishmani-
asis with the formation of necrotic ulcers, and is capable of causing the disseminated

form of the disease [3].

Pharmacological therapy with pentavalent antimonials (/N-methylglucamine anti-
moniate) is the first choice treatment, and amphotericin B and pentamidine are the
second choice [4]. And there are successful reports of the use of miltefosine in cases
of antimonium-resistant protozoa [5, 6]. However, the treatment of leishmaniasis is
still a difficulty, considering that the available pharmacological therapies present limi-
tations in terms of efficacy and safety, prolonging the treatment; therefore, a range of
adverse reactions, the need for parenteral administration, in addition to the possible
emergence of resistance, lead to low adherence to treatment by patients.

Several efforts search for bioactive natural compounds that can be used in the treatment
of parasitic diseases [7]. Lapachol, a- and B-lapachones are promising natural naph-
thoquinones for Medicinal Chemistry due to their structural properties. Goulart ez al.
described the leishmanicidal activity of lapachol and some derivatives, showing the phar-
macological potential of these substances [8]. In 2013, Guimaries ¢ al. presented the
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activity of lapachol, a- and -lapachones against the promastigote forms of four species of
the genus Leishmania, ratifying the relevance of these naphthoquinones in the develop-
ment of new leishmanicides [9].

In a study published this year, Souza ez al. (2020) pointed out the relevance of the
presence of isonicotinohydrazone and phthalazinylhydrazone nuclei in the structures
of compounds for the antileishmanial activity. In this work, the authors synthesized
five hydrazones and evaluated 77 vitro the activity against the promastigote form of L.
amazonensis [10].

The development of new substances with therapeutic potential is a complex task
involving multi and interdisciplinary efforts. Several strategies are used by Medicinal
Chemistry uses to make the process of developing new drugs more effective. Molecu-
lar planning is one of the crucial steps in the process, and Molecular Hybridization
(MH) is an effective alternative for the rational design of molecular structures of new
prototype compounds. In this proposal, hybrid compounds are the result of joining
molecular structures of distinct bioactive compounds [11, 12].

Isonicotinoylhydrazone Vanillin 1-
cinnamaldehyde [10] phthalazinylhydrazone [10]
Isonicotinoylhydrazone Phthalazinylhydrazone B-lapachone

B-lapachone - 71}1{{1?1715 g‘é,c,la), -- . 711}170}6711757(71—!17)727)7 _

3 3 Z N '

! | H I N E

: NN N x| N ‘ N

s : N2

i ! HO™ Y ... N

OMe

H |
@/&O ©ﬁilﬁ HN" HN'N
o ACIL (1) 0.HDZ (2) BACIL (3) (o 2N BHDZ (4)

Figure 1. Scheme of the designer of hybrid compounds ¢ ACIL (1), tHDZ (2), BACIL (3) and
FHDZ (4).

Considering the activity against protozoa of the genus Leishmania presented by the
a-, B-lapachones and compounds containing the isonicotinoylhydrazone (ACIL) and
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phthalazinylhydrazone (HDZ) nuclei, four compounds were designer through the
of MH strategy employing the molecular structures of the naphthoquinones and the
ACIL and HDZ nuclei, as shown in figure 1. Subsequently, the hybrids were prepared
and had their activities evaluated against the promastigote forms of L. amazonensis, L.
infantum and L. major, besides the cytotoxic evaluation in murine macrophages.

MATERIALS AND METHODS

For the synthesis, all the reagents used were obtained from commercial sources and
used without prior purification, with the exception of hydralazine hydrochloride,
which was obtained from Apresolina’ pills (Anovis Industrial Farmacéutica Ltda) [10,
13]. The synthesized substances had its melting temperatures determined in tripli-
cate using analog fusiometer, model PFM-II (MS Tecnopon instrumentation). The
chromatographic profile of the substances was determined by Analytical Thin Layer
Chromatography (TLC), using 2x4 cm aluminum/silica gel 60 plates with UV, fluo-
rescence indicator, revealed in ultraviolet (UV) or with iodine (L,). The purification in
chromatographic column used silica gel 60 (70 - 230 mesh) and ethyl acetate/hexane
(AcOEt/Hex) mixture with increasing polarity, as a mobile phase. After preparation
and purification all, the synthesis products were stored under refrigeration and pro-
tected from light.

The structural elucidation of naphthhydrazones ¢ ACIL (1), «HDZ (2), BACIL (3)
¢ BHDZ (4) was performed using '"H and "*C Nuclear Magnetic Resonance techniques
("H and “C NMR) [13]. The NMR spectra have been registered in a Bruker Ascend
TM 400 device, which operates at 400 MHz for the 'H nuclei and at 100 MHz for the
BC nuclei. The chemical displacements (3) were given in ppm using tetramethylsilane
solvent (TMS) as internal standard. All samples were solubilized in deuterated solvent

(CDCL, or DMSO-d,).

Infrared (IR) absorption spectra were obtained using PerkinElmer  (Spectrum 400)
equipment with Attenuated Total Reflectance (ATR) device with zinc selenide crystal,
from 4000 to 650 cm™, and 4 cm resolution™.

Extraction, purification, and characterization of lapachol

Lapachol was extracted from the stalk of the ipe (Zabebuia sp.). The splinters of the
heartwood were submerged in an aqueous solution of sodium hydroxide (NaOH) at
1% (m-v"') for about 24 h. The filtrate was then acidified with a solution hydrochloric
acid 6 M (HCl), and the lapachol was precipitated in the aqueous medium as a yel-
low solid. The solid was filtered by vacuum filtration and dried at room temperature.
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Lapachol was purified by recrystallization from ethanol/water. Yellow crystalline solid,
yield of 1.5% (m/m) and melting point (m.p.): 138.33-140.33 °C. 'H NMR (400
MHz, CDCL,, 8 in ppm): 8.12 (1H, m, H5); 8.07 (1H, m, H8); 7.75 (1H, td, / = 7.6,
1.4 Hz, H6); 7.67 (1H, d, ] = 7.5, 1.4 Hz, H7); 7.33 (1H, s, ~OH); 5.21 (1H, m,
H10); 331 (2H, d, / = 7.4 Hz, ~CH,); 1.79 (3H, 5, ~CH,); 1.69 (3H, 5, ~CHS). ®C
NMR (100 MHz, CDCL, 8 in ppm): 184.59 (C4); 181.70 (C1); 152.67 (C2); 134.87
(C6); 133.87 (C4 and C11); 132.88 (C7); 129.41 (C8); 126.77 (CS); 126.06 (C8);
123.45 (C3); 119.62 (C10); 25.77 (~CH,); 22.61 (C9); 17.90 (~CH,).

Synthesis, purification, and characterization of a-lapachone

Lapachol (1 mmol; 242 mg) was dissolved in a solution of glacial acetic acid (AcOH;
240 pL) and concentrated HCI (630 pL). It was heated to 100 °C for 1.5 h, and then
cooled to room temperature. The reaction mixture was poured into a beaker contain-
ing cold distilled water, the precipitated pale yellow solid was filtered and dried at
room temperature. The obtained solid was purified by simple recrystallization using
cthanol. Yellow crystals, yield of 71% and m.p.: 116.33-117.66 °C. 'H NMR (400
MHz, CDCl,, § in ppm): 8.08 (2H, m, H6 and H9); 7.68 (2H, m, H7 and H8); 2.63
(2H,t,J= 6.6 Hz, H4); 1.83 (2H, t, / = 6.6 Hz, H3); 1.44 (6H, 5,2 -CH,). "C NMR
(100 MHz, CDCl,, 8 in ppm): 184.42 (C5); 180.03 (C10); 154.62 (C1); 133.87
(C7);132.93 (C8); 132.07 (C5+>C9); 131.16 (C9-C5); 126.33 (C6); 125.97 (C9);
120.15 (C4); 78.17 (C2); 31.41 (C3); 26.51 (2 -CH,); 16.74 (C4).

Synthesis, purification, and characterization of B-lapachone

Cooled concentrated sulfuric acid (H,SO;) (730 pL) was added to a reaction vessel
(25 mL) containing lapachol (1 mmol; 242 mg) and immersed in an ice bath at 0 °C.
The reaction was stirred for 20 min. Then, the reaction mixture was poured into a
beaker containing cold distilled water, the precipitated orange solid was filtered and
dried at room temperature. b-lapachone was purified by column chromatography.
Reddish-orange crystals, yield of 69% and m.p.: 154.66-158.0 °C. "H NMR (400
MHz, DMSO-d,, 6 in ppm): 7.91 (1H, d, J = 7.6 Hz, H7); 7.77 (2H, m, H9 and
H10); 7.61 (1H, m, H8); 2.40 (2H, ¢, ] = 6.6 Hz, H4); 1.82 (2H, ¢, ] = 6.6 Hz,
H3); 1.43 (6H, 5, 2-CH,). “C NMR (100 MHz, DMSO-dq,  in ppm): 179.06 (C6);
177.83 (C5); 160.65 (C1); 135.02 (C9); 132.10 (C10); 130.84 (C8); 129.96 (C6);
127.83 (C7); 123.70 (C10); 112.51 (C4); 79.07 (C2); 30.81 (C3); 26.33 (2 -CH,);
15.97 (C4).

General procedure for the preparation of the compounds ¢ ACIL (1) and BACIL (3)

To a methanolic solution (5 mL) containing isoniazid (90 mg, 0.6 mmol) and the
appropriate naphthoquinone (121 mg, 0.5 mmol) (a- or B-lapachone) was added a
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drop of concentrated HCI (37 %). The reaction mixture was stirred until complete
consumption of naphthoquinone. The crystals formed were filtered, washed with
methanol and distilled water and dried at room temperature. The product was purified
by column chromatography [13].

General procedure for the preparation of compounds «HDZ (2) and BHDZ (4)

In a solution containing hydralazine hydrochloride (1.5 mmol) in methanol (11 mL),
H,SO, concentrate (approximately 700 uL) was slowly added, followed by appropriate
naphthoquinone (121 mg, 0.5 mmol) (a- or B-lapachone). After the end of the reac-
tion, the mixture was neutralized with 5% (m-v"') NaHCO; solution. The precipitate
formed was filtered, washed with distilled water and dried at room temperature. The

product was purified by column chromatography [13].

Data from aACIL (1): (Z)-N’-(2,2-dimethyl-5-oxo-3,4-dihydro-2H-benzo[g]
chromen-10(5H)-ylidene)isonicotinohydrazide

The reaction mixture remained under agitation at room temperature for 72 h [13].
Greenish-yellow solid (figure 2), yield of 11.3 % and m.p.: 226.50-227.83 °C.'"H NMR
(400 MHz, CDCL,, 3 in ppm): 12.80 (1H, s, N-H); 8.86 (1H, m, H16 and H18); 8.52
(1H, d, J = 7.9 Hz, H9); 8.11 (1H, m, H6); 7.74 (2H, dd, J = 4.4; 1.6 Hz, H15 and
H19); 7.64 (1H, dd, ] = 12.9; 4.6 Hz, H8); 7.54 (1H, t. J = 7.5 Hz, H7); 2.69 (2H, t,
J=6.1 Hz, H4); 1.93 (2H, t, J = 6.3 Hz, H3); 1.53 (6H, 5, 2 ~CHj). *C NMR (100
MHz, CDCl;, § in ppm): 183.43 (C5); 161.99 (C13); 154.51 (Cla); 150.94 (C16
and C18); 140.39 (C14); 134.93 (C10); 133.22 (C9a); 132.45 (C8); 129.84 (C7);
129.61 (C5a); 125.70 (C6); 124.93 (C9); 120.96 (C15 and C19); 117.33 (Ca);
79.91 (C2); 31.14 (C3); 26.97 (2 —CHs,); 16.88 (C4). IR (ATR, v in cm™): 3330
(N-H); 1697 (C=0; N-C=0); 1633 (C=N); 1605-1455 (C=C,,); 1265-1229 and
874 (C-0); 907-688 (C-H,,). HRMS (ES*) calculated for C,;H;,N;0; [M+H]*:
362.1504. Found: 362.1469.

Data from e HDZ (2): (Z) -2.2-dimethyl-10-(2-(phthalazin-1-yl)hydrazone)-3.4-
dihydro-2H-benzo[g]chromen-5(10H)-one

The reaction mixture remained under stirring and reflux for 6 h [13]. Red crystalline
solid (figure 2), yield of 10.1% and m.p.: 238.83-240.50 °C. '"H NMR (400 MHz,
CDCL, 8in ppm): 11.11 (1H, s, N-H); 9.75 (1H, d, / = 8.1 Hz, H9); 8.56 (1H, dd, ]
— 6.1;3.2 Hz, H15); 8.27 (1H, dd, J = 7.8; 1.4 Hz, H6); 8.10 (1H, 5, H20); 7.80 (2H,
m, H16and H17); 7.66 (2H, m, H8 and H18); 7.53 (1H, m, H7); 2.66 2H, t, /= 6.7
Hz, H4); 1.84 (2H, t, ] = 6.7 Hz, H3); 1.46 (6H, 5, 2 ~CHj). 3C NMR (100 MHz,
CDCL, 8 in ppm): 184.37 (C5); 159.37 (Cla); 150.96 (C13); 141.73 (C10); 140.13
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(C20); 133.06 (C17); 132.39 (C16); 131,59 (C8); 130.90 (C9); 130.83 (C5a);
129.33 (C7); 128.89 (C9a); 127.82 (C19>Cl4); 12671 (Cl4—>C19); 12641
(C18); 126.11 (C6); 125.34 (C15); 11351 (C4a); 77.36 (C2); 31.75 (C3); 26.74 (2
_CHL,); 17.09 (C4). IR (ATR, v in cm"): 3346 (N-H); 1622 (C=0; C=N); 1598
and 1572 (C=N; —C=N-N=C-); 1488, 1448 and 1396 (C=C,.); 1368 and 1350
(C-N); 1246-1231 and 865 (C-0); 907-691 (C-H,,). HRMS (ES*) calculated for
CosHyoN,O, [M+H]J*: 385.1664. Found: 385.1657.

Data from BACIL (3): (E)-N’-(2,2-dimethyl-5-0x0-3,4-dihydro-2H-benzo[ h]
chromen-6(5H)-ylidene)isonicotinohydrazide

The reaction mixture was stirred at room temperature for 10 minutes [13]. Yellow-
orange solid (figure 2), yield of 66 % and m.p.: 237.66-238.50 °C. 'H NMR (400
MHz, CDCL,,  in ppm): 8.86 (2H, d, J = 5.8 Hz, H16 and H18); 8.46 (1H, s, -
NH); 7.89 (4H, m, 7H7, H10, H15 and H19); 7.50 (2H, m, H8 and H9); 2.61 (2H,
t, ] = 6.6 Hz, H4); 1.90 (2H,t, ] = 6.7 Hz, H3); 149 (6H, s, 2 ~CH,). °C NMR
(100 MHz, CDCL, 8 in ppm): 182.29 (CS); 16338 (Cla and C13); 150.76 (C16
and C18); 139.67 (C14); 131.40 (C6 and C6ac>C10a); 130.51 (C8); 129.45 (C9);
127.00 (C10a>Céa); 124.52 (C7); 123.42 (C10); 121.53 (C15 and C19); 111.24
(C4a); 79.09 (C2); 31.60 (C3); 26.77 (2 —CHS); 15.99 (C4). IR (ATR, v in cm):
3350 (N=H); 1703 (C=0; N-C=0); 1597 (C=N); 1558, 1511, 1493 and 1394
(C=C,); 1230 (C-0); 918-693 (C-H,,). HRMS (ES*) calculated for C,;H;,N;O;
[M+H]": 362.1504. Found: 362.1486.

Data from BHDZ (4): (E)-2,2-dimethyl-6-(2-(phthalazin-1-yl)hydrazone)-3,4-
dihydro-2H-benzo[h]chromen-5(6H)-one

The reaction mixture remained at room temperature for 78 h [13]. Orange crystalline
solid (figure 2), yield of 22.4% and m.p.: 237.16-239.00 °C. 'H NMR (400 MHz,
CDCL,, 5 in ppm): 9.30 (1H, s, H20); 8.56 (2H, dd, ] = 7.6; 3.8 Hz, H7 and H15);
7.95 (4H, m, H10, H16, H17 and H18); 7.55 (1H,m, H8); 7.45 (1H, m, 1H, H9);
270 (2H, t, ] = 6.7 Hz, H4); 1.92 (2H, t, ] = 6.7 Hz, H3); 1.49 (6H, s, 2 ~CH,).
3C NMR (100 MHz, CDCl;, 8 in ppm): 181.42 (C5); 161.87 (Cla); 148.40 (C20);
132.69 (C17); 132.47 (C6 and C13); 132.40 (C16); 132.29 (Céa); 129.92 (C8);
128.17 (C19C14); 127.74 (C9); 126.84 (C18); 125.75 (C10a); 123.51 (C7);
122,99 (C10); 122.35 (C15); 118.78 (C14<>C19); 111.15 (C4a); 7821 (C2); 31.78
(C3); 26.80 (2 ~CH,); 16.19 (C4). IR (ATR, v in cm™): 1612 (C=0; C=N; ~C=N-
N=C-); 1588 (C=N; ~C=N-N=C-); 1501, 1437 and 1395 (C=C,); 1225 and
862 (C-0); 900-691 (C—H,,). HRMS (ES*) calculated for C,3H,oN,O, [M+H]*:
385.1664. Found: 385.1686.
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Determination of the mean inhibitory concentration (ICs) of naphthhydrazones
on the promastigotic forms of Leishmania amazonensis, Leishmania major and

Leishmania infantum

The promastigote forms of Leishmania were kept cryopreserved in liquid nitrogen and
in Schneider’s® medium (Sigma, Chemical - USA) supplemented with Fetal Bovine
Serum (FBS), 100 IU-mL" penicillin-streptomycin (Sigma) and glycerol as cryopreser-
vative. To perform the assays, the parasites were thawed and kept in the same medium,
without cryopreserver, at 26 + 1 °C in a biological oxygen demand oven (Eletrolab
EL202, Sao Paulo, Brazil). The promastigotic forms of Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8), Leishmania major (MHOM/IL/80/Friendli) and Leishmania
infantum (MHOM/5745) in stationary growth phase were washed in 0.9% sterile
saline solution, counted in Neubauer chamber and the volume adjusted to the desired
concentration. The substances ¢ ACIL (1), tHDZ (2), BACIL (3) and PHDZ (4) were
added to the microplate wells for cell culture, in triplicate, and serial dilutions were
performed, reaching twelve concentration ranges (0.0097 to 20 pg-mL™). Soon after,
the parasites were sown in the amount of 1x10° leishmanias/100 pL of supplemented
medium. The plate was then incubated in an oven at a temperature of 26 °C for 48h
and, 6h remaining for the end of this period, 20 pL of 1x10 mol-L" resazurin was
added, and the plate was incubated again. After the incubation period, the reading
was performed on a 550 nm wavelength absorption plate reader (Biosystems model
ELx800, Curitiba, PR, Brazil). For positive control, amphotericin B was used at a con-
centration of 2 ug-mL™, diluted in a supplemented Schneider’s medium. The negative
control was equivalent to Schneider’s medium containing 1x10° promastigotes per
well and, in this case, the viability was 100 % for the parasite. The reading of white,
for each concentration and for the controls was necessary to disregard the absorbance
resulting from the medium itself with interference or not of the substances studied.
From these absorbances the concentration able to inhibit the growth in 50 % of the
parasites was calculated (ICs) [14, 15].

Determination of the mean cytotoxic concentration (CCs,) of synthetic
naphthohydrazone on RAW macrophages

The assessment of macrophage cytotoxicity was performed using the MTT assay
(3-(4.5-dimethyl-2-thiazolyl)-2.5-diphenyl-2 H-tetrazolium bromide). In the plates
of 96 wells, 2x10°> macrophages of the RAW 264.7 strain were incubated per well
in 100 pL of RPMI 1640 medium (supplemented with 10% SFB, 10000 IU peni-
cillin and 1000 IU streptomycin) in an oven at 37 °C and 5% CO, for 4 h for cell

adhesion. The supernatant was then withdrawn to remove the non-adhered cells. The
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DMSO solubilized naphthahydrazonic derivatives were diluted in RPMI supple-
mented medium, added to the plate containing the macrophages in serial concentra-
tions reaching twelve ranges of final concentrations, starting from 100 pug-mL", and
incubated at 37 °C and 5% of CO, for 48 h. After this period, the cytotoxicity was
evaluated by adding 10 % MTT at a concentration of 5 mg-mL", diluted in 100 uL of
RPMI medium, and the plate was incubated again for 4 h at 37 °C and 5% of CO,. At
the end of this period, the supernatant was discarded and the formazan crystals were
dissolved by adding 100 uL. DMSO. Finally, the absorbance (550 nm) was measured
using a Biotek plate reader (ELx800) [16]. The mean cytotoxic concentration CCs,
(uM) was determined from the linear portion of the curve, calculating the concentra-
tion of the compound that reduced the absorbance in treated macrophages by 50 %
compared to negative control cells. The selectivity index (SI) was calculated by the

ratio between CCs, and ICs, [17].

Statistical analysis

All the biological trials were performed in three independent experiments. The mean
inhibitory concentration (ICsy) and the mean cytotoxic concentration (CCs,) with
95% confidence limit were calculated using probit regression. Analysis of variance
ANOVA followed by Bonferroni’s test was performed taking p < 0.05 as the maximum
level of statistical significance.

RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis of the naphthohydrazones ACIL (1), tHDZ (2), BACIL (3) and BHDZ (4)

The hybrid compounds designed from o- and B-lapachones, with the isonicotinoylhy-
drazone and phthalazinylhydrazone nuclei were called *ACIL (1), «eHDZ (2), BACIL
(3) and BHDZ (4) (figure 1). The prefixes a- and p- refer to lapachol derivatives, ¢- and
B-lapachones, and ACIL and HDZ refer to the isonicotinoylhydrazone and phthalazi-
nylhydrazone nuclei, respectively. The hybrids were synthesized by condensation reac-
tion between o.- and -lapachones with isoniazid and hydralazine through acid catalysis,
as described by Guimaries ez 4/ (2020) [13]. The reaction yields varied between 10 %
and 66 %, and the compounds had their molecular structures established by NMR, IV
and MS techniques (figure 2).
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Figure 2. Scheme of the synthesis reaction of the designed compounds ¢ ACIL (1), tHDZ (2),
BACIL (3) and BHDZ (4).

Antileishmanial activity of naphthohydrazones

The performance of iz vitro tests of antileishmanial activity only in promastigote forms
has been used as a screening test [16-20]. The iz vitro evaluation of the antileishmanial
activity of naphthohydrazones ¢ ACIL (1), tHDZ (2), BACIL (3) and PHDZ (4) has
shown that these four hybrids were effective against promastlgotic forms of L. ama-
zonesis, L. infantum and L. major, this action being dependent of the concentration
of the substance in test and the species of the parasite. When comparing the results
obtained with the antileishmanial capacity of the precursor naphthoquinones (- and
B-lapachones) it was observed that the majority of the hybrids were more active.

Among the hybrids of a-lapachone both compounds, *ACIL (1) and «HDZ (2),
showed high antileishmanial activity in at least one of the strains tested in the experi-
mental time of 48 h. However, tHDZ (2) was more potent against L. amazonesis and
L. major, with ICs, of 0.156 and 0.572 uM, respectively (table 1). Naphthohydrazone
2 showed higher activity than its precursor, a-lapachone (ICs,16.08 uM in 72 h of
experiment) [9] for L. amazonesis, exhibiting 103 times higher activity in a shorter
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experimental time (48 h). For L. infantum, e ACIL (1) and eHDZ (2) presented activ-
ity 24 and 4 times higher, respectively, than a-lapachone (ICy,13.88 uM in 72 h of

experiment) [9], in an experimental time of 48 h.

The most active compounds against all the promastigotic forms of leishmanias tested were
those that have the framework of phenanthrene, as occurs in B-lapachone and its hybrids
BACIL (3) and BHDZ (4). While 3 had the lowest ICs, (0.318 uM) against L. infantum,
compound 4 was the most potent against L. amazonesis, with a ICy; of 0.023 uM. Both
hybrids, 3 and 4, were more active than the precursor compound, 3-lapachone, on all tested
strains of leishmanias. BACIL (3) was 65 times more active than (-lapachone (ICs 2.90
uM in 72 h of experiment) [9] for L. amazonensis; whereas, BHDZ (4) was 126 times more
active than the precursor orthonaphthoquinone in L. amazonensis. Compared to L. infan-
tum, hybrids 3 and 4 were 2 times more active than (-lapachone (table 1).

When comparing the ICs, of the synthesized naphthohydrazones with the ampho-
tericin B, it can be affirmed that after exposure to L. amazonensis and L. major, the
majority of the naphthohydrazones presented activity superior to the positive control.
Highlight to BHDZ (4) over L. amazonensis and pACIL (3) compared to L. major,
both with action 15 times greater than amphotericin B. Regarding L. infantum, the
compounds 3 and 4 presented activity similar to the standard drug (table 1).

Table 1. Iz vitro antileishmanial activity in promastigotic forms of L. Amazonensis, L. major and L.

infantum of synthetic naphthohydrazones, in 48 h of experimental time.

L. amazonensis* L. infantum* L. major RAW 264.7
ICs, (M)* SI¢ ICs(uM)* | SI¢ | ICs,(uM)* | SI CCyy°
aACIL (1) >5.534 <0.840 | 0.578+0.028 | 8.043 | 1.3561+0.111 | 3.428 | 4.64940.055
aHDZ (2) | 0.156+0.052 | 24.179 | 3.408+0.026 | 1.107 | 0.572+0.156 | 6.594 | 4.649+0.055
BACIL (3) | 0.0443£0.028 | 52.460 | 0.318+0.055 | 7.308 | 0.044+0.083 [52.818| 2.32440.055
FHDZ (4) | 0.023+£0.026 | 42.956 | 0.318+0.05 |8.821 | 1.14540.107 | 0.863 | 0.988+0.078
a-Lap 16.08¢ £ 13.88¢ £ £ £ £
B-Lap 2.90¢ £ 0.67¢ £ >104¢ £ £
AnfB 0.3540.3¢ 0.8 0.3+0.1 0.93 | 0.68+0.151 | 041 0.28+0.09

*ICy: concentration of the compound that causes 50 % mortality.

b CCs,: concentration of the compound that causes 50% of macrophage mortality.
ST - CCs/ICs when SI >1 means higher toxicity to the parasite.

4ICs, (uM) in 72 h (Guimardes e al., 2013) [9].

¢ Tanga 2013 [21].

f Non-existent Result.

¢Dias et al., 2020 [22].
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Leishmaniasis are intracellular macrophage parasites in vertebrate hosts; therefore,
assessing toxicity to these cells is essential when planning a drug for the treatment
of visceral or tegumentary leishmaniasis [23]. The factor used to measure this safety
was the selectivity index (SI), which is calculated by the ratio between the Cytotoxic
Concentration for 50 % of macrophages (CCs,) and ICs,. The molecules that pres-
ent SI > 1 and SI > 20 are classified, respectively, as good and high safety, and those
of high safety are qualified for further studies in infected macrophages and iz vivo

models [24, 25].

The tested naphthohydrazones showed good safety for use as antileishmanial, high-
lighting the hybrid BACIL (3), 52 times more selective for L. amazonensis and L.
major than for the host cell. The compounds that have the HDZ nucleus, : HDZ (2)
and BHDZ (4), also showed high safety for mammalian cells with SI of 42,956 and
24,179, respectively, when used on promastigotes of L. amazonensis. These results
qualify the naphthohydrazones eHDZ (2), ACIL (3) and BHDZ (4) for the trials
on infected macrophages and iz vivo models. Among the compounds tested, ¢ ACIL
(1) and BHDZ (4) were the most selective for L. infantum in relation to macrophages,
presenting ST of 8.821 and 8.043, respectively.

Although the mechanism of action of naphthohydrazones on leishmanias is not
known, the results of this work show that the compounds promoted damage in
the morphological structure of these parasites (figure 3). Among these changes,
the variation in parasite size, scourge and shape stand out. According to Rodrigues
et al. (2014) [26] and Gadelha ez al. (2013) [27], such changes may be caused by
the destabilization of the tubulin-dependent cytoskeleton, since both the parasite’s
body shape and the scourge’s integrity are highly dependent on the stability of the

microtubules.

Although naphthohydrazones have relatively complex molecular structures, they were
prepared using accessible compounds, the lapachol, a natural product from a renew-
able source; and two low-cost drugs, with known toxicity and pharmacokinetics, the
isoniazid and hydralazine. In addition, classic reactions in mild conditions were used,
and accessible synthetic routes are desired by the pharmaceutical industry, especially
when it comes to drugs for the treatment of neglected diseases, such as leishmaniasis.
The promising antileishmania activity presented by naphthohydrazones, in associa-
tion with the synthetic advantages of the route used, make the compounds aHDZ (2),
BACIL (3) and PHDZ (4) suitable for the later stages of drug development.
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Figure 3. Leishmania amazonensis treated with naphthohydrazones in the concentration co-
rresponding to its IC,. (A) without treatment; (B) aHDZ (2); (C) BHDZ (4); (D) «ACIL (1);
(E) BACIL (3). 100x magnification. Arrows represent promastigotes with altered morphology.
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RESUMEN

Introduccidn: la esperanza de vida ha ido en aumento y la posibilidad de padecer
una o mds patologfas crénicas, por e¢jemplo, diabetes mellitus, hipertension arterial,
etc. es alta. La respuesta a los medicamentos en los adultos mayores es marcada-
mente diferente que en los adultos no ancianos pues se trata de un organismo donde
las consecuencias directas del envejecimiento son de relevancia (reduccién de la
capacidad metabdlica del higado, reduccién de la capacidad de filtrado del rindn,
hipoclorhidria, entre otros). Objetivo: analizar la polifarmacia, la prescripcién
inapropiada y los eventos adversos en adultos mayores hospitalizados. Materiales
y métodos: estudio descriptivo de corte transversal. Resultados: se estudiaron 318
pacientes. La frecuencia de pacientes polimedicados fue 89 % (283). La prescrip-
cién inapropiada, 18,9%. Los farmacos mayormente presentes en los esquemas
de pacientes polimedicados fueron benzodiacepinas, AINEs, anticoagulantes y
antihipertensivos. Los pacientes con eventos adversos han sido 179 (56,3 %), de
ese porcentaje un 30,2% (54) ha recibido tratamiento con otro medicamento
para resolver el evento producido por un medicamento, eso es la llamada cascada

de prescripcién o de medicamentos. Conclusiones: la polimedicacién es alta
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y causa eventos adversos, es necesario insistir en el trabajo integral para reducir este

problema sanitario.

Palabras clave: Polimedicacidn, ancianos hospitalizados, prescripcién inapropiada,

eventos adversos a férmacos.

SUMMARY

Polymedication, inappropriate prescription and adverse events
to drugs in hospitalized elderly: a patient safety problem

Introduction: life expectancy has been increasing and the possibility of suffering
from one or more chronic pathologies, for example, diabetes mellitus, arterial
hypertension, etc. is high. The response to medications in older adults is markedly
different than in non-elderly adults since it is an organism where the direct conse-
quences of aging are relevant (reduction of the metabolic capacity of the liver,
reduction of the filtering capacity of the kidney, hypochlorhydria, among others).
Objective: to analyze polypharmacy, inappropriate prescription, and adverse events
in hospitalized older adults. Materials and methods: descriptive cross-sectional
study. Results: 318 patients were studied. The frequency of polymedicated patients
was 89 % (283). Inappropriate prescription, 18.9 %. The drugs most present in the
regimens of polymedicated patients were benzodiazepines, NSAIDs, anticoagu-
lants and antihypertensives. Patients with adverse events have been 179 (56.3%),
of that percentage 30.2 % (54) have received treatment with another drug to resolve
the event produced by a drug, which is the so-called prescription or prescription
cascade. Conclusions: polypharmacy is high and causes adverse events, it is neces-

sary to insist on comprehensive work to reduce this health problem.

Keywords: Polypharmacy, hospitalized elderly, inappropriate prescription, adverse

drug events.

REsumo

Polimedicagao, prescricio inadequada e eventos adversos
a medicamentos em idosos hospitalizados: um problema para
a seguranca do paciente

Introdugio: a expectativa de vida vem aumentando ¢ a possibilidade de sofrer de

uma ou mais patologias crénicas, como por exemplo, diabetes mellitus, hipertensio
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arterial etc. ¢ alta. A resposta aos medicamentos em idosos ¢ marcadamente diferente
da de adultos nio idosos, pois ¢ um organismo onde as consequéncias diretas do
envelhecimento sio relevantes (redugiao da capacidade metabélica do figado, reducio
da capacidade de filtragem do rim, hipocloridria, entre outros). Objetivo: analisar
polifarmacia, prescri¢io inadequada e eventos adversos em idosos hospitalizados.
Materiais e métodos: estudo transversal descritivo. Resultados: 318 pacientes
foram estudados. A frequéncia de pacientes polimedicados foi de 89% (283). Pres-
cricio inadequada, 18,9%. Os medicamentos mais presentes nos esquemas dos
pacientes polimedicados foram benzodiazepinicos, AINEs, anticoagulantes e anti-
-hipertensivos. Os pacientes com eventos adversos foram 179 (56,3%), desse percen-
tual 30,2% (54) receberam tratamento com outro medicamento para resolugao do
evento produzido por um medicamento, que ¢ a chamada prescri¢ao ou receita em
cascata. Conclusées: a polifarmdcia ¢ elevada e causa eventos adversos, ¢ necessirio

insistir em um trabalho abrangente para reduzir esse problema de satde.

Palavras-chave: Polifarmicia, idoso hospitalizado, prescri¢ao inadequada, eventos

adversos a medicamentos.

INTRODUCCION

La esperanza de vida ha ido en aumento y la posibilidad de padecer una o més pato-
logias crénicas, por ejemplo, diabetes mellitus, hipertension arterial, etc. es alta [1].
La respuesta a los medicamentos en los adultos mayores es marcadamente diferente que
en los adultos no ancianos, ya que se trata de un organismo donde las consecuencias
directas del envejecimiento son relevantes y es mds susceptible a los efectos adversos
a farmacos, tanto los efectos que el firmaco produce al organismo como los que el
organismo le producen al firmaco estén alterados [2].

La polifarmacia se define como la administracién concomitante de cuatro o mds
firmacos, la mayoria de los ancianos requiere varios firmacos para tratar varias enfer-
medades [3]. La prescripcién inapropiada es aquella en la que los riesgos superan a los
beneficios cuando hay alternativas més seguras disponibles [4].

El aumento tanto en términos absolutos como relativos de la poblacién anciana junto
con la existencia habitual en ellos de pluripatologias (con el consiguiente incremento
en el nimero de firmacos consumidos) hacen que sean cada vez més necesario que las
politicas sanitarias y los profesionales resuelvan conjuntamente este tema para revertir
la situacién grave que se produce actualmente y cuyas consecuencias atin desconocemos
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[5]. Asi, este estudio se propuso como objetivo caracterizar la polimedicacién en ancianos
hospitalizados.

METODOS

Estudio observacional, de corte transversal, descriptivo. El estudio se llevé a cabo
durante el periodo: abril de 2015 a abril 2018, en un hospital de agudos, polivalente
de alta complejidad de Argentina. Se incluyeron todos los pacientes de >64 anos con
cualquier patologfa, con mds de dos dias de hospitalizacién o internados en el periodo
del estudio.

La polifarmacia se define como la presencia de cuatro o méds medicamentos segn la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [6]. Se utilizé el indice de Charlson para
categorizar la carga de enfermedad [7]. Se estudiaron los eventos adversos aparecidos
en la hospitalizacidn, el algoritmo de causalidad usado fue el de Naranjo ez 4/ [8].

En primer lugar, se considerd pluripatologia a la presencia de dos o més cuadros cré-
nicos donde no se puede definir la supremacia de uno sobre otro [9]. Se recogieron
ademis los siguientes datos: edad, sexo, patologia de ingreso segtin ICD-9, presencia
de trastorno cognitivo (Mini-Mental State Examination de Folstein-MMSE), presencia
de médico de cabecera, atencién por parte de geriatra con especializacion acreditada,
presencia de habitos de automedicacién, adherencia al tratamiento previo a la hospi-
talizacién, presencia de eventos adversos durante la hospitalizacién, presencia de pres-
cripcién inapropiada segtin criterios de Beers 2019.

En segundo lugar, se consultd la licencia UpToDate para recabar datos de medicacién
[10]. Se observo la aparicién de eventos adversos durante la hospitalizacion, sean graves
o leves a través de la revisidn de las historias clinicas mediante la herramienta Global
Trigger tool del Institute for Healthcare Improvement (IHI) [11].

Finalmente, el programa SPSS 19, IBM" se us6 para el andlisis estadistico. Se consi-
derd significancia estadistica a p<0,05, IC 95% y se usé el test x* para variables dico-
témicas y una regresion logistica binaria cruda y una ajustada para verificar asociacién
de variables. La variable de ajuste fue la pluripatologia. La variable dependiente fue
la polifarmacia y las independientes analizadas fueron: edad superior a 79 afios, pres-
cripcion inapropiada con los criterios de Beers 2019, ausencia de médico de cabecera
clinico-geriatra, presencia de trastorno cognitivo, dolor crénico de mds de 6 meses de
duracién, cirugfa previa en 12 meses y hospitalizacién previos (uno o mas episodios, en
los tltimos 12 meses). El presente estudio contd con todas las aprobaciones éticas de la
institucion del estudio.
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REsuLTADOS

Se estudiaron todos los pacientes ancianos con prescripcion de medicamentos. Los

datos fueron recolectados por un farmacéutico y validé una muestra ad hoc de un

segundo observador, para ello se realiz6 una prueba de concordancia de obtencién de
datos con el test de Kappa, se obtuvo un indice Kappa de Cohen de 0,81 (IC 95%
0,65-0,94), es decir, la concordancia fue muy buena.

Se estudiaron 318 pacientes. La distribucién por sexo fue: 176 (55,3 %) varones y 142,
(44,7 %) mujeres. La media de edad fue 77,3 19,5 anos. Media de indice de Charlson

4,4 7,9, rango de medicamentos usados 4-21, mediana 7,17. La frecuencia de pacien-

tes polimedicados fue 89 % (283). Los firmacos mayormente presentes en los esque-

mas de pacientes polimedicados se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Tipos de firmacos incluidos en la polifarmacia.

Tipo de firmaco Frecuencia en pacientes Grupo ATC
Antihipertensivos-cardioterapia 97 (34,27 %) C02A, C03A, CO7E
Benzodiacepinas 86 (30,39 %) NO05B
Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) 81 (28,61%) MO1A
Antiartrésicos 75(25,50%) MO1A
Anticoagulantes 73 (25,8 %) BO1A
Antidiabéticos 67 (23,67 %) A10B
Antidepresivos 63(22,26%) NOGA
Otros 56 (19,8 %) -

Por otro lado, las variables asociadas a la polimedicacién se observan en la tabla 2.

Tabla 2. Variables asociadas a la polimedicacién (asociacién sin ajuste).

Variable OR IC 95 %
Edad superior a 79 afios 1,8 1,4-2,5
Sexo femenino 1,9 0,81-3,2 NS
Pluripatologfa 3,8 1,8-3,9
Indice de Charlson 2,1 1,6-3,1
Ausencia de médico de cabecera 35 3,4-3,9
Hospitalizacién previa (3 meses) 1,2 0,8-1,9 NS
Cirugia previa (12 meses) 0,8 0,5-1,6 NS
Presencia de trastorno cognitivo 2.4 1,5-2,9
Presencia de dolor crénico 2,9 1,8-3,2
Prescripcion inapropiada 3,4 1,8-3,8

OR: Odd Ratio. IC 95 %: intervalo de confianza 95 %. NS: no significativo.
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En una regresion binaria ajustada por pluripatologia, las variables asociadas a la polifar-
macia han sido: edad superior a 79 afios (OR,; 1,9) , prescripcién inapropiada con los
criterios de Beers (ORy; 3,8), ausencia de médico de cabecera clinico-geriatra (ORy,
2,4) y presencia de trastorno cognitivo (ORAJ 3,1). Las variables dolor crénico, cirugia
previa, hospitalizacién previa no estdn asociadas a la aparicién de eventos adversos en
la regresion ajustada por pluripatologia.

La prescripcion inapropiada con los criterios de Beers 2019 estuvo presente en 18,9 %
de los pacientes (n=60 pacientes). El nimero de firmacos inapropiadamente prescrip-
tos segtin Beers fueron 151 (media por paciente: 2,51). Los medicamentos mds halla-
dos dentro de Beers fueron: benzodiacepinas (44), antipsicéticos (34), AINEs: 23,
anticoagulantes orales (19) y otros (31).

Los pacientes con eventos adversos han sido 179 (56,3 %), de ese porcentaje un 30,2 %
(54) ha recibido tratamiento con otro medicamento para resolver el evento originado
por el medicamento en cuestidn, a eso se le llama cascada de prescripcion de medica-
mentos. La tabla 3 muestra todos los eventos.

Tabla 3. Eventos adversos presentes en los ancianos estudiados.

Eventos N.° Porcentaje

Sangrado, melena 33 18,43 %
Somnolencia 15 8,38%
Insuficiencia renal 24 13,40 %
Aumento de enzimas hepdticas 17 9,5%

Alergia 6 3,35%
Depresion respiratoria 24 13,40 %
Confusién 19 10,6 %
Otros 41 22,9 %

Discusion

La polimedicacién es un problema sanitario muy costoso y grave, que debe resolverse
con una visién sistémica. No abundan los estudios que hayan caracterizado la poli-
farmacia y estudiado en la misma poblacién la prescripcién inapropiada, los eventos
adversos y la cascada de prescripciéon como problemas asociados. En nuestro estudio
mas del 80 % de los ancianos analizados presentan polifarmacia, el 18 % de los pacientes
presenta prescripcion inapropiada segun Beers 2019, un 50 % sufre eventos adversos, y
de ellos un 30 % recibe un medicamento més para reducir el evento producido por otro
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medicamento presente en su esquema farmacoldgico, como ya se ha mencionado, esto
se llama cascada de prescripcién [12].

El estudio europeo de Giovannini [13] encontré un 30 % de polimedicacién en ancia-
nos internados en geridtricos, si bien, la variable de nuestro estudio es hospitalizacién,
esta variable es mucho mayor, seguramente ello tiene que ver con la pluripatologia y la
medicacidn que se adiciona al momento de la hospitalizacidn, justificados por la situa-
ci6n clinica del paciente. Por ejemplo, un paciente ingresado por neumonta bilateral es
ademds hipertenso y diabético insulino-dependiente, entonces en su hoja de prescrip-
cion, los tratamientos basales por sus patologias concomitantes seguirdn prescriptos,
mas los antibi6ticos y broncodilatadores que ameritan el tratamiento de la neumonta.

Un estudio danés [14] incluyé 1424775 adultos mayores (mediana de edad 70 afos,
53 % mujeres). La mediana de grupos de medicamentos utilizados fue de cinco por
persona, algo menor a nuestro estudio. Otro estudio de Etiopfa (Africa) [15] mostré
que polifarmacia fue del 24,8 % en pacientes ambulatorios solo con patologias cardio-
vasculares mientras que los pacientes de edad avanzada (> 65 afios 0 més) tenfan casi
dos veces mas probabilidades de sufrir la polifarmacia. Respecto a los paises latinoa-
mericanos, por ejemplo, en Brasil [16], se encontrd que la prevalencia de al menos un
medicamento de uso cronico entre los ancianos fue del 93,0 % y del total de ancianos,
18,0 % usaba al menos cinco medicamentos ( polifarmacia), indices menores también a
nuestro estudio. Ya se ve que este problema afecta a todas las latitudes.

En otro estudio se hallé que los medicamentos antiplaquetarios o anticoagulantes,
antidiabéticos, diuréticos y analgésicos son los mayormente prescriptos y el numero
de enfermedades fue el principal determinante de riesgo de eventos adversos, hallazgos
confirmados por nuestro estudio [17].

Schmiedt ez al. [18] encontraron en su estudio que la utilizacién de varios medica-
mentos es un predictor de eventos adversos como la edad avanzada, hallazgos simila-
res a los de nuestro estudio. Indudablemente, el elevado consumo de medicamentos
en pacientes ancianos estd estrechamente relacionado con la presencia de multiples
dolencias que, generalmente, tienen una mayor expresion clinica a medida que se eleva
la cantidad de afios vividos, es en este momento donde es mayor la comorbilidad y la

discapacidad [18].

Existen estudios que afirman que los mayores consumidores de medicamentos se sittian
en el rango de edad entre 70-79 afios [19]. Nuestro estudio hallé que estas edades estan
asociadas a la polifarmacia, con esto se podria inferir que los pacientes de este rango
de edad son cada vez mas polimedicados por las patologias que en ellos aparecen fruto
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del envejecimiento y de multiples factores ya mencionados, por ello, se debe reducir la
polimedicacion para intentar resolver en gran parte este dilema.

Todos estos factores contribuyen a definir una entidad distinta a la observada en los
adultos mds jévenes, que requiere un manejo terapéutico complejo y global, resultado
de la valoracién geridtrica integral [20], en este sentido nuestro estudio aporta que la
ausencia de médico de cabecera clinico o geriatra aumenta la posibilidad de caer en
la polimedicacién y en los eventos adversos.

Segun algunos autores, el 80 % de los eventos adversos a medicamentos se consideran
prevenibles y estdn relacionados con la edad, el estado clinico del paciente y el método
de administracién. Por lo tanto, es importante contar con programas de firmaco-vigi-
lancia en las instituciones de salud para generar informacién que pueda llevar a estu-
dios de causalidad, para detectar y prevenir estos eventos [21], nuestro estudio utilizd
esta recomendacién aplicando un método de busqueda proactiva de eventos adversos.

Las reacciones adversas estdn facilitadas en geriatria, tanto por las prescripciones inade-
cuadas como por el aumento del nimero de firmacos utilizados. Las guias y protocolos
de actuacion, elaboradas por las sociedades cientificas, pueden ser un referente impor-
tante respecto a esto. La adhesion del médico a las guias terapéuticas de sociedades
cientificas ha reducido el nimero de ingresos y reingresos hospitalarios en la poblacién
de mayor edad [22], es necesario trabajar sobre este grupo de profesionales confec-
cionando y midiendo la adherencia a protocolos sobre la prescripciéon apropiada de
medicamentos en ancianos.

Por otro lado, hay evidencia de que la polifarmacia reduce la adherencia a los tratamien-
tos [2, 20], sin embargo, nuestro estudio no evalto la adherencia a los tratamientos
antes de la hospitalizacién nilos hdbitos de automedicacién, propuestas que abren nue-
vos horizontes para futuras investigaciones y que constituye una debilidad del mismo.

CONCLUSIONES

La polifarmacia es frecuente en poblacién anciana hospitalizada. La edad superior a 79
afos, la prescripcién inapropiada, la ausencia de médico de cabecera clinico-geriatra y
la presencia de trastorno cognitivo son factores que hay que atender para reducir este
problema. La prescripcién inapropiada segtin Beers y los eventos adversos se presentan
en una buena proporcién de pacientes y existe un nuevo problema que se adicionaala
ya alarmante situacion, se agregan medicamentos para tratar eventos adversos causados
por otros medicamentos, en su lugar, es pertinente el cese de tratamientos inadecuados
que causan dichos efectos indeseables. Finalmente, es necesario trabajar intensamente,
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con programas de politicas ptiblicas para reducir la magnitud del problema, que segun
la evidencia mencionada ird en aumento.
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REsumo

Introdugao: os servigos farmacéuticos contribuem na prevengio e resolugio de erros
relacionados ao uso de medicamentos. No ambito veterindrio os protocolos relacio-
nados 4 seguranca do paciente, especificamente quanto ao uso seguro e racional de
medicamentos nio sio bem definidos. Objetivo: avaliar a farmacoterapia em um
hospital veterindrio universitdrio de uma institui¢io de ensino superior. Resultados:
verificou-se que no ambiente hospitalar veterinario, existe prescri¢es de medicamentos
inadequados e desnecessdrios para uso. Bem como a detecgio de problemas relacio-
nados a medicamentos do tipo: erros na prescri¢ao, medicamentos nao padronizados,

doses erradas, duplicidade de terapéuticas e potenciais interagoes medicamentosas.

Palavras-chave: Cuidados farmacéuticos, farmécia veterindria, prescricio, veterindria,

farmacia hospitalar, seguranca do paciente.
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SUMMARY

Evaluation of pharmacotherapy in the veterinary hospital
as a tool to promote patient safety

Introduction: Pharmaceutical services contribute to the prevention and resolution
of errors related to the use of medicines. In the veterinary field, protocols related to
patient safety, specifically regarding the safe and rational use of medications, are not
well defined. Aim: To evaluate pharmacotherapy in a university veterinary hospital of
a higher education institution. Results: It was found that in the veterinary hospital
environment, there are prescriptions for inappropriate and unnecessary medications
for use. As well as the detection of problems related to medications of the type: errors
in prescription, non-standard medications, wrong doses, duplication of therapies and

potential drug interactions.

Keywords: Pharmaceutical care, veterinary pharmacy, veterinary, prescription,

hospital pharmacy, patient safety.

RESUMEN

Avaliag¢ao da farmacoterapia fora do ambiente de hospital
veterindrio como meio de promover a seguranca do paciente

Introduccién: los servicios farmacéuticos contribuyen a la prevencién y resoluciéon
de errores relacionados con el uso de medicamentos. En el campo veterinario, los
protocolos relacionados con la seguridad del paciente, especificamente, el uso seguro
y racional de los medicamentos no estan bien definidos. Objetivo: evaluar la farma-
coterapia en un hospital veterinario universitario de una institucion de educaciéon
superior. Resultados: se encontré que en el ambito hospitalario veterinario existen
prescripciones de medicamentos inadecuadas e innecesarias para su uso. Asi como la
deteccidn de problemas relacionados con medicamentos como: errores de prescrip-
cién, medicamentos no estandar, dosis incorrectas, duplicacién de terapias y posibles

interacciones medicamentosas.

Palabras clave: Atencidn farmacéutica, farmacia veterinaria, prescripcidn, veterinaria,

farmacia hospitalaria, seguridad del paciente.

534



Avaliagio da farmacoterapia em um hospital veterindrio de ensino

INTRODUCGAO

A Organizagio Pan-Americana da Satde (2002) preconizou como assisténcia farma-
céutica o conjunto de atitudes, valores éticos, comportamentos, habilidades, compro-
missos e responsabilidades na prevencao de doencas e promogio a satde, por meio do
uso seguro de medicamentos [1]. Neste sentido, as atividades hospitalares do farma-
céutico clinico visam melhorar a eficicia da farmacoterapia, norteando suas agdes no
uso racional e seguro de medicamentos [2-3]. Uma vez que a intervengao terapéutica
no tratamento de enfermidades em ambiente hospitalar apresenta incidéncia de erros
relacionados a prescrigio variando de 39 a 74 %, o que implica em maior risco de ébito

do paciente [4-7].

Na integragao com a equipe de satde, o farmacéutico desenvolve suas a¢oes de forma a
contribuir com o uso correto e racional de medicamentos. Um dos métodos emprega-
dos nessa prética é o seguimento farmacoterapéutico (SF), que se pauta em um conjunto
de intervengdes voltadas as necessidades do paciente no concernente a0 uso de medica-
mentos, mediante a detecgio de problemas relacionados a medicamentos (PRM) para
a prevengao e resolugio de resultados negativos associados aos medicamentos (RNM),
devendo estas intervengoes ser devidamente documentadas [8-10].

A atuagao farmacéutica em hospitais veterinarios no contexto internacional, tem-se
destacado nos paises desenvolvidos da América do Norte, Europa e Oceania, em que
a Farmécia Hospitalar Veterindria (FHV) ¢ reconhecida como drea de formagio pro-
fissional. Observa-se que nesses paises ofertam servicos estruturados como sistemas
de vigilincia em satide com monitoramento de reagoes adversas a medicamentos no
Ambito veterindrio [11].

No Brasil, observa-se que as iniciativas para o avanco das atividades de FHV, apesar de
incipientes, vem se destacando frente aos paises em desenvolvimento, principalmente
no que tange sobre o reconhecimento da Farmdacia Veterindria como especialidade
farmacéutica pelo Conselho Federal de Farmécia (CFF) [11, 12]. No ano seguinte,
a publicagao da Lei 13.021/2014 do Ministério da Satide do Brasil (MS) obrigou as
farmécias de qualquer natureza ter a responsabilidade e a assisténcia técnica de farma-
céutico habilitado para seu funcionamento [13].

A Resolugao 1.015/2012 do Conselho Federal de Medicina Veterindria nio determina
que o farmacéutico seja o responsével técnico pela farmdcia de hospitais e clinicas vete-
rindrias [14]. Mas a necessidade de formulagoes farmacéuticas veterindrias adequadas
para cada espécie desencadeia a utilizagio de medicamentos de uso humano. Diante
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disso surgiu a obrigatoriedade da contratagao de farmacéuticos para os hospitais veteri-
nérios para a comprovagio da responsabilidade técnica, este ¢ um pré-requisito para a
aquisi¢ao de medicamentos de uso humano, principalmente, aqueles descritos na Por-
taria n® 344/1998 do MS [15]. E importante ressaltar que o profissional que atua nesse
seguimento deve ter visio abrangente, voltada para atender as peculiaridades dos ani-
mais, de forma a auxiliar no manejo terapéutico destes pacientes, objetivando o melhor
desfecho clinico [11].

Segundo estabelecido pelo Terceiro Consenso de Granada, os PRM resultam em RNM
e devem ser classificados, conforme os critérios de utilizagio dos medicamentos, como
necessérios, efetivos e seguros [11]. Na medicina humana, os protocolos ¢ recomen-
dagoes de prevengio dos PRM estao bem definidos [16]. O seguimento veterindrio
no Brasil, por estar vinculado ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(Mapa), nio apresenta propostas de execugio voltadas a seguranca do paciente. No
entanto, Martins ez al. (2017), visando a seguranca do paciente veterindrio que estd
submetido a um tratamento farmacoldgico, realizaram um modelo proposto de pres-
cri¢ao hospitalar voltado para uso no 4mbito veterindrio [17].

Sendo assim, diante da necessidade de se identificar os PRM durante os cuidados far-
macéuticos no ambiente hospitalar veterindrio, o presente estudo teve como objetivo
avaliar a farmacoterapia em um hospital veterinario universitdrio de uma instituicao de
ensino superior.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo observacional descritivo de coleta transversal e retrospectivo,
baseado na revisao de dados disponiveis nos formulérios internos da avaliagao técnica
das prescri¢goes medicamentosas da divisao farmacéutica de um hospital veterindrio do
Centro-Oeste brasileiro.

O local onde foi desenvolvido este estudo trata-se de um hospital veterindrio de
ensino universitario, no qual possui a capacidade de internagio de 37 caes e gatos
nos leitos de enfermaria, clinica geral e especialidades, doengas infectocontagiosas,
urgéncia e emergéncia. O hospital oferece atendimento nas especialidades de cirur-
gia geral, cardiologia, dermatologia, odontologia, ortopedia, oncologia, oftalmolo-
gia e neurologia.

A divisdo de farmacia hospitalar desta institui¢io conta com a colaboragao de 03 farma-
céuticos especialistas, no qual realizam o servigo de triagem técnica e avaliagao clinica
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das prescri¢oes medicamentosas e posteriormente realizam a dispensacao dos medica-
mentos por dose unitarizadas em seringas preenchidas com o medicamento na dose
e hora certa a ser administrada pela equipe veterindria.

Todas as prescri¢oes medicamentosas do més de maio de 2019 foram incluidas neste
estudo e enviadas ao servigo de farmacia durante a rotina didria para que fossem triadas
e por fim dispensados os medicamentos aos pacientes. Excluiu-se do estudo todas as
prescri¢oes que eram destinadas ao recebimento somente de material médico hospitalar.
Os dados foram categorizados e analisados e distribuidos por frequéncia encontrada.

Na tabela 1 esta representado o formuldrio desenvolvido para este estudo que foi utili-
zado para a coleta de dados. Este por sua vez foi desenvolvido sustentado no Manual de
dispensacio Farmacéutica 2009, publicado por Iglésias-Ferreira ez al. (2009) [18] e nos
indicadores para avaliacio da prescri¢io publicado no material adaptado por Martins
et al. (2017) a dispensagao hospitalar veterindria [ 17] que se utilizou de ferramentas do
Programa Nacional de Segurancga do Paciente do ISMP-Brasil [18].

Tabela 1. Formulario de avaliagio do processo de uso do medicamento.

Nome do paciente: N.° da ficha: Data:
Espécie: Peso: N.°do dono:
Administragao Avaliacao do processo de uso
Medicamento Dose
Via Freq* 1 23| 4|56

Legenda: *Freq: Frequéncia de uso, 1. O medicamento é necessario? 2. ¢O medicamento é adequado? 3. ¢ A posologia ¢ ad-
cquada? 4. ¢O paciente tem condigdes de utilizar o medicamento? 5. ;A farmicia tem condicées de fornecer o medicamento?

6. Dados incompletos quanto i concentragio, dose, posologia ¢/ou via de administragio. Preencher com S (sim) ¢ N (ndo).

Os PRM identificados na triagem foram comparados com as informagdes obtidas nas
bases de dados do Micromedex Solutions 2.0, versao utilizada na plataforma Sabid e o
aplicativo Vet Smart, versao 2013 atualizado em 2019. Apés a determinagao dos PRM,
procedeu-se a classificagio quanto aos critérios de necessidade e efetividade segundo o
Terceiro Consenso de Granada [19-20] (tabela 2).
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Tabela 2. Classificagio do PRM na avaliagio da farmacoterapia em um hospital veterindrio de ensino.

Classificacio do Tipo de PRM

processo de uso

PRM I: o paciente sofre um problema de satide em consequéncia de nao
receber um medicamento de que necessita.

Necessidade ) . o
PRM 2: o paciente sofre um problema de satide em consequéncia de receber

um medicamento de que nao necessita.

PRM 3: o paciente sofre um problema de satide em consequéncia de uma
inefetividade nio quantitativa do medicamento.

Efetividade

PRM 4: o paciente sofre um problema de satide em consequéncia de uma
inefetividade quantitativa do medicamento.

PRM 5: o paciente sofre um problema de satide em consequéncia de uma
inseguranca nao quantitativa de um medicamento.

Seguranga* i . o
PRM 6: o paciente sofre um problema de satide em consequéncia de uma
q

inseguranca quantitativa de um medicamento.

Legenda: *Este critério apesar de fazer parte do consenso de Granada, nio fez parte do estudo. Devido 2 inviabilidade de

realizagio do servigo de SF, uma vez que este estudo foi retrospectivo.

Para o processo de discussio foi realizado uma revisao integrativa de estudos de utiliza-
¢ao de medicamentos na medicina veterindria nas seguintes bases de dados: PubMed),
Scientific Eletronic Library on Line (SciELO) e Biblioteca Virtual em Saude (BVS),
utilizando-se dos descritores: farmdcia veterindria, seguranca do paciente, problemas
relacionados a medicamentos, avaliagio de prescricio, medicamentos veterindrios
e servigos farmacéuticos.

Este estudo utilizou-se de informagoes disponiveis nos documentos internos do setor
de farmacia do hospital veterindrio e nao envolveu animais nem seres humanos dessa
forma nao houve necessidade de aprovagio do estudo por comité de ética em pesquisa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliou-se um total de 188 prescri¢oes de 116 animais, sendo 105 para caninos, 10 para
felinos e um para roedor. Um total de 731 medicamentos foram prescritos e, dentre
estes, 76,6 % eram analgésicos ou antimicrobianos (tabela 3).
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Tabela 3. Caracterizagio dos medicamentos prescritos aos animais atendidos em um hospital veterindrio universitario

do Centro-Oeste, Brasil, 2019.

Classe terapéutica Medicamentos prescritos (n) Frequéncia (%)
Analgésico 332 45,4
Antimicrobiano 228 31,2
Antiemético 51 7,0
Suplemento vitaminico 49 6,7
Suplemento alimentar 32 4,4
Anestésico 19 2,6
Inibidor da ECA 14 1,9
Diurético 6 0,8
Total 731 100

Legenda: ECA: enzima conversora da angiotensina.

A via de administragao mais frequente nas prescri¢oes foi a via parenteral, apesar de que
a0 se pensar na seguranca do paciente deve-se optar por vias nao invasivas, quando exis-
tem apresentagdes farmacéuticas indicadas para a via e que a condi¢ao clinica permita
[21]. No entanto, no dmbito hospitalar veterindrio a preferéncia pela via parenteral
nas prescrigdes ¢ justificada empiricamente pela praticidade na administragao do medi-
camento, por conta das caracteristicas do perfil do paciente veterinario como, exigir
contengao fisica, morder ou arranhar inesperadamente [17].

Identificou-se nas prescri¢oes avaliadas que 7,1 % nao apresentaram descrito a via de admi-
nistra¢ao do medicamento. Vale ressaltar que informar como devera ser administrado o
medicamento ¢ de suma importincia na obten¢io da eficicia da terapéutica, uma vez que
durante a triagem da prescri¢io esta informagio torna-se essencial para efetividade no
processo de dispensacio e consequentemente na bem como na prevengio de RNM [21].

Partindo-se da premissa de que a prescri¢io ¢ uma ordem médica ao farmacéutico para
a dispensagio, ou ao enfermeiro para a administragao do medicamento, o fato de 52
prescricdes neste estudo nao apresentarem a via de administragio do medicamento,
pode representar um grande risco 4 seguranga do paciente, no que tange a dispensagio
e administracio do medicamento [22-23].

Neste sentido, a inser¢ao da equipe multiprofissional no ambiente hospitalar ¢ uma das
formas de se promover a seguranga do paciente, sobretudo na medicina veterindria, de
forma a evitar tal situagdo. E ademais, o servi¢o farmacéutico na avaliacio das prescri-
¢oes ¢ uma das ferramentas da farmdcia hospitalar que proporciona formas de se evitar
o erro de medicagio em até quase 80 % [24-26]. Reis (2013) em seu estudo evidenciou
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no servi¢o de farmdcia clinica em um hospital para pacientes humanos, que cerca de
933 intervengdes foram realizadas por se detectar prescri¢des com algum PRM [27].

Nunes (2010) percebeu que a implantagio do servico de farmicia clinica realizado por
um farmacéutico dentro do servi¢o de terapia intensiva de um hospital para huma-
nos, houve uma redugao de custos para o hospital de R$ 50 000,00 no tratamento dos
pacientes. Posteriormente, foram contratados mais quatro farmacéuticos por seis meses
que resultou na reducio dos custos de R$ 510000,00. Neste mesmo estudo, notou-se
que das 654 notificagdes de PRM realizadas pelos farmacéuticos do servi¢o 540 foram
consideradas pertinentes e relevantes ao corpo clinico [28].

A posologia ¢ uma informagao essencial para que se avalie tecnicamente o uso de mais
de um medicamento pelo mesmo paciente, evitando-se assim as potenciais interagoes
medicamentosas (PIM) [17]. Em quase 5% das prescri¢oes avaliadas neste estudo nao
foi identificada a posologia (tabela 4). Sabe-se que a auséncia de posologia pode levar a
inefetividade do tratamento por erros de administracio de dose ou até mesmo a into-
xicagdo. Gimenes (2010) verificou que cerca de 18 % de prescri¢des sem indicagao da

posologia [21].

Tabela 4. Avaliacio da farmacoterapia dos animais atendidos em um hospital veterindrio universi-
tirio do Centro-Oeste, Brasil, 2019.

Administragio do medicamento prescrito (n.’= 731)

Via de administracao Numero de medicamentos prescritos Frequéncia (%)
Endovenosa 464 63,4
Oral 110 15
Subcutinea 67 9,1
Intramuscular 37 5
Nebulizacao 1 0,1
N3o informado 52 7,1
Posologia Numero de medicamentos prescritos Frequéncia (%)
Dose tinica 55 7,5
2 em 2 horas 2 0,2
6 em 6 horas 21 2,8
8 em 8 horas 250 34,1
12 em 12 horas 215 294
24 em 24 horas 15 20,6
48 horas 1 0,1
Naio informado 36 4,9
(Continiia)
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Avaliacao do uso do medicamento (n.°=731)

Necessério Numero de medicamentos prescritos Frequéncia (%)
Sim 671 91,8
Nao 4 0,5
Sem dados para avaliar* 56 7,7
Adequado Numero de medicamentos prescritos Frequéncia (%)
Sim 669 91,5
Nao 62 8,5
Posologia adequada Numero de medicamentos prescritos Frequéncia (%)
Sim 619 84,7
Nao 112 15,3
Medicamento nao , . . . o
padronizado Numero de medicamentos prescritos Frequéncia (%)
Sim 643 12
Nao 88 88
Medicamento sem ) . . A i 70
concentracio Numero de medicamentos prescritos Frequéncia (%)
Sim 16 2,2
Nio 677 97.8
Problemas relacionados a Medicamentos (PRM) (n.°= 244)
PRM Nimero de medicamentos prescritos Frequéncia (%)
Erros na prescri¢ao*™ 93 38,1
Medicame.ntos nio g8 36.1
padronizados
Do .
PIM*** 19 7,8
Duplicidade terapéutica 3 1,2

Legenda: *Nio possufa dados clinicos do paciente, como motivo que levou a internagao hospitalar. **Nio apresentou escrito
a concentragio do medicamento, dose, posologia ou via de administragio do medicamento, **PIM: potenciais interagoes

medicamentosas.

Neste estudo identificou-se 4 itens medicamentosos considerados como desnecessarios
ao tratamento, por conter formulagio com duplicidade de fairmacos. Desta forma, os
resultados corroboram para evidenciar que durante a rotina da dispensagao hospitalar,
aavaliagdo correta da farmacoterapia por meio da revisao técnica das prescrigoes medi-
camentosas ¢ de fundamental importancia na identificacio de PRM.
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Desses 4 itens em duplicidade, descritos acima verificou-se que estes eram medica-
mentos compostos por polifarmacia administrada com ampola de glicose 50 %, e mais
dois polivitaminicos que continham também glicose, sacarose na sua composi¢ao. Em
um estudo conduzido por Reis (2013) no hospital para pacientes humanos de ensino
encontrou-se cerca de 19 % de medicamentos considerados como desnecessarios [27].

O processo de medicagao inicia-se com a prescricao médica e que a sele¢ao adequada
do medicamento ¢ uma etapa importante da farmacoterapia segura, pois a falha neste pro-
cesso pode acarretar problemas nas demais etapas [29-30]. Além disso, para a determina-
¢ao da quantidade de medicamentos prescritos deve-se considerar as necessidades, bem
como os potenciais riscos ¢ beneficios da sobreposicao de firmacos com igual agio [31-33].

Outra consideragio relevante ¢ sobre o nimero de medicamentos prescritos e a anlise do
balango entre potenciais beneficios e riscos em seu uso. A avaliagio regular dos esquemas
terapéuticos, com foco na adesao, adequagao as preferéncias individuais e identificagao de
riscos pode minimizar danos ¢ maximizar os beneficios pretendidos [31-33].

Foi evidenciada a prescricio de medicamentos nao padronizados e disponiveis para
uso, medicamentos nao apresentando concentragao a serem administradas, posologias
inadequadas como dose inferior ou superior ao recomendado como padrao em litera-
tura. A prescri¢io de medicamentos nao padronizados para uso pode influenciar na
nio adesio terapéutica bem como no atraso ¢ inicio do tratamento [5,17, 34].

Subtende-se que na elaboragao do plano terapéutico o médico veterinario realizou uma
decisao fundamentada baseada em evidéncias cientificas. No entanto, antes de realizar
a dispensacio ou distribui¢ao dos medicamentos ¢ de responsabilidade do farmacéu-
tico do servico de farmdcia hospitalar a triagem técnica e legal da prescricao. E ao se
deparar com inconformidades na prescri¢io, o processo de distribui¢io e dispensagao
dos medicamentos, pode sofrer atrasos ou implicar em erros que poderio gerar conse-
quéncias aos pacientes [5, 34].

Formas alternativas de estratégias para se tornar o uso de medicamentos mais seguros
podem ser empregadas durante a prética clinica, como a disponibilizagio por parte da
farmdcia ao prescritor de uma lista dos medicamentos disponiveis ¢ padronizados na
institui¢do, informatizagio da prescri¢o, programas de educagio continuada, etc. [29].

Dos 244 (35 %) PRM identificados, erros na prescri¢io e medicamentos nao padroniza-
dos representaram 74,2 %, seguido de dosagens incorretas e duplicidade na terapéutica.
Segundo Martins (2017), os PRM mais frequentes no seguimento hospitalar veterini-
rio sao os oriundos de erros na prescri¢ao, tais como auséncia de tempo de tratamento,
forma farmacéutica, tempo ¢ velocidade de infusao do medicamento, concentragio do
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firmaco e via de administragao [17]. Por sua vez, Reis (2013) encontrou em seu estudo
de avaliagao de prescri¢oes como PRM mais frequente os erros de dosagens (46,7 %) [27].

Toda a cadeia da farmacoterapia ¢ de responsabilidade multidisciplinar e como este se
inicia com a prescri¢ao, torna os erros nessa etapa como os mais graves, haja vista que
podem refletir em toda a cadeia nas unidades hospitalares, afetando a seguranca do
paciente por meio dos PRM e ocasionando danos a saade [30, 35-40].

Dos 244 PRM evidenciados neste estudo, 7,8 % representavam PIM, sendo relatadas
entre moderada e grave. Reis (2013) em seu estudo evidenciou 7,5 % de PIM nas pres-
cri¢oes avaliadas [27]. A relagio das PIM encontradas nas prescri¢oes de acordo com a
sua intensidade, efeito provocado e conduta sugerida, estio representadas na tabela 5.

Tabela 5. Potenciais interagdes medicamentosas em prescri¢des de pacientes internados em um hos-

pital veterindrio universitdrio do Centro-Oeste, Brasil, 2019.

Intensidade
Medicamento Acio Descricao da PIM Conduta
§ § do RNM
Benazepril e 5 . . .
. P Nao relatado | Hipercalemia Grave Evitar uso
Espironolactona
Sucrafalto e . - .
Toxicidade | Aditivo Moderado FEvitar uso
Maltodex
Redugio das concentragoes
. . . A dose de
Fenobarbital , plasmaticas de doxiciclina _
o Antagonismo . Moderado | doxiciclina deve
e Doxiciclina devido ao aumento do .
. L ser ajustada
metabolismo hepidtico
Suplemento Diminuicio da absor¢ao
vitaminico e Antagonismo | gastrointestinal da Moderado Ajustar dose
Ranitidina vitamina B12
Dipironae . . .. .
P Sinergismo | Aditivo Moderado Ajustar dose
Butorfanol
Dipironae . Diminuicio de ambas Monitorar
P . Antagonismo . § ; Moderado B .
Furosemida as substincias pressio e diurese

Legenda: PIM: potencial interagio medicamentosa RNM: reacio negativa ao medicamento
Fonte: Micromedex Solutions” 2.0, versio utilizada através da plataforma Sabid” e o aplicativo Vet Smart” versio, 2013

atualizacio 2019.

A interagio medicamentosa (IM) pode ocorrer em situagdes de polifarmacia quando os
medicamentos s3o administrados em associa¢ao, podendo esta IM variar de insignifi-
cante & potencialmente letal [41-42]. Neste estudo detectou-se uma PIM com intensi-
dade grave e que nio se recomenda a combinagio dos dois medicamentos. No entanto,
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¢ evidente que ¢ necessario nao s a identificagao de uma PIM. Mas sim a realizagao
do SF, com acompanhamento ¢ monitoramento de exames laboratoriais e clinicos dos
pacientes em que se detectou uma PIM, cabendo ao clinico avaliar a necessidade de uso
do medicamento.

O Ambito veterindrio ¢ escasso de estudos sobre PIM nos pacientes ¢ a maioria das
bases de dados disponiveis para pesquisa sao relativas a estudos e informagoes de PIM
relatadas em humanos, devendo se considerar a fragilidade das informagoes obtidas.
No entanto, a detecgao dessas PIM em uma prescri¢ao j4 serve de subsidio na triagem
da prescrigio antes da dispensagio e como pré-selecio do paciente para que seja feito
a avaliacio da farmacoterapia ¢ monitoramento de possiveis aparecimentos de RNM
durante o periodo de internagio.

CONCLUSAO

O presente estudo verificou que no tratamento farmacoterapéutico em um hospi-
tal veterindrio de ensino, a maioria dos medicamentos prescritos para uso durante o
periodo de internagio sao analgésicos e antimicrobianos de administragao parenteral.

Na avaliagao técnica das prescri¢oes sobre uso dos medicamentos, observou-se que ape-
sar de um pequeno percentual, a prescri¢io de medicamentos considerados pelo crité-
rio de triagem como desnecessérios e inadequados estiveram presentes. Houve também
a detecgio de PRM nas prescrigdes, tais como: erros na prescricio (nio apresentou
escrito a concentragio do medicamento, dose, posologia ou via de administragao do
medicamento), medicamentos nio padronizados para uso na instituicao, dose errada
do medicamento, PIM e duplicidade terapéutica.

Vale ressaltar que este estudo visou utilizar-se de uma ferramenta de triagem de prescri-
Gao, para rastrear e avaliar o processo de uso de medicamentos e identificar PRM. No
entanto, durante atividades de servigos clinicos farmacéuticos essas prescri¢oes identifi-
cadas com PRM, sao selecionadas e o paciente fard parte de outra etapa do servio nao
desenvolvido neste estudo que ¢ o seguimento farmacoterapéutico, podendo parte des-
tes PRM identificados nessa primeira avaliagio nio apresentar significados relevantes.

Sendo assim, as identificagées desses PRM neste estudo podem servir de subsidios para
implantacio de programas de educagao continuada direcionadas a prescritores e pro-
fissionais da equipe profissional multidisciplinar que atuam na assisténcia em saide no
Ambito hospitalar veterindrio, visando contribuir para o uso correto e seguro de medi-
camentos durante a farmacoterapia.
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SUMMARY

Introduction: Eggshell membrane (ESM) is a tissue found between the eggshell and
the albumen of eggs that has attractive properties for use in drug delivery systems.
Aim: Toincorporate in ESM and used it as a model drug in release studies. The color
change and FTIR analysis of the biopolymer proved the incorporation of nimesu-
lide in ESM. Results: The drug uptake was 176.83 and 122.69 mg g"* by natural and
cross-linked ESM. Release studies were carried out using a spectrophotometric flow
system in simulated intestinal fluid pH 7.4. The release profiles showed that after
60 minutes 54.55 and 42.58 % of the drug were released from natural and cross-
linked ESM, respectively. Kinetics parameters indicated that drug release was better
described by the Higuchi model and through a non-Fickian release. Conclusion:
Considering these results is proved that ESM has the potential to become a poly-

meric matrix for drug release systems.

Keywords: Nimesulide, biopolymer, cross-linking, release kinetics.

REsuMO

Avalia¢io da membrana da casca do ovo como uma matriz
biopolimérica alternativa para entrega de nimesulida

Introdugio: a membrana da casca do ovo (MCQ) ¢ um tecido encontrado entre a

casca e o albumen de ovos que possui propriedades atrativas para uso em sistemas
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de liberagao de firmacos. Objetivo: incorporar & MCO e utilizd-la como firmaco
modelo em estudos de liberagio. Mudanca de coloragio e andlises de FTIR do
biopolimero comprovaram a incorporagio da nimesulida na MCO. A incorporagio
do fdrmaco foi de 176,83 ¢ 122,69 mg g na MCO natural e reticulada, respectiva-
mente. Resultados: os estudos de liberagio foram realizados usando um sistema de
fluxo espectrofotométrico em fluido intestinal simulado pH 7,4. Os perfis de libe-
ragio mostraram que apés 60 minutos 54,55 e 42,58 % do medicamento foram libe-
rados da MCO natural ¢ reticulada, respectivamente. Os pardmetros cinéticos indi-
caram que a liberagao do farmaco foi mais bem descrita pelo modelo de Higuchi e
por meio de uma liberagao nio Fickiana. Conclusao: considerando estes resultados,
fica comprovado que a MCO tem potencial para se tornar uma matriz polimérica

para sistemas de liberagio de formacos.

Palavras-chave: Nimesulida, biopolimero, reticulacio, cinética de liberagao.

RESUMEN

Evaluacién de la membrana de la cdscara de huevo como una matriz
de biopolimero alternativa para la administracién de nimesulida

Introduccién: la membrana de cdscara de huevo (MCH) es un tejido que se
encuentra entre la cdscara de huevo y la albiimina de los huevos que tiene propie-
dades atractivas para su uso en sistemas de administracién de fArmacos. Objetivo:
incorporar en MCH vy utilizarla como firmaco modelo en estudios de liberacién. El
cambio de color y el andlisis FTIR del biopolimero demostraron la incorporacién de
nimesulida en MCH. Resultados: la captacién del firmaco fue de 176,83 y 122,69
mg g’ por MCH natural y reticulado. Los estudios de liberacién se llevaron a cabo
utilizando un sistema de flujo espectrofotométrico en liquido intestinal simulado
pH 7,4. Los perfiles de liberacién mostraron que después de 60 minutos el 54,55 y
el 42,58 % del férmaco se liberé de la MCH natural y reticulada, respectivamente.
Los pardmetros cinéticos indicaron que la liberacién del firmaco se describié mejor
mediante el modelo de Higuchi y mediante una liberacion no Fickian. Conclusion:
de acuerdo con estos resultados, el MCH tiene el potencial de convertirse en una

matriz polimérica para sistemas de liberacién de firmacos.

Palabras clave: Nimesulida, biopolimero, reticulacion, cinética de liberacion.
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INTRODUCTION

The use of drugs that have low aqueous solubility can be result in unsatisfactory treat-
ment for the patient when given orally. In order to overcome this limitation, several
drug delivery systems have been developed for improvement of oral absorption and

bioavailability of hydrophobic drugs [1].

Polymers have become inevitable excipients in the pharmaceutical preparations
because of their versatility. These macromolecules are used for wide purposes, like rate
controlling agents, coating agents, binders, disintegrants and targeted delivery [2]. For
example, water insoluble polymers can be used in modified drug release dosage forms,
like in extended or sustained formulations [3].

Pharmaceutical formulations that act as controlled drug delivery systems requires bio-
degradable polymers that can be metabolized or excreted by the body as non-toxic
compounds [4]. In this way, the study of biopolymers aiming pharmaceutical purposes
and others biological applications is an attractive research field.

The eggshell membrane (ESM) is a tissue found between the calcified eggshell and the
albumen of eggs. ESM is a natural food by-product from egg processing and is made of
thin and highly collagenized fibrous meshworks, with small amounts of carbohydrate
and lipids, and with a total thickness of approximately 100 um [5, 6]. Due to its protein
composition, it could be possible to find on the surface of ESM some organic functional
groups, such as amine, hydroxyl, carboxylic and carbonyl [7]. The ESM is a biopolymer
safe for human consumption and, therefore, this membrane is used as a dietary supple-
ment in nutraceutical treatments because contains glycosaminoglycans and essential pro-
teins, helpful for maintaining healthy joints and connective tissues [8].

ESM has a highly insoluble structure mainly due to irreversible stabilization with
lysine-derived desmosine and isodesmosine crosslinkages, similar to those found in
collagen and elastin, which reinforce multiple disulfide bonds [6]. Despite the cross-
linked fibrous network, this membrane has high biocompatibility, large specific sur-
face area, flexibility in aqueous solution and possesses gas and water permeability [9,
10]. It is such characteristics that encourage researches involving this biomaterial. ESM
is being widely used in many fields, such as in cell culture platform [11], wound dress-
ings [12], adsorption of heavy metals and other pollutants [7, 13], platform for elec-
trical devices [14, 15], enzyme, antibody, and nucleic acids immobilization matrix [9,
10, 16] and as a biomaterial in tissue engineering [17]. To our knowledge, there are no
reports of incorporation of active compounds (commercial drugs) on this biological
membrane for drug delivery studies.
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Nimesulide (figure 1) is a non-steroidal anti-inflammatory drug having more affinity
to inhibit COX-2 enzyme. It is used to reduce the pain associated with rheumatoid
arthritis, and other degenerative joint disorders, dental pain and muscle inflammation.
After its oral administration, this drug exhibits a half-life between 1.5 to 4.9 hours,
which requires frequent dosing to maintain the ideal plasma concentration for treat-
ing inflammatory disorders [18]. In this paper, we study the use of eggshell membrane
(ESM), a natural food by-product from egg processing, as an alternative polymeric
matrix for drug release systems. The nimesulide was used as a model drugin our release
studies. This work shows the incorporation of nimesulide in ESM, the ionic cross-link
of this matrix, characterizations of the materials, in vitro drug release studies and appli-
cation of theoretical kinetic models to the release data.

Figure 1. Visual aspect (yellow crystalline powder) and chemical structure of nimesulide.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Nimesulide was obtained by extraction from commercial formulations (100 mg tab-
lets) acquired from a local drugstore. Before its use, the extracted nimesulide was puri-
fied by column chromatography and characterized by melting point (145-147 °C),
'"H NMR and *C NMR analyses, which proved its purity for analytical tests. The
chemical name, molar mass, water solubility and pK, of nimesulide are N-(4-nitro-
2-phenoxyphenyl) methane sulfonamide, 308.30 g:mol”, 10.0 ug-mL* and 6.5 [19].
All other reagents used in the experiments were of analytical grade. Aqueous solutions
were prepared with deionized water.

Extraction of eggshell membrane

Fresh white chicken eggs (30 units) were treated with 3.0 L 0o£10.0 % v-v' H,CCOOH

(acetic acid) for 48 h at room temperature to dissolve the outer layer of the shell and
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expose the eggshell membrane (ESM). The turgid eggs were ruptured, and the internal
content discarded. The ESM were thoroughly washed with deionized water and dried
on a Teflon tray for 48 h at room temperature. The dried ESM were ground in a domes-
tic blender using ethanol 95.0 % v-v"! as solvent, sieved with a sieve size of 18 mesh (1
mm) to remove small particles, and stored in refrigerator until use. This procedure was
an adaptation of the eggshell membrane preparation described by Krishnamoorthy ez
al. (2012) [20] and is based on the acid-base reaction between the CaCO; (main com-
ponent of the eggshell) and the acetic acid.

Drug loading

This experiment was adapted from the drug loading method reported by Gongalves
et al. (2005) [21], where the water insoluble biopolymer acts as an adsorbent for the
drug. In this procedure, 400 mg of ESM were weighed in an erlenmeyer and immersed
in 50.0 mL of 10 g-L'! nimesulide ethanolic solution at 95.0 % v-v"! for 48 h at room
temperature. The solid samples were filtered, washed with deionized water, dried on a
Teflon tray for 48 h at room temperature and stored in a refrigerator until use.

Cross-linking of biopolymer

The cross-linking procedure was carrying out to obtain a biomaterial capable to extend
the release of the loaded nimesulide. This experiment was adapted from the ESM min-
eralization method reported by Wu ez al. (1995) [22], which consist of a complexation
cross-linking of the biopolymer. This complexation process occurs between the posi-
tively charged calcium ions (Ca?*, a Lewis acid) and the negatively charged carboxylic

acid groups (R-COOQO:, a Lewis base), at the ESM surface.

In this procedure, 200 mg of ESM containing nimesulide incorporated were weighed
atan erlenmeyer and immersed in 100 mL of 0.01 mol-L" HCl containing 10.0 %w-v"!
CaCl,.2H,0. The reaction was allowed to proceed for 24 h at room temperature. The
solid sample were filtered, washed with deionized water, dried on a Teflon tray for 48 h
at room temperature and stored in the refrigerator until use.

Morphological and functional groups analyses

The solid samples (ESM), with and without nimesulide, and with and without cross-
linking (CaCl,), were characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM - Vega3
Tescan) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR - Spectrum Two Perkin
Elmer).
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Quantification of nimesulide

A standard calibration curve of nimesulide was constructed for the spectrophotomet-
ric determination of this drug. Initially, a stock solution of nimesulide 100.0 mg-L " was
prepared in 50 mL phosphate buffer pH 7.4 (0.10 mol-L"). Afterwards, nimesulide
standard solutions were prepared by appropriate dilutions of the stock solution using
the same buffer and containing 0.2 mL of polysorbate 80. The concentration levels of
nimesulide ranged from 0.5 to 30.0 mg-L". The standard solutions were analyzed with
a spectrophotometer (NI-1600 UV Nova Instruments) at 400 nm using the same buf-
fer as blank solution. The equation calculated by linear regression was y = 0.04073x
-0.01771, with a coefficient of determination (R?) of 0.9852.

Evaluation of drug loading

To obtain the amount of nimesulide incorporated in the polymeric matrix this drug
was extracted from ESM using exhaustive maceration method at room temperature,
and methanol-phosphate buffer (pH 7.4 and 0.10 mol-L!) 1:1 as solvent. In this pro-
cedure, 25 mg of ESM containing nimesulide were weighed in an erlenmeyer and
immersed in 8 mL of the extractive solution for 24 h at room temperature. The super-
natant solution was carefully collected with a pipette and transferred to a vial keeping
the solid inside in the erlenmeyer. This extraction procedure was repeated twice, and
the three aliquots of the extractive solutions were transferred to a 25 mL volumetric
flask and diluted with deionized water. The concentration of the free drug (in mg-L™")
in the supernatant (extractive solution) was measured with a spectrophotometer at
400 nm using the calibration curve equation. For this quantification, an aliquot of the
extractive solution was diluted with the same solution used for the calibration curve
construction (phosphate buffer pH 7.4 with polysorbate 80) to ensure that methanol
did not compromise the analyses.

The total amount of nimesulide in the extractive solution (in mg) and the drug content in
ESM (in mgg") were calculated. The incorporation efficiency (IE %) of nimesulide in the
polymer matrices was calculated, after measurements performed in triplicate, as follows:

Amount of the drugin the polymer (mg)

IE% = X100

Total initial drugloading (mg)
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In vitro kinetic release studies

Nimesulide release studies from ESM containing this drug, with and without cross-
linking (CaCl,), were performed using a proposed spectrophotometric flow system
that mimics the USP apparatus 4. A spectrophotometer equipped with a 10 mm “U”
quartz flow cell was used as a detector in the flow experiments. A magnetic stirrer (NI
1103-E Nova Instruments), peristaltic pump (DMC-100 MS Tecnopon), pump sili-
con tube (0.2 mm i.d.) and transparent silicon tubes (0.1 mm i.d.) were also used in
the proposed flow system. The inlets of the flask were closed with rubber stoppers to
prevent the evaporation of the dissolution medium. In addition, to prevent the entry
of suspended solids into the flow system, the inlet of the suction tube was coated with
a piece of plastic sponge. Figure 2 shows an illustrative scheme of this system.

The dissolution media used for the release studies in sink condition were: i) 100 mL
of hydrochloric acid/potassium chloride buffer (0.10 mol-L"!, pH 2.0 to simulate the
gastric fluid, and containing 0.2 mL of polysorbate 80); and ii) 100 mL of phosphate
buffer (0.10 mol-L", pH 7.4 to simulate the intestinal fluid, and containing 0.2 mL of
polysorbate 80). These dissolution media were maintained at a controlled temperature
of 37 + 1 °C (water bath) under magnetic agitation (150 rpm) and a flow rate of 5
mL-min™. After the thermometer recorded 37 °C, the spectrophotometer was reset at
400 nm with the dissolution medium and 25 mg of the solid sample was inserted into
the flask. The absorbance recording was performed from 10 seconds to 60 minutes at
predetermined time intervals. The amount of free drugin the dissolution medium was
calculated with the calibration curve equation. All drug release tests were performed
in triplicate.

Release studies from commercial nimesulide tablets (100 mg) were also carried out
using the proposed spectrophotometric flow system. In this procedure, the tablets were
previously weighted, and 25 mg of the formulation powder was used in the studies.
These formulation samples (25 mg) showed an equivalent mass of nimesulide of 6.07
+ 0.07 mg. The tests were made under the same experimental conditions as the release
studies from ESM. These drug release tests were also performed in triplicate.

It is worth emphasizing that the commercial nimesulide tablets were crushed prior to
release studies for: 1) to standardize the release procedure for formulation and ESM
biopolymer; 2) to approximate the amounts of nimesulide present in such samples;
3) to adapt the sample mass to the flow release system used in tests, which works on a
small scale.
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Figure 2. Scheme showing the proposed spectrophotometric flow system used in the nimesulide

release studies.

Kinetic drug release models

Parameters of nimesulide release kinetics from ESM containing the loaded drug, with
and without cross-linking (CaCl,), were determined applying the linearized models
and considering the entire time interval of the test (0-60 minutes). The fitting param-
eters and correlation coefficients (R?) were calculated as follows:

Zero-order model: 1—[&} =K, t

. K
First-order model: | =1 + (_1) -t
8L =08 3503

Higuchi release model: Q, = K¢
Peppas model: log(%J =log K, +n-logt

Where Q, is the amount (in mg) of drug present in the dissolution medium at time #,
Q, is the total amount (in mg) of drug present in the solid sample, Q,/Q; is the drug
fraction released at time ¢, Kj is the zero-order release rate constant, K| is the first-
order release rate constant, K, is the Higuchi constant, K}, is the Peppas constant, 7 is
the release exponent (that indicates the mechanism of drug release), and # is the time
elapsed in the release study. In the Peppas model, » = 1 corresponds to zero-order
release kinetics (case-II transport), 0.5 < 7z < 1 means a non-Fickian release model
(anomalous transport), and 7 < 0.5 indicates a Fickian diffusion.
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RESULTS AND DISCUSSION

Morphological characteristics

After drying, the ESM obtained from chicken eggs acquired the appearance of white fine
flakes. This biomaterial was insoluble in aqueous medium and in other organic solvents.
An experimental fact that needs to be reported when working with ESM is the difhculty
of transforming its shape. This membrane also cannot be solubilized without compro-
mising its biological structure. For this reason, the ESM was used in this work in its solid
form (fine flakes). After the nimesulide incorporation and drying of the polymeric matrix,
the ESM acquired the appearance of yellow flakes. This color change of the biopolymer is

probably due to the natural color of the model drug incorporated (nimesulide).

After drying, the ESM containing nimesulide, and cross-linked with CaCl, through
ionic interactions, acquired again the white color, but the ESM cross-linked with
CaCl, was slightly more rigid than the ESM in nature. Despite membrane bleaching
after cross-linking, FTIR analysis and release studies proved that drug still remained
incorporated into the ESM. The cross-linking procedure was carrying out in acid
media (HCI 0.01 mol-L") to avoid the alkalinization of the Ca?* aqueous solution and
the subsequent release of the loaded nimesulide from ESM during this reaction. The
figure 3 shows the visible characteristics of these samples.

Figure 3. (A).Visible characteristics of natural ESM, (B). ESM containing nimesulide and (C).
ESM containing nimesulide and cross-linked with CaCl,

Physicochemical characterization

The microstructure characterization of the polymeric samples was made by Scanning
Electron Microscopy (SEM). As can be seen in the SEM image (figure 4A), the ESM
is a biopolymeric fibrous net, with its individual fibers randomly oriented, interwoven,
and coalescent. This biostructure is similar for that showed by Baldz (2014) [23].
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Nimesulide used at this work was also characterized by SEM (figure 4B). The drug,
in the solid state, has the aspect of acicular and tabular crystals, a microstructure also
described by Sanphui, Sarma e Nangia (2011) [24]. When nimesulide was incorpo-
rated into the ESM matrix, the SEM image (figure 4C) shows an apparent thickening
of the fibers, a decrease in porosity and the presence of amorphous granules and some
crystals, structures which may be the drug adsorbed on the surface. Finally, when the
ESM containing nimesulide was cross-linked with CaCl,, the SEM image (figure 4D)
shows a microstructure with regions where the fibers appear to agglomerate, which
may be the result of the cross-linking process.

Figure 4. (A). SEM images of ESM in nature, (B). Nimesulide, (C). ESM containing nimesulide
and (D). ESM containing nimesulide and cross-linked with CaCl, with a magnification of 1500x.
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The Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) was used to characterize the ESM
and nimesulide, individually, and after the incorporation of the model drug in the poly-
meric matrix, in terms of the presence of some organic functional groups (figure 5).

Figure S. (A). FTIR spectrum of ESM in nature, (B). Nimesulide, (C). ESM containing nimesulide
and (D). ESM containing nimesulide and cross-linked with CaClL,.
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The natural ESM FTIR spectrum (figure 5A) shows the presence of peaks (in cm™) at
3289 (stretching mode of O-H and N-H), 3060, 2932 and 2869 (asymmetric stretch-
ing vibrations of the C-H bonds present in =CH and =CH, groups), 1646 (C=0
stretch of amide), 1524 and 1240 (CN stretching/NH bending modes of amide),
1441 (stretching mode of C=C bond), 1066 (stretching mode of C~O bond) and 660
(stretching mode of C-S bond). These signals are in agreement with the ESM FTIR
reported by Baldz (2014) [23] and indicate that this biopolymer has various chemical
groups such as amine, amide, carboxyl and hydroxyl groups.

The pure nimesulide FTIR spectrum (figure 5B) shows the presence of characteristic
peaks (in cm™) at 3286 (stretching mode of N-H), 1519 and 1342 (asymmetric and
symmetric stretching mode of N-O, respectively), 1589 (stretching mode of N-H
from the sulfonamide group), 1249 (asymmetric stretching mode of C-O-C from
the ether group), 1154 (symmetric stretching mode of S=0) and 976 (stretching mode
of S-O-C bond). Several of these FTIR signals are in agreement with those related by
Khan ez 4. (2010-B) [25].

The figure SC shows the FTIR of the ESM containing nimesulide. In this spectrum
some peaks come from the polymer (3289 cm™ and the shoulder at 1646 cm™) and
from the drug (3286, 1589, 1519, 1342, 1154 and 976 cm™). The signals from ESM
at 1646 cm™ (C=0 of the amide bond) and from nimesulide at 976 cm™ (S-O of the
sulfonamide bond) showed a significant reduction on its intensities, indicating interac-
tions by intermolecular forces, such as hydrogen bonds, between the polymer and the
model drug. These results confirm the incorporation of nimesulide in ESM. The broad
band at 3433 cm™ belongs to the bending mode of the hydroxyl group of the adsorbed

water.

Finally, the figure 5D shows the FTIR spectrum of the ESM containing nimesulide
and cross-linked with CaCl,. In this spectrum also it could be seeing some peaks that
come from the polymer (1646 cm™) and from the drug (shoulder at 3286, 1519, 1342,
1154 and 976 cm™). These results show that drug remains in the matrix after the cross-
linking process. In addition, the broad band at 3433 cm™ became more intense, indi-
cating adsorbed water. This aspect may be due to the complexation process between
the calcium ions (Ca?*) and carboxylic acid groups (at the ESM surface), which may
also require some water molecules as Lewis’s base.

Drug content in polymer matrices

The amount of nimesulide incorporated in the polymer matrices was determined by
spectrophotometry after the extraction process (exhaustive maceration). The nimesu-

lide drugcontentin ESM (in mg-g") showed values 0of 176.83 + 13.72 mg-g” and 122.69
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+ 14.86 mg-g"' for natural ESM and cross-linked with CaCl,, respectively (table 1). The
incorporation efficiency (IE) of nimesulide in the studied polymer matrices (natural
ESM and cross-linked with CaCl,) was low, showed values of 14.14 + 1.10 % and 9.82
+ 1.19 %, respectively (table 1). In this work, an adsorption method was used for the
drug loading since the ESM is an insoluble matrix and, therefore, makes it difhcult
to obtain a monolithic system with the drug dispersed in the polymer in a more con-
centrated and homogeneous way. This is the main reason for the low incorporation
efficiency (IE) of the drug in this biomaterial. It is inappropriate to compare the IE
obtained in this work, with the IE obtained from other studies involving the incorpo-
ration of drugs into polymers using the classical emulsion solvent evaporation method,
which is the method most widely used.

Table 1. Amount of nimesulide incorporated in the polymer matrices by the adsorption method.

Polymer matrix Drug content (mg-g*)* IE %
ESM (natural) 176.83 + 13.72 14.14 + 1.10
ESM (cross-linked) 122.69 + 14.86 9.82 +1.19

* Average value + standard deviation (7 = 3).

Although the nimesulide incorporation in the ESM matrices have apparently not
showed attractive results, it is important to reinforce that this biopolymer has great
potential for use in drug delivery systems owing to its biocompatibility and biodegrad-
ability. And, because of this, more studies for pharmaceutical applications with this
membrane should be stimulated.

In vitro release studies

Figure 6 shows the in vitro release of nimesulide incorporated at the ESM (natural and
cross-linked) in sink conditions and at pH 7.4, evaluated using the proposed spectro-
photometric flow system method that mimics the USP apparatus 4. The experimental
data obtained in these studies were expressed as cumulative concentration and percent
release as a function of release time.

Release studies of nimesulide at pH 2.0 (simulated gastric fluid) were also performed
for both the matrices (not shown in figure), but in 60 minutes of timespan were not
observed significant signals of the drug in dissolution media. These results are explained
because nimesulide is a poorly soluble drug in aqueous medium, and at pH 2.0 this
drug is not ionized (pH < pK,). These two characteristics do not facilitate the release
of this drug from the polymer matrix. The release test with the commercial nimesulide
formulation also showed similar results.

562



Eggshell membrane: a biopolymer for drug delivery systems

35
= ESM (natural)
® ESM (cross-linked)
30
3 |
225+ I l
1 pe T
Pl ] ]
: I | !
g I
S 15 - 7 |
2 1 T i l
=l T ° ° ’
= I I I ° i l l
2 ;1 I |
g 10 | T 3 1 1
= E by ¢ 1
Q I 3 i
- .
Sre e°
e
[
0 F L L L L L L
0 10 20 30 40 50 60
Release time (min)
100
® ESM (natural)
90 - ® ESM (cross-linked)
80
~ 70 |
é
2 60 I I I
2 sof [ | I
o % % %
S 40 |-
i R SEEEEE B
30 1 T AR
B 7 ¢ 1
PR T
20 |- [
i,
10-%°®
H
[ ]
0 | | | | | |
0 10 20 30 40 50 60

Release time (min)

Figure 6. Drug release curves of nimesulide from natural ESM and cross-linked with CaCl, in

phosphate buffer at pH 7.4 and 37 + 1 °C.
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Based on the release curves obtained at pH 7.4 (simulated intestinal fluid) and showed
in figure 6, it is possible to detect the presence of a moderate burst effect for both stud-
ied matrices in the first 10 minutes of experiments, followed by a gradual release phase.
According to Freitas and Marchetti (2005) [26], the burst effect is normally attributed
to the presence of the drug near the surface of the polymeric particle, which is known
to be permeable to water. As time progress, these particles allow the water diffusion
into their core and, consequently, the drug diffuses through the polymer matrix.

The release studies in simulated intestinal fluid showed that 26.63 and 19.81 % of the
drug were released from natural ESM and cross-linked, respectively, during the first
10 minutes, and that 54.55 and 42.58 % after 60 minutes. These results are expected
for a hydrophobic drug such as nimesulide, which tends to remain entrapped in the
hydrophobic zones of the polymer. These results also confirmed that cross-linking
with CaCl, extended the drug release from the polymer matrices. This is a promising
result considering that cross-linking reagent used is safe for human consumption. In
addition, the release studies with the commercial nimesulide formulation showed that
27.57 % and 44.77 % of the drug were released in just 1 and 3 minutes, respectively.
In this case, a time greater than 3 minutes of release for the commercial nimesulide
formulation was not evaluated because the spectrophotometric signal went beyond
the maximum monitoring limit, making the drug quantification unfeasible. This rapid
release is a common behavior for immediate release dosage forms. A similar behav-
ior was related by Purcaru e /. (2010) [27]. In their study nimesulide was released
from solid formulations in tween 80 aqueous solutions at different concentrations. In
0.5 % tween 80 solution (in combination with phosphate buffer pH 7.4) nimesulide
was immediate released, reaching a value of 70.0 % in the first 10 minutes. Based on
the Biopharmaceutical Classification System (BCS), nimesulide is considered a BCS
2 drug (poorly soluble and highly permeable) and, therefore, the dissolution process is
the limiting step for its release [27].

The release of drugs that are dispersed in (and not covalently bound to) polymer
matrices is dependent on the level of drug loading and the solubility of the drug in the
matrix [4]. In this context, in pH 7.4, the release of nimesulide from the ESM matrices
is favored because of the deprotonation and ionization of sulfonamide group of this
drug (pH > pK,). This fact enhances its solubility and favors its dissolution and release
process.

In immediate release formulations, such as tablets, all the drugs should be released in

less than half an hour, which was not observed in the prepared polymer matrices con-
taining nimesulide (natural and cross-linked ESM) [28]. This behavior makes the ESM
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a promising biopolymer that can be used as an alternative excipient in extended-release
dosage forms.

For comparative purposes, it is valid to demonstrate other studies related to the release
of nimesulide from different polymer matrices. In study of Freitas e Marchetti (2005),
the authors prepared microspheres of polylactic acid (PLA-L) containing nimesulide
to act as a polymeric carrier for this drug [26]. The results indicated that loading effi-
ciency of nimesulide in PLA-L microspheres was 70 % using the classical emulsion
solvent evaporation method for drug entrapment. The percentage of drug release
(in phosphate buffer, pH 7.4) from this matrix was 10.42 % within 60 minutes and
14.22% after 120 minutes. The obtained results by these researchers showed that
developed formulation demonstrated a potential use for sustained release system to
vehicle nimesulide.

Raval ez al. (2010) prepared nimesulide microspheres using Eudragit RS100 and
RL100 together, in a single matrix, but at different combinations of these polymers
[29]. The authors obtained a drug entrapment varying between 56.36 and 85.36 %
through the emulsion solvent evaporation method. The cumulative release of nime-
sulide (in phosphate buffer, pH 6.8), in the first hour (60 minutes), varied between
6.71 to 27.04 %. These results showed that drug release from microspheres was highly
influenced by the combination of Eudragit polymers, and the release profiles showed
that a suitable combination of these polymer materials can produce a new matrix for
the sustained release of nimesulide.

In 2017, Verma, Mishra and Nayak prepared microspheres of nimesulide, cross-linked
with glutaraldehyde, using the coacervation phase separation technique and three dif-
ferent polymeric carriers (gelatin, pectin and sodium alginate) [30]. The drug content
for gelatin, pectin and sodium alginate in each microsphere formulations were 80 %,
50% and 48 %, respectively. When dissolution studies were carried out, in phosphate
buffer pH 7.2, the drug release in 60 minutes was 27.2, 19.54 and 37.8 % for gelatin,
pectin and sodium alginate microsphere, respectively. The authors developed a sus-
tained release oral product (microspheres) of nimesulide using hydrophilic carriers,
but the cross-linking with glutaraldehyde was necessary to sustain the drug release
effectively.

Kinetic drug release models

It is known that drug release from polymeric particles is a complex process influenced
by many aspects such as polymer swelling and/or erosion, drug diffusion and drug
dissolution [31]. In this way, the probably release mechanism of nimesulide from the
matrices (ESM in nature and cross-linked) was examined based on the magnitude of
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correlation coeflicients (R?) obtained after application of zero-order, first-order, Higu-
chi and Peppas models. Table 2 shows the kinetics parameters obtained after the appli-
cation of these theoretical models.

Table 2. Kinetic parameters obtained after the application of linearized theoretical models on the

experimental nimesulide release data.

Polymer Zero-order First-order Higuchi Peppas
R*=0.8775 R*=0.9352 R?=0.9824 R*=0.9501
ESM (natural) K,=-0.0127 KH=0.3330 KP=0.0414
Qpu =392 n=0.70
Qpep = 442
R*=0.8986 R*=0.9358 R*=0.9949 R*=0.9750
ESM K, =-0.0039 KH=0.1808 KP =0.0393
(cross-linked) Qpea =281 n=0.63
Qoexp = 3.07

The correlation coefficients (R?) calculated for the polymers tested (natural and cross-
linked ESM) (table 2) indicated that nimesulide release was better described by the
Higuchi model in both the cases. Results also revealed that polymers tested showed
values of 7 (from the Peppas model) between 0.63 and 0.70, indicating a non-Fickian
(anomalous transport) release. These data might indicate that release of nimesulide fol-
lowed coupled erosion-diffusion mechanism [32]. In other words, both drug diffusion
and polymer swelling were important processes for the drug release.

Besides, the kinect parameters of Higuchi and Peppas models indicate that mechanism
of nimesulide release from the polymer matrix apparently was unaffected by the cross-

linking of ESM with CaClL,.

CONCLUSIONS

The present paper showed the use of eggshell membrane (ESM), a natural food by-
product from egg processing, as a biopolymer in drug release studies. FTIR analysis
proved the nimesulide incorporation on ESM. Although the drug loading did not
show attractive results at these preliminary studies, it is important to reinforce that this
biopolymer has potential use in pharmaceutical formulations owing to its biocompat-
ibility and biodegradability. Furthermore, this paper shows an initial study using ESM
as an alternative polymeric material for pharmaceutical purposes. The cross-linking of
the ESM containing nimesulide using CaCl, has been able to extend the release of the
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hydrophobic drug, showing itself as a safe reagent for human health. The release stud-
ies and the kinetic parameters indicated that release of nimesulide from ESM matrices
(natural and cross-linked) followed the Higuchi model and a non-Fickian transport. In
view of these results, it could be said that ESM has potential to become a water insolu-
ble carrier for extended release of nimesulide. Further studies should be performed in
order to achieve an increase in drug release time from ESM, besides checking stability,
toxicity, and the correlation of the in vitro-in vivo release profile.
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SUMMARY

Introduction: This study evaluated the chemical characterization, larvicidal activity
and molluscicidal activity in front of the snail transmitting schistosomes (Bioms-
phalaria glabrata) of the essential oils of Alpinia zerumbet and Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf. The essential oils (EOs) were extracted by hydrodistillation, with
chemical characterization through Gas Chromatography coupled to mass spectrom-
etry (GC-MS). The physical-chemical parameters were determined according to
the Brazilian Pharmacopoeia. The toxicity test followed the bioassay with Artemia
salina Leach, the EOs approved in this assay followed to evaluate their biological
properties. Methodology: for molluscicidal activity, the methodology recom-
mended by the WHO was performed, and the LCs, of the EOs was performed for
their action in the face of the snail obtained by the Reed&Muench method. Both
EOs showed low toxicity, and thus were evaluated for the biological properties larvi-
cidal and molluscicidal. Alpinia zerumbet EO showed molluscicidal activity with
LCy, of 40.63 mg-L" and Cymbopogon citratus EO 33.94 mgL". Results: Both EOs
showed larvicidal and molluscicidal potentials against the organisms tested, showing
satisfactory results for their action. The results indicate that the evaluated EOs are
composed of substances that promote and encourage their application due to their

potential for molluscicidal and larvicidal biological activity.

Keywords: Essential oil, Alpinia zerumbet, Cymbopogon citratus.
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RESUMEN

Constituyentes quimicos, actividad larvicida y molusquicida
de hojas frescas de Alpinia zerumbet (Pers.) y Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf

Introduccién: este estudio evalué la caracterizacion quimica, la actividad larvicida y la
actividad molusquicida frente al caracol que transmite esquistosomas (Biomphalaria
glabrata) de los aceites esenciales de Alpinia zerumbet y Cymbopagon citratus (DC.)
Stapf. Los aceites esenciales (AE) fueron extraidos por hidrodestilacién, con caracteri-
zacién quimica a través de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS). Los parametros fisico-quimicos se determinaron de acuerdo con la Farma-
copea Brasilena. La prueba de toxicidad sigui6 al bioensayo con Artemia salina Leach,
los AE probados en este ensayo se evaluaron a continuacidn en sus propiedades biol-
gicas. Metodologia: para la actividad molusquicida se empled la metodologia recomen-
dada porla OMS, yla LCs, de las AE se realizé para su accion frente al caracol obtenido
por el método Reed&Muench. Ambos AE mostraron baja toxicidad, y por lo tanto
fueron evaluados para las propiedades bioldgicas larvicidas y molusquicidas. Afpinia
zerumbet AE mostré actividad molusquicida con LCs, de 40,63 mg-L!' y Cymbopogon
citratus EO 33,94 mgL". Resultados: ambos AE mostraron potenciales larvicidas y
molusquicidas contra los organismos probados, mostrando resultados satisfactorios
para su accién. Los resultados indican que los AE evaluados estdn compuestos de
sustancias que promueven y fomentan su aplicacién debido a su potencial para la

actividad bioldgica molusquicida y larvicida.

Palabras clave: Aceite esencial, Alpinia zerumbet, Cymbopogon citratus.

REsuMoO

Constituintes quimicos, atividade larvicida e moluscicida
de folhas frescas de Alpinia zerumbet (Pers.) e Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf

Introdugao: este estudo avaliou a caracterizagao quimica, atividade larvicida e ativi-
dade moluscicida contra o caramujo transmissor de esquistossomos (Biomphalaria
glabrara) dos Sleos essenciais de Alpinia zerumbet ¢ Cymbopogon citratus (DC.)
Stapf. Os dleos essenciais (AE) foram extraidos por hidrodestilagio, com carac-

terizagio quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
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(CG-EM). Os parimetros fisico-quimicos foram determinados de acordo com a
Farmacopéia Brasileira. O teste de toxicidade seguiu o bioensaio com Artemia salina
Leach, os EA testados neste teste foram entio avaliados quanto as suas propriedades
biolégicas. Metodologia: para a atividade moluscicida, foi utilizada a metodologia
recomendada pela OMS, e o LCs, do EA foi realizado para sua agio contra o cara-
mujo obtido pelo método de Reed & Muench. Ambos os AE apresentaram baixa
toxicidade e, portanto, foram avaliados quanto s propriedades biolégicas larvicidas
e moluscicidas. Alpinia zerumber AE apresentou atividade moluscicida com CL50
de 40,63 mgL" e Cymbopogon citratus EO 33,94 mg-L". Resultados: ambos os AE
apresentaram potencial larvicida e moluscicida contra os organismos testados, apre-
sentando resultados satisfatérios para sua acio. Os resultados indicam que os AE
avaliados sao compostos por substincias que promovem e estimulam sua aplicagio

devido ao seu potencial de atividade bioldgica moluscicida e larvicida.

Palavras-chave: Oleo essencial, Alpinia zerumbet, Cymbopogon citratus.

INTRODUCTION

Essential oils (EOs) constitute the volatile elements contained in various organs of
different plants and are thus called due to the lipophilic composition they present,
chemically different from the glyceride composition of oils and fats [1]. These EOs
are obtained from different extraction techniques, such as distillation which includes
steam drag distillation [2].

The use of EOs as medicinal agents has been known since remote antiquity. There are
pictorial records of six thousand years ago among the Egyptians. Aromatic substan-
ces were also popular in ancient China and India, hundreds of years before the Chris-
tian era. However, it was only from the Middle Ages, through the distillation process,
introduced by Muslim scientists, that the real commercialization of aromatic materials

began [3].

Several studies claim that the use of medicinal plants is related to popular culture
which is transmitted from generation to generation in traditional communities [4]
According to Santos ez al. [5], empirical knowledge is derived from many of the current
knowledge of the effects of known plant species. However, it is emphasized that seve-
ral plants have toxic effects, and that the false idea that everything that is natural is
innocuous, needs to be reviewed and made aware [6]. Among several plant species
composed of EOs in which these properties can be found are Alpinia zerumbet. and

Cymbapogon citratus (DC.) Stapf.
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The species C. citratus, also known as lemongrass, belongs to the Gramineae family and
is characterized as a perennial herb, with narrow leaves and high commercial value. It
has been widely studied as it exhibits antifungal activity [7], antibacterial [8], anthel-
mintic [9], insecticide [10], diuretic [11] and anticarcinogenic [12], these properties
are attributed to volatile oils a-citral, b-citral and mycene [13].

On the other hand, the species Alpinia zerumber (Pers.) is a plant originating in Asia
and belongs to the Zingiberaceae family [14]. Among the proven pharmacological
properties for A. zerumbet, we highlight the hypotensive and diuretic effects obtained
through leaf tea, which were confirmed by studies of Mendonga ez al. [15]. Its classes
of chemical constituents, alkaloids, flavonoids, and as main components of the EO are
monoterpenes with a higher concentration of 1,8-cineol and terpene-4-ol, with studies
proving their antimicrobial activity [16].

Considering that the use of EOs may represent an alternative and innovative way in
the control of Neglected Tropical Diseases (NTD), aflicting more than one billion
people in 149 tropical and subtropical conditions [17], coma researchers around the
world have been studying natural alternatives to synthetic products, since natural pro-
ducts are an option with less toxicity. Thus, this study aimed to determine the chemical
constituents, larvicidal activity, molluscicidal and toxicity of the EOs of A. zerumber
and C. citratus.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

The collection of plant material used in this research was carried out in October to
December 2019. The leaves of C. citratus were collected in the Attic Herbarium Seabra
do Maranhao of the Federal University of Maranhao and the leaves of 4. zerumber
were collected in the municipality of Sio José de Ribamar, Sao Luis, Brazil. The sam-
ples were deposited in the Attic Seabra Herbarium of the Federal University of Maran-
hio. After collection, the plant species were transported to the Laboratory of Research

and Application of Essential Oils (LOEPAV/Ufma).

Obtaining the EO

For extraction of EOs, the hydrodistillation technique was used with a glass Clevenger
extractor coupled to a round bottom balloon packed in an electric blanket as a heat

generating source, according to figure 1. 120 g of each plant material were used, adding
distilled water (1:10).
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Figure 1. Experimental scheme to obtain the EO.

Hydrodistillation was conducted at 100 °C for 3 h by collecting the extracted EO.
Each EO was dried by percolation with anhydrous sodium sulfate (Na,SO,) and cen-
trifuged. These operations were performed in triplicates and the samples were stored in
amber glass ampoules under 4 °C refrigeration. Subsequently submitted the analyses.

Analyses of chemical constituents

The constituents of the EOs were identified by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (CG-MS). 1.0 mg of the sample was dissolved in 1000 uL dichlorometh-
ane (purity 99.9%). The conditions of analysis were as follows: Method: Adams. M;
Volume injected: 0.3 pL; Column : HP-SMS capillary (5% diphenyl, 95 % dimethyl
polysiloxane) (DB-5MS equivalent or CP-Sil 8CB LB/MS), in dimensions (30 mm
x 0.25 mm x 0.25 pm);Drag gas : He (99.9995); 1.0 mL-min™; Injector: 280 °C, Split
mode (1:10); Oven: 40 °C (5.0 min.) up to 240 °C at a rate of 4 °C-min’', from 240 °C
to 300 °C (7.5 min) at a rate of 8 °C-min™! ); ¢T = 60.0 min; Detector : IN; EI (70 €V);
Scan mode (0.5 sec scan™); Mass range: 40-500 daltons (one); Transfer line: 280 °C.;
Filament: off 0.0 to 4.0 min; Linear quadrupole mass spectrometer. The Automated
Mass spectral Deconvolution Mass & Identification System (AMDIS) program was
used to identify the compounds in the sample.
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Larvicidal activity

The eggs of Aedes aegypti were collected at the Federal University of Maranhao, Bacanga
Campus in Sao Luis/MA, through traps called ovitraps.

These consist of brown buckets (500 mL), polyethylene, with 1 mL of brewer’s yeast
and 300 mL of running water and inserted two eucatex reeds for mosquito egg position.
The traps were inspected weekly for the replacement of reeds and egg collection and
forwarded to the Laboratory of Research and Application of Essential Oils (PCQA-
Ufma) of the Technological Pavilion of the Federal University of Maranhao (Ufma).

The tests for larvicidal activity were carried out according to the adapted methodo-
logy proposed by Silva [18]. Initially, a 100 mg-L"! mother solution of EO diluted in
2% dimethylsulfoxide solution (DMSQO). Five dilutions were prepared from this solu-
tion at concentrations 10, 20, 50, 70 and 100 mg-L". At each concentration, 10 lar-
vae were added in the proportion 1 mL/larva. All tests were performed in triplicates
and as negative control was used a solution formed of DMSO 2 %, and as a positive
control, a solution of temephos (0,0,0°0’- tetramethyl O,0’-thiodi-p-phenylene bis
(phosphothiothioate) at 100 ppm, equivalent to the concentration used by the Natio-
nal Health Fundation (Funasa) for larvicidal vector control, in addition to novaluron
(%-1-[3-chlorine-4-(1-3-trifluro-2-trifluoromethoxyethoxy) phenyl-3-(2,6-difluro-
benzoyl) urea at 0.02 mg-L"’, a dose adopted by the Ministry of Health, which indicates
by the WHO in the range of 0.01 to 0.05 mg:-L". After 24 hours, the live and dead were
found, and the larvae that did not react to the touch after 24 hours of the beginning
of the experiment were carried out. To quantify the efficiency of the EO, the Statistical
Probit Test was applied [19].

Obtaining and cultivating snails

Samples of snails of the species Biomphalaria glabrata were captured in rainy periods,
in areas with low sanitation in the neighborhood S4 Viana, Sao Luis-MA. The collec-
tion technique was performed according to a proposal from Brazil (2007) performing
a scan with a shell in the submerged areas and the captured snails were collected in
a glass container with lid, with water from the breeding site itself. Their search was
carried out at various points in each breeding site, and then sent to the molluscum of

the Laboratory of Research and Application of Essential Oils (LOEPAV/Ufma).

The snails were kept in the laboratory for 30 days and analyzed every 7 days to con-
firm the absence of infection by Schistossoma mansoni. For this, 5 snails were placed
in transparent glass containers with 25 mL of dechlorinated water, that is, 5 mL/snail,
exposed to light (60 W lamps) for one hour with a distance of 30 cm to stimulate the
release of the fences and taken to be analyzed, through visualization with the aid of a
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stereoscopic magnifying glass (8x), those that were parasitized (positive) were labeled
and separated for future individual analysis and those who showed no signs of trema-
toid infection in the period of 30 days were selected for the molluscicidal activity test.

Evaluation of molluscicide activity

For the evaluation of molluscicide activity, the technique recommended by the World
Health Organization [20] was used, where two tests were performed in triplicate. In
the first, called a pilot test, a solution of the oil under study was prepared in a volume
of 500 mL at a concentration of 100 mg-L" and 0.15 mL of Tween 80 (active tense),
where 10 adult snails were placed, negative for Schistossoma mansoni, obtaining at the
end a ratio of 50 mL/snail and feeding them with hydroponic lettuce.

They were exposed in the solution for 24 h, at room temperature, removed from the
solution, washed twice with dechlorinated water, placed in a glass container containing
500 mL of dechlorinated water, feeding them with hydroponic lettuce and observed to
every 24 hours for 4 days to assess mortality.

In the second test, called lethal concentration (LCs,), solutions of each oil were prepa-
red in a volume of 500 mL at concentrations 100, 75, 62.5, 50, 20, 10, 5 and 2 mg-L"!
and 0.15 mL of Tween 80 (surfactant), using the same methodology of the pilot test.
For the negative control, two tests were also used, in the first we placed 500 mL of
dechlorinated water and 10 snails in a glass container and in the second 10 snails
immersed in a solution with 0.15 mL of Tween 80 in 500 mL of distilled water, feeding
both with hydroponic lettuce and the analysis also performed in the previous tests.

The lethal concentration LCy, of the bioassay was determined by linear regression, obtai-
ning the concentration versus mortality ratio of molluscs. Mortality rates were obtained
by averaging dead individuals as a function of the logarithm of the tested dose. The
statistical analysis of the data for the LCy, was performed according to the Probit [19].

Toxicity

For the evaluation of the lethality of Artemia salina Leach, the methodology described
by Meyer et al. [21). Artemia salina solution stock of each EO was prepared at the
concentration of 10000 mg-L* and 0.02 mg of Tween 80 (active tense). Aliquots of 5,
50 and 500 uL of this were transferred to test tubes and supplemented with saline solu-
tion previously prepared up to 5 mL, obtaining at the end concentrations of 10, 100
and 1000 mg-L", respectively. All tests were performed in triplicates, where ten larvae
in the nauplium phase were transferred to each of the test tubes.
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For white, 5 mL of saline solution was used for positive control K,Cr,0O; and for nega-
tive control 5 mL of a 4 mg-L"! solution of Tween 80. After 24 hours of exposure, the
live larvae were counted, considering dead those that did not move during the observa-
tion or with the slight agitation of the vial.

The criterion established by Dolabela [22] for classification of the toxicity of EOs,
being considered highly toxic when LCy, < 80 mg:-L™, moderately toxic to 80 mg-L" <
LCs; < 250 mg-L" and mildly toxic or nontoxic when LCs, > 250 mg-L".

RESULTS AND DISCUSSION

Chemical constituents

The chemical constituents were obtained through GC/MS, in the EO samples of the in
natura leaves of C. citratus and A. zerumbet. They were identified in the EO of C. citra-
tus, obtained by hydrodistillation, as major constituents: geranial (41.96 %) and neral
(33.71%). Similar results were found by Antonioni [23] identifying geranial (41.8 %)
and neral (25.6%). Costa ¢t al.[24] also identified geranial geratus (49.98% ) in the
EO of C. citratus and neral (37.78% ). Gongalves et al. [25] reported the presence
of the major components of the EO of C. citratus being geranial (46.32 %) and neral
(31.28 %), equivalent to 77.6 % citral. Franz ¢z al. [26] observed similar geranial values
(47.56 %) and neral (31.50 %). Sacchetti ez a/. [27] identified in the chemical compo-
sition of the EO of this species about 65 to 86 % of citral present in the EO, Andrade
et al. [28] also identified 30.1 % of neral and 39.9% of geranial leaves in the EO of C.
citratus leaves cultivated in northern Brazil. However, Negrelle ez al. [29] stated that
regardless of the origin of lemongrass, The EO has 30 to 93.74 % citral, with generally

the predominance of geranial.

Thus, it is possible to affirm that citral (neral and geranial) is the major compound for
the EO of C. citratus, corroborating the results obtained in this study. Studies of the
chemical composition of the EO of C. citratus in different localities characterize citral
as the main chemical constituent of EO. According to Pinto ez 4. [30] citral is a mix-
ture that is a mixture of isomers, geranial (a-citral) and neral (B-citral).

Through CG/MS, the major compounds of the EO of the in natura leaves of A. zerum-
bet were identified as p-cymene (40.15%) and 1.8-cineol (26.70%). Similar results
were reported by Castro ez al. [31] when observing that the EO of the leaves of 4.
zerumbet presented the p-cymene (32.72%), 1.8-cineol (24.05%) and 4-terpineol
(20.23 %) as the majority, corroborating the analyses of this study. The volatile consti-
tuents of the EO of 4. zerumbet have been the subject of research from several studies,
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such as Lahlou ez /. [32] in which the chemical compounds were identified by the
CG-MS method, among the major chemical constituents of the EO, terpinen-4-ol,
1,8-cineol and y-terpineine stood out. In the study by Barcelos ez a/. [33] terpinen-4-ol
monoterpene (37.45 %) was identified and followed by sesquiterpene caryoene oxide
(7.56 %) and sabine transhydrate monoterpenes (6.61 %) and 1.8-cineol (4.02 %). Ali
et al. [34] also detected terpinen-4-ol, 1,8-cineol and B-pineno as the major compo-
nents of A. zerumbet EO.

The major compounds present in the EO of A. zerumbet are responsible for several
biological effects. Its classes of chemical constituents, alkaloids, flavonoids, and as main
components of essential oil are monoterpenes with higher concentration of 1,8-cineol
and terpene-4-ol, with studies proving its antimicrobial activity [35]. The gardener also
has anxiolytic, anesthetic action [36], antimicrobial, hypotensive and sedative [37]. It
presents anti-inflammatory action was proven by [38]. These effects are fully associated
with the majority compounds present in the EO.

Leaf maturation, seasonality, place and time of collection, drying process and storage are
factors that influence the quality and composition of EOs [39, 40], which could explain
the difference in chemical composition observed in this work with the previously des-
cribed data .The differences observed in quantity and chemical composition of the EO
of plants of the same species in different regions can be caused by microclimatic, phyto-
geographic, genotypic and geographical and agronomic factors, conditions, mainly in
the soil. However, as a general rule, the main components remain the same, varying only
their concentration levels [41].

Larvicidal activity

Table 1 presents the results obtained in the lethality assay for the action of EOs in the
face of larvae of Aedes aegypti.

According to Dias ez al. [42], larvicidal potential is classified according to criteria based
on lethal concentration (LC), EOs that obtain LCs, greater than 100 mg-L" are con-
sidered non-active, those who obtain LCy less than 100 mg-L" are considered active
and those who obtain LCs, below 50 mg-L"! are highly active. Thus, as observed in
table 1, the EO of 4. zerumbet presented the LCy, of 37.96 mg-L", potentially active
[43] and LCy, of 65.61 mg-L" against the larvae Aedes aegypti, this result stimulates
the potential for applicability of this EO, since Cavalcanti ez a/. [44] when verifying
the larvicidal activity of the EO of the leaves and branches of 4. zerumbet against Aedes
aegypti found LCs, equivalent to 313 mg-L", a value much higher than the LCy; of this
study [45] when analyzing the larvicidal activity of the EO of the seeds of A. zerumbet
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front Aedes aegypti found LCy, of 125 pg-mL", a value also higher than those observed
in this study.

Table 1. LC for EOs action against larvae of 4 instar of Aedes aegypti.

EO C"'(‘;f;tLr_‘};“’“ % Mortality | LCy, | LCy | R - )
70 75.00
. S0 45.00
C. citratus 30 3500 | 4014 | 7155 | 0.9600 | 0.632 | 0967
20 10.00
10 0.00
70 75.00
50 55.00
A. zerumbet 30 45.00 37.96 | 65.61 | 0.982 | 0.447 | 0.997
20 25.00
10 10.00
Positive control All inactive larvae
Negative control All active larvae
White All active larvae

As also observed in table 1, the EO of C. citratus showed a LCs, of 40.14 mg-L" and
LCyy0f71.55 mgL" in front of the Aedes aegypti larvae, also presenting great potential
in their larvicidal activity [43]. Higher concentrations were observed in the study by
[46] presenting a LCy, of 63.89 mg-L" and LCy, of 112.21 mg-L" also for the EO of
this species and in other studies the same EO demonstrated relevant results in relation
to insecticide activity [47]. The biological activity of C. citratus is conventionally attri-
buted to citral, its main component [48].

The active potential of EOs and their compounds against Aedes aegypti may vary sig-
nificantly according to intrinsic and extrinsic factors, plant species, plant part, manu-
facturing age, chemotypes and geographical conditions (such as occurrence season,
precipitation, moisture percentage, temperature, sunlight, and altitude), in which the
plant was collected, the source of larvae, and the methods generally used to induce
different larval responses [42].

Molluscicidal activity

Table 2 presents the results obtained in the lethality assay for the action of the EOs in
the face of adult snails of Biomphalaria glabrata.
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Table 2. LC para agio do EO frente aos caramujos adultos de Biomphalaria glabrata.

EO Co’(‘gg’f:?;“’n % Mortality | LC;, | LCy | R - 2
150 90
‘ 100 90
. citratus 50 50 4063 | 8555 | 0.923 | 0406 | 0.880
30 20
10 10
150 90
100 80
A. zerumbet 50 70 3394 | 55.60 | 0926 | 0.530 | 0.934
30 30
10 20
Positive control All inactive larvae
Negative control All active larvae
White All active larvae

By verifying table 2 we perceived the effectiveness of the species C. citratus and A. zerum-
bet in the face of the snail transmitting schistossomosis, since the WHO [49], the molluscs
ive activity is considered significant when LCy, is less than 100 mg-L" [50-53]. In order
to be considered molluscicidal the substance must eliminate the snail at all stages of its
life cycle and in its natural habitat, have low concentrations, low cost, be stable in storage
under tropical conditions; easy to carry and apply; have selective lethal action to snails, be
harmless to man, domestic animals, fish and plants, do not suffer decomposition in water
and soil and be stable in conditions of temperature and solar irradiation [53].

Studies with EO of Cymbopogon citratus leaves also show its effectiveness with the
aqueous and alcoholic extract, showing significant results against Biomphalaria [54].
The species also exhibits an excellent bactericidal activity in the face of many patho-
gens, such as Malassezia [55]. The EOs do not yet have many studies published in
scientific journals with the species or with the extracted oils, showing the relevance
of studies with such species. As seen, for the EO of Cymbopogon citratus, some studies
are reported in relation to other biological activities in scientific journals. The results
found in the present work demonstrate that the volatile constituents obtained from
plants present molluscicidal activity.

Toxicity

Table 3 presents the results obtained in the lethality assay for the action of the EOs in
the face of larvae of Artemia salina.
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Table 3. LC;, for EO action front Artemia salina L.

EO LC,, R?
C. citratus 315.12 + 6.10 mg:L" 0.9942
A. zerumbet 284.15 + 428 mg.L! 0.9843

According to table 3, the EO of C. citratus presented LCy, equivalent to 315.12 mg:L",
being classified as nontoxic according to the criterion of [22] that standardizes LCs, >
250 mg-L" of the EO as nontoxic. Lima ez a/. [56] evaluated the toxicity of the metha-
nol extract of medicinal plants according to the A. salina toxicity bioassay, found LCy,
equivalent to 704.67 + 31.44 pg-mL", classifying the methanolic extract of the leaves of
C. citratus as nontoxic. Divergentresults were found by Ribeir ez 2/. [57] when analyzing
the toxicity of EO C. citratus against A. salina in the form of a lethal dose (LDs,) quan-
tified in 18.85 (ug-mL™"), containing variations in the limits of 13.71 to 26 (ug-mL").

Also, according to table 3, EO of A. zerumbet presented LCs, of 284.15 mg-L" in front
of Artemia salina larvae, being considered nontoxic by the criterion established by [22].
Similar results were found by dos Santos ez 4/. [58] when evaluating the EO toxicity of
the leaves of A. zerumbet front A. salina found the LCs, equal to 280.2 mg-L™, classifying
the EO as nontoxic [59] when analyzing the ethanol extract of leaves and flowers of 4.
zerumbet found a LCs, equal to 740 ppm, being considered toxic by the criteria used by
the authors. The extract of A. zerumbet showed considerable toxicity at concentrations
higher than 800 ppm, with mortality percentage > 63.3 % and promoting 100 % at con-
centrations above 1400 ppm. Considering that a plant is toxic when its extract is lethal
to at least 50 % of Artemia salina larvae at a concentration of less than 1000 ppm, it is
plausible to state that the ethanol extract of leaves and flowers of A. zerumbet presents
relevant toxicity, thus showing the EO as an alternative for its application.
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